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DESCRIGAO

"PREVENQAO E TRATAMENTO DE DOENCA AMILOIDOGENICA"

CAMPO TECNICO

A invencdo situa-se nos campos técnicos da imunologia e da

medicina.

ANTECEDENTES

A doenca de Alzheimer (AD) ¢é uma doenga progressiva que
resulta em deméncia senil, Ver, de um modo geral, Selkoc, TINS
16, 403-409 (1993); Hardy et al., documento WO 92/13069; Selkoe,
J. Neuropathol. Exp. Neurol. 53, 438-447 (1994); Duff et al.,
Nature 373, 476-477 (1995); Games et al., Nature 373,5 523
(1995). Falando de um modo genérico, a doenga pode dividir-se em
duas categorias: a de aparecimento tardio, que ocorre em idade
avangada (+ de 65 anocs) e a de aparecimento precoce, dgue se
desenvolve muito antes do periodo senil, 1. e., entre os 35 e os
60 anos. Em ambos os tipos de doenca, a patologia é a mesma mas
as anormalidades tendem a ser mals graves e disseminadas nos
casos do inicio numa idade mais precoce. A doencga caracteriza-se
por dois tipos de lesbdes no cérebro, placas senis e novelos
neurofibrilhares. As placas senis sdoc 4reas de neurdpilo
desorganizado até 150 um de comprimento com depdsitos amildides
extracelulares no centro visiveis por andlise microscoépica de
cortes de tecido do cérebro. Os novelos neurcfibrilhares séo

depdsitos intracelulares de proteinas tau consistindo em dois



filamentos enrolados um a volta do outro, aos pares.

O principal constituinte das placas ¢ um péptido designado
péptido amildide B ou AP. O péptido AP é um fragmento interno de
39-43 aminocdcidos de uma proteina precursora designada proteina
precursora amildéide (APP). Véarias mutagdes dentro da proteina
APP tém sido correlacionadas com a presenca de doenca de
Alzheimer. Ver, e. g., Goate et al., Nature 349, 704) (1991)
(valina’’ para isoleucina); Chartier Harlan et al., Nature 353,
844 (1991)) (valina’’’ para glicina); Murrell et al., Science
254, 97 (1991) (valina’'’ para fenilalanina); Mullan et al.,
Nature Genet. 1, 345 (1992) <(uma dupla mutagdao gque altera
lisina®”’-metionina’® para asparagina’’-leucina’®). Pensa-se que
tais mutacgdes causem a doenca de Alzheimer através do aumento ou
da alteracdo do processamento de APP para AP, particularmente o
processamentc de APP para quantidades maiores da forma longa de
AR (1. e., APpl-42 e APl1-43). Pensa-se que mutagdes noutros
genes, tals como o0s genes da presenilina, PS1 e PS2, afectem
indirectamente o© processamento de APP para gerar quantidades
crescentes da forma longa AB (ver Hardy, TNS 20, 154 (1997)).
Estas observagdes indicam que AP e, particularmente, a sua forma

longa sdo um elemento etiocldgico na doenca de Alzheimer.

0 documento EP-A-0683234 divulga anticorpos com
especificidade de ligacdo para amildide (. A combinacdo destes
anticorpos proporciona um método em que o amildéide [ pode ser
determinado especificamente com uma elevada sensibilidade. FEste
método ¢ util para diagnosticar doengas nas quais o amildide B
ou um seu derivado participa, tal como na doenca de Alzheimer e
08 anticorpos sdo Utels para o desenvolvimento de agentes

terapéuticos ou preventivos para a doenca de Alzheimer.



McMichael, documento EP 526511, propde a administracdo de
dosagens homeopdticas (menores ou iguais a 107 mg/dia) de AR aos
doentes com AD pré-estabelecida. Num humano tipico, com cerca de
5 litros de plasma, espera-se que mesmo © limite superior desta
dosagem dé& origem a uma concentragdo nido superior a 2 pg/mL. A
concentragao normal de AB no plasma humano é tipicamente na gama
de 50-200 pg/mL (Seubert et al., Nature 359, 325-327 (1992)).
Devido a dose proposta no documento EP 526511 dificilmente
alterar o nivel de AB enddégena em circulagdo e devido ao
documento EP 526511 ndo recomendar a utilizagdo de um adjuvante,
parece pouco plausivel gque resulte em qualquer beneficio

terapéutico.

Pelo contrario, a presente divulgagdo ¢é dirigida ao
tratamento de Alzheimer e de outras doengas amiloidogénicas
através da administragdc de um anticorpo Ap, a um doente em
condigdes que originam uma resposta imunitdria Dbenéfica no
doente. Assim, a invencdo vem preencher uma necessidade, hé
muito sentida, de regimes terapéuticos para a prevengao ou

alivio da neuropatologia da doenca de Alzheimer.

SUMARIO DA INVENGCAO REIVINDICADA

Num aspecto, a invencgdo proporciona uma composicdo
farmacéutica compreendendo um anticorpc contra AR e um veiculo
ou diluente ndo tdéxico farmaceuticamente aceitdvel, para
utilizag¢do nos métodos de prevengdo ou tratamento de uma doenga
caracterizada por deposicdo amildide num doente, em que ©
isotipo do anticorpo é a IgG2 humana. Tais métodos compreendem
induzir uma resposta imunitdria contra um componente peptidico

de um depdsito amildide no doente por administragdoc de um



anticorpo que tem o isotipc IgGl humano. Em alguns doentes, o
depdsito amildéide estd agregado ao péptido AR e a doenca € a
doenca de Alzheimer. Em alguns métodos o doente ¢ assimtomdtico.
Em alguns métodos o doente tem menos de 50 ancos de idade. Em
alguns métodos o doente tem factores de risco hereditdrios gque
indicam susceptibilidade a doeng¢a de Alzheimer. Tais factores de
risco incluem alelos variantes no gene APP., Noutros métodos, ©
doente ndo tem factores de risco conhecidos para a doenca de

Alzheimer.

Em alguns métodos a respcsta imunitaria é dirigida para a
agregacdo do péptido AR sem ser dirigida para o péptido Ap
dissociado. Por exemplo, os anticorpos ligam-se ao péptido Ap
agregado sem se ligarem ao péptido AP disscociado. A resposta
imunitdria ¢ induzida por administracdo de um anticorpo contra

AR ao doente.

0 anticorpo é tipicamente administrado oralmente,
intranasalmente, intradermicamente, subcutaneamente,
intramuscularmente, topicamente ou intravenosamente. Em alguns
métodos, o doente é monitorizado apds administracaoc para avaliar
a resposta imunitdria. Se a monitorizacdo indicar uma reducdo da
resposta imunitdria ao longo do tempo, o doente pode receber uma

ou mais doses do anticorpo.

Um método in vivo de monitorizar a doenga de Alzheimer ou a
susceptibilidade a esta num doente, compreende a detecgdo de um
anticorpo que se liga especificamente ao péptido AP numa amostra
do doente, em que fol administrado ao doente uma composicdo
farmacéutica de acordo com o primeiro aspecto eficaz para tratar
ou prevenir a doenca de Alzheimer e o nivel de anticorpo

detectado determina o futuroc regime de tratamento do doente.



Um métode in vitro de avaliar a eficdcia de um método de
tratamento de Alzheimer num doente compreende determinar um
valor para uma quantidade de anticorpo especifico para o péptido
Af na amostra de tecido de um doente que foi tratado com uma
composicdo farmacéutica de acordo com o primeiro aspecto. O
valor é comparado com um valor controlo determinado a partir de
uma populagdo de doentes gque tenham mostrado melhorias ou
auséncia de sintomas da doenca de Alzheimer devido ao tratamento
como anticorpo do primeiro aspecto. Um valor pelo menos igual ao

valor do controlo indica uma resposta positiva ao tratamento.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Fig. 1: Titulo de anticorpos apds injecgdo de murganhos

transgénicos com AB1-42.

Fig. 2: Aumento da quantidade de amildéide no hipocampo. A
percentagem da drea da regido do hipocampo ocupada pelas
placas amildéides, definida pela reactividade com o mAB 3D6
especifico de AR, foi determinada por andlise quantitativa
de imagens auxiliada por computador das secgdes de cérebro
imuno-reactivas. Os valores para murganhos individuais estdo
listados por grupo de tratamento. A linha hcrizontal para

cada agrupamento indica o valor médio da distribuicéo.

Fig. 3: Distrofia neuritica no hipocampoc. A percentagem da
drea da regido do  hipocampo ocupada pelas neurites
distréficas, definidas pela sua reactividade com o mAB 8ES
especifico de APP humana, foil determinada por andlise
quantitativa, auxiliada por computador, de 1imagens das

secgbes de cérebro imuno-reactivas. Os valores para



murganhos individuais sdao mostrados para o grupo tratado com
AN1792 e para o grupo de controlo tratado com PBS. A linha
horizontal para cada agrupamento indica o valor médio da

distribuicgao.

Fig. 4: Astrocitose no codrtex retroesplenial. A percentagem
da 4drea da regido cortical ocupada ©pelos astrécitos
positivos para a proteina acidica fibrilhar da glia ("GFAP")
foi determinada por andlise quantitativa, auxiliada por
computador, de imagens de secgdes de cérebro imuno-
reactivas. Os wvalores para murganhos individuais sao
mostrados de acordo com O grupo de tratamento e 0s valores

médios dos grupos estdo indicados por linhas horizontais.

Fig. 5: Média geométrica dos titulos de anticorpos contra
ABl-42 apds imunizacdo com uma gama de oito doses de AN1792

com 0,14, 0,4, 1,2, 3,7, 11, 33, 100 ocu 300 ng.

Fig. 6: Cinética da resposta de anticorpos & imunizagdo com
AN1792. Os titulos sac expressos como médias geométricas de

valores para 6 animais de cada grupo.

Fig. 7 Andlise quantitativa de imagens do aumentc amildide

cortical em murganhos tratados com PBS & m AN1792.

Fig. 8: Andlise quantitativa de imagens do aumento de
placas neuriticas em murganhos tratados com PBS e com

AN1792.

Fig. 9: Andlise quantitativa de imagens da percentagem de
coértex retroesplenial ocupado por astrocitose em murganhos

tratados com PBS e com AN1792.



Fig. 10: Ensaio de proliferacao de linfdcitos das células
do bag¢o de murganhos tratados com AN1792 (painel superior)

ou tratados com PBS (painel inferior).

Fig. 11: Niveis totais de AP no cortéx. Um grafico de
perfis de AR individuals em murganhos imunizados com
derivados de Ap ou de APP combinados com adjuvante de

Freund.

Fig. 12: O desenvolvimento amildéide no coértex foi
determinado por andlise quantitativa de imagens de secgdes
de cérebro imuno-reactivas para murganhos imunizados com o©s
conjugados dos péptidos ABl1-5, Apl-12 e AP13-28; os
agregados Ap de tamanho completo AN1792 (ABl-42) e AN1528

(Ap1-40) e o grupo de controlo tratado com PBS.

Fig. 13: Média geométrica dos titulos de anticorpos
especificos de AP para grupos de murganhos imunizados com AR

ou com derivados de APP combinados com adjuvante de Freund.

Fig. 14: Média geométrica dos titulos de anticorpos
especificos de AP para grupos de cobaios imunizados com
AN1792, ou com um seu derivado palmitoilado, combinado com

varios adjuvantes.

Fig. 15 Niveis de Af no cértex de murganhos PDAPP de 12
meses de idade tratados com AN1792 ou com AN1528 com

diferentes adjuvantes.



DEFINICOES

O termo “identidade substancial” significa que duas
sequéncias peptidicas, quando optimamente alinhadas, tal como
através dos programas GAP e BESTFIT wutilizando pesos dos
intervalos por defeito, partilham, peloc menos, 65 por centro de
identidade de sequéncias, de um modo preferido, pelo menos, 80
ou 90 por cento de identidade de sequéncias, de um modo mais
preferido, pelo menos, 95 por cento de identidade de sequéncias
ou mais (e. g., 99 por cento ou mais de identidade). De um modo
preferido, as posigdes dos residuos que nao sao 1dénticas

diferem em substituicdes conservadas de aminodcidos.

Para comparacao de sequéncias, tipicamente uma sequéncia
actua como uma sequéncia de referéncia, com a qual sé&o
comparadas as sequéncias a testar. Quando se utiliza um
algoritmo para comparagao de sequéncias, as sequéncias a testar
e a referéncia sado introduzidas num computador, sdo designadas
as coordenadas das subsequéncias, se necessario, e designados os
paréametros do programa do algoritmo de comparacao das
sequéncias. O algoritmo para comparagao de sequéncias calcula
entdo a percentagem de identidade de sequéncias para af(s)
sequéncia(s) a testar relativamente a sequéncia de referéncia,

baseado nos parédmetros do programa designados.

O alinhamento ¢ptimo de sequéncias para comparagdo pode ser
realizado, e. g., através dos algoritmos de homologia local de
Smith & Waterman, Adv. Appl. Math. 2:482 (1981), através do
algoritmo de homclogias de alinhamentos de Needleman & Wunsch,
J. MoI. Biol. 48:443 (1970), através da pesqguisa pelo método de
semelhaca de Pearson & Lipman, Proc. Natl Acad. Sci. USA 85:2444

(1988), através de implementacdes computorizadas destes



algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA e TFASTA no paccte de software
Wisconsin Genetics, Genetics Computer Group, 575 Science Dr.
Madison, WI) ou através da inspecgdo visual (ver, de um modo
geral, Ausubel et al., supra). Um exemplo de algoritmo cue ¢
adequado para a determinacao da percentagem de identidade de
sequéncias e semelhaca de sequéncias € o algoritmo BLAST, o qual
estd descrito em Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403-410
(1990). O software para a realizacgdoc das andlises BLAST estéa
disponivel ao publico através do National Center  for
Biotechnology Information (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/)
Tipicamente, podem ser utilizados os pardmetros do programa por
defeito para realizar a comparacdo de sequéncias, ainda que
possam também ser utilizados parémetros personalizados. Para as
sequéncias de aminocdcidos, o programa BLASTP utiliza como base
um comprimento de palavra (W) de 3, uma expectativa (E) de 10 e
a matriz de pontuacdo BLOSUM62 (ver Henikoff & Henikoff, Proc.

Natl. Acad. Sci. USA 89, 10915 (1989)).

Para fins de classificacdo das substituicgdes de aminodcidos
como conservadas ou nac conservadas, 0os aminodcidos S&0
agrupados como se segue: Grupo I (cadeias laterais hidrofdbicas)

norleucina, met, ala, wval, leu, ile; Grupo II (cadeias laterais

hidrofilicas neutras): cys, ser, thr; Grupo III (cadeias
laterais acidicas): asp, glu; Grupoc IV (cadeias laterais
bdsicas): asn, gln, his, 1lys, arg; Grupo V (residuos que

influenciam a orientag¢ao da cadeia): gly, pro; Grupo IV (cadeias
laterais aromaticas): trp, tyr, phe. As substituicgdes
conservadas envolvem substituicdes entre aminocacidos na mesma
classe. As substituig¢bes ndo conservadas constituem a troca de

um membro de uma destas classes por um membro de uma outra.

Os agentes terapéuticos da inveng¢do sdo, tipicamente,



substancialmente puros. Isto significa gue um agente tem, pelo

menos, 50% p/p (peso/peso) de pureza, assim como esta
substancialmente livre de proteinas interferentes e

contaminantes. Por vezes, 0s agentes terdo, pelo menos, 80% p/p
e, de um modo mais preferido, pelo menos, 90 ou cerca de 95% p/p
de pureza. No entanto, através da wutilizacgdo de técnicas
convencionais de purificacdo de proteinas, podem ser obtidos

péptidos homogéneos com, pelo menos, 99% p/p de pureza.

A ligagdo especifica entre duas entidades significa uma
afinidade de, pelo menos, 10° 107, 10°, 10° ou 10" M'. Sdo

preferidas afinidades superiores a 10° M*.

O termo *“anticorpo” ¢ utilizado para 1incluir anticorpos
intactos. Opcionalmente, o0s anticorpos podem ser conjugados
quimicamente ou expressos como proteinas de fusdo com outras

proteinas.

APP®", aPP””' e APP'Y referem-se, respectivamente a
polipéptidos longos com 695, 751 e 770 residuos de aminodcidos
codificados pelo gene APP humano. Ver Kang et al., Nature 325,
773 (1987); Ponte et al., Nature 331, 525 (1988); e Kitaguchi et
al., Nature 331, 530 (1988). 0Os aminodcidos dentro da proteina
precursora amiléide humana (APP) sao numerados de acordo com a
sequéncia da isoforma APP770. Termos tais como AB39, AP40, Ap4l,
BB42 e APR4A3 referem-se a um péptido AR contendo os residuos de

aminodcidos 1-39, 1-40, 1-41, 1-42 e 1-43.

0O termo “epitopo” ou *“determinante antigénico” refere-se a
um local num antigénio ao qual respondem as células B e/ou T. Os
epitopos das «células B podem ser formados a partir de

aminodcidos contiguos ou aminocdcidos ndo contiguos justapostos

10



pelo enrolamento tercidrio de uma proteina. 0Os epitopos formados
a partir de aminodcidos contiguos sdo tipicamente mantidos
quando expostos a solventes desnaturantes, enguanto que 0s
epitopos formados por enrolamento tercidrio sdo tipicamente
perdidos quando submetidos a tratamento com solventes
desnaturantes. Um epitopo inclui, tipicamente, pelo menos, 3, e
mais geralmente, pelo menos, 5 ou 8-10 aminodcidos numa
conformagdoc espacial tUnica. Os métodos de determinagdo da
conformagdo espacial de epitopos incluem, por exemplo,
cristalografia de raios X e ressondncia magnética nuclear
bidimensional. Ver, e. g¢g., Epitop Mapping Protocols in Methods
in Molecular Biology, Vol. 66, Glenn E. Morris, Ed. (1996). Os
anticorpos que reconhecem 0 me smo epitopo podem ser
identificados num imuncensaic simples que demonstra a capacidade
de um anticorpo para bloquear a ligagdo de um outro anticorpo a
um antigénio alvo. As células T reconhecem epitopos continuos de
aproximadamente nove aminodcidos para as células CD8 ou cerca de
13-15 aminodcidos para as células CD4. As células T dque
reconhecem o epitopo podem ser identificadas por ensaios
in vitro que medem a proliferacdo dependente de antigénio,
conforme determinado pela incorporacdo de “H-timidina pelas
células T estimuladas como resposta a um epitopo (Burke et al.,
J. Inf. Dis. 170, 1110-19 (1994)), através da morte dependente
de antigénio (ensaio de linfdécitos T citotdxicos, Tigges et al.,

J. Immunol. 156,3901-3910) ou através da secrecdo de citocinas.

0 termo resposta “imunoldégica” ou “imune” é o)
desenvolvimento de uma resposta humoral benéfica (mediada por
anticorpos) e/ou celular (mediada por células T especificas de
antigénio ou seus produtos de secrecdo) dirigida contra um
péptido amildéide num doente recipiente. Tal resposta pode ser

uma resposta activa induzida pela administragdoc de imunogénio ou

11



uma resposta passiva induzida pela administracdo de anticorpo ou
de células T estimuladas. Uma resposta imunitdria celular ¢é
induzida pela apresentacdao de epitopos polipeptidicos em
associagdo com moléculas de MHC Classe I ou Classe II para
activar células T CD4  auxiliadoras e/ou células T citotodxicas
CD8 especificas do antigénio. A resposta pode também envolver
activagao de mondcitos, macréfagos, células NK, Dbasdéfilos,
células denditricas, astrécitos, células da microglia,
eosindfilos ou outros componentes de imunidade inata. A presencga
de uma resposta imunoldégica mediada por células pode ser
determinada através de ensaios de proliferacdo (células T CD4')
ou ensaios de CTL (linfdécitos T citotdxicos) (ver Burke, supra;
Tigges, supra). As contribuig¢des relativas das respostas humoral
e celular para o efeito terapéutico de um imunogénio podem ser
distinguidas isolando separadamente IgG e c¢élulas T, de um
animal singénico imunizado e medindo o efeito protector ou

terapéutico num segqgundo individuo.

Unm “agente imunogénico” ou “imunogénio” é capaz de induzir
uma resposta 1munoldégica contra ele proéprio, aquando da
administracac a um doente, opcionalmente, em conjunto com um

adjuvante.

O termo “polinucledtido nu” refere-se a um polinucledtido
ndo complexado com materiais coloidais. 0Os polinucledétidos nus

estdo por vezes clonados num vector plasmidico.

O termo *“adjuvante” refere-se a um composto que quando
administrado em conjunto com um antigénio aumenta a resposta
imunitdria ao antigénio, mas quando administrado sozinho néo
origina uma resposta imunitdria ac antigénio. Os adjuvantes

podem aumentar uma resposta imunitdria através de varios

12



mecanismos, incluindo 0 recrutamento de linfécitos, a

estimulacdo de células B e T e a estimulagdo de macrdfagos.

0O termo *“doente” dinclui humanos e outros mamiferos que

recebem tratamento profildtico ou terapéutico.

AR desagregado ou monomérico significe unidades monoméricas
soltveis do péptido AB. Um método para preparar AR monomérico ¢é
dissolver o péptido AR liocfilizado em DMSO com sonicacdo. A
solugdo resultante ¢é <centrifugada para remover qguaisquer
particulas naoc soluveis. O AP agregado ¢é uma mistura de

oligdémeros em gque as unidades monoméricas sdo mantidas em

conjunto através de ligagfes ndo covalentes.

Composigdes ou métodos *“compreendendo” um ou mais elementos
referidos podem 1incluir outros elementos nao especificamente
referidos. Por exemplc, uma composicao que compreende o péptido
AB, dnclui um péptidc AP isoclado e um péptido AR como um

componente de uma sequéncia polipeptidica maior.

DESCRICAO DETALHADA

I. Geral

A invengdo proporciona composigles farmacéuticas para
utilizacdo em métodos para o tratamento profildtico e
terapéutico de doengas caracterizadas pela acumulacdo de
depbsitos amildides. 0Os depdsitos amildides compreendem um
péptido agregado numa massa insoluvel. A natureza do péptido
varia entre diferentes doen¢as mas, nha maioria dos casos, O

agregado tem uma estrutura em folha plissada p & cora com ©
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corante Vermelho de Congo. As doencas caracterizadas pelos
depdsitos amildides incluem a doenga de Alzheimer (AD), aquando
do aparecimento tardio e precoce. Em ambas as doencgas, 0
depdsito amildide compreende um péptido designado AP, o qual se
acumula no cérebro de individuos afectados. Exemplos de algumas
outras doengas caracterizadas pelos depdsitos amildides séao
amiloidose SAA, sindrome hereditdrio Islandés, mieloma multiplo
e encefalopatias espongiformes, incluindo a doenca das vacas
loucas, a doenga de Creutzfeuld Jakob, o “scrapie” dos carneiros
e a encefalopatia espongiforme da marta (ver Weissmann et al.,
Curr. Opin. ©Neurobiol. 7, 695-700 (1997); Smits et al.,
Veterinary Quaterly 19, 101-105 (1997); Nathanson et al., Am. J.
Epidemiol. 145, 959-969 (1997)). Nestas doencgas, os péptidos
formadores dos agregados sao o péptido amildide sérico A,
cistatina C, cadeia leve kapa de IgG, respectivamente para os

trés primeiros, e a proteina do priac para os outros.

IT. Agentes terapéuticos

1. Doenca de Alzheimer

Os agentes terapéuticos para utilizar na presente invengdo
induzem wuma resposta imunitdria contra o péptido AR. Estes
agentes sdo anticorpos IgGl humanos reactivos contra o péptido
AB. A indugdo de uma resposta imunitdria é passiva, quando é
administrado um anticorpo que se liga, ele préprio ao AR num

doente.

AR, também conhecido como péptido P-amildide ou péptido A4
(ver documento US 4666829; Glenner & Wong, Biochem Biophys. Res.

Commun. 120, 1131 (1984)), ¢é um péptido de 39-43 aminoacidos,
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que é o principal componente de placas caracteristicas da doencga
de Alzheimer. AR ¢é gerado pelo processamento de uma proteina
maior, APP, por duas enzimas, designadas secretases [ e y (ver
Hardy, TINS 20, 154 (1997)). As mutagdes conhecidas em APP
associadas a doenga de Alzheimer ocorrem perto do local de
clivagem pela secretase B ou y, ou dentro de AP. Por exemplo, a
posicdo 717 estd proéoxima do local de clivagem de APP pela
secretase y quando do seu processamento para originar AB, e as
posigdes 670/671 estdo proximas do local de clivagem de APP pela
secretase [. Pensa-se que as muta¢des causem doenca AD por
interacgdo com as reacgbdes de clivagem através das dquals se
forma AB, de forma a aumentar a quantidade da forma de 42/43

aminodcidos de AB gerada.

AB tem a propriedade invulgar de poder fixar e activar as
cascatas do complemento cldassica e alternativa. Em particular,
liga-se a Clg e finalmente a C3bi. Esta associagdo facilita a
ligacdo a macroéfagos conduzindo a activacgdo de células B. Além
disso, C3bi é posteriormente processada e, depois, liga-se a CR2
nas cé¢lulas B numa forma dependente de células T, conduzindo a
um aumento de 10000 na activacgdo destas células. Este mecanismo
faz com que AR dé origem a uma resposta imunitdria superior

relativamente a outros antigénios.

O anticorpo da 1invengdo pode ligar-se a qualquer uma das
formas do péptido AR que ocorrem naturalmente e, particularmente
as formas humanas (1. e., APR39, Ap40, Ap4l, APR42 ou AB43). As
sequéncias destes péptidos e a sua relacdo com O precursor APP
sao 1lustradas pela Fig. 1 de Hardy et al., TINS 20, 155-158
(1977). Por exemplo, AP42 tem a sequéncia: HyN-Asp-Ala-Glu-Phe-
Arg-His-Asp-Ser-Gly-Tyr-Glu-Val-His-His-Gln-Lys-Leu-Val-Phe-Phe-
Ala-Glu-Asp-Val-Gly-Ser-Asn-Lys-Gli-Ala-Ile-Ile-Gly-Leu-Met-vVal-
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Gly-Gly-vVal-Val-Ile-Ala-OH.

AB41, ABR40 e AP3Y diferem de AP4Z2 pela omissao de Alg,
Ala-Ile e Ala-Ile-Val, respectivamente, da extremidade
C-terminal. AR43 difere de AB42 pela presenga de um residuo de

treonina na extremidade C.

Os péptidos AP podem ser sintetizados através da sintese de
péptidos em fase sdlida ou da expressdo recombinante, ou podem
ser obtidos a partir de fontes naturais. 0Os sintetizadores
automdticos de péptidos podem ser comprados 4 NUMErosos
fornecedores, tal como Applied Biosystems, Foster City,
Califérnia. A expressac recombinante pode ser em bactérias, tais
como E. coli, leveduras, células de insecto ou células de
mamifero. Os processos para a expressdo recombinante estdo
descritos em Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory
Manual (C.S.H.P. Press, NY 28 ed., 1989). Algumas formas do
péptido AR estdoc igualmente disponiveis comercialmente (e. g.,
American Peptides Company, Inc., Sunnyvale, CA e Califdrnia

Peptide Research, Inc. Napa, CA).

Os agentes terapéuticos da invencdo d1ncluem anticorpos
humanos IgGl que se ligam especificamente a Ap. Tals anticorpos
podem ser monoclonals ou policlonais. Alguns destes anticorpos
ligam-se especificamente a forma agregada de AR sem se ligarem a
forma dissociada. Alguns ligam-se especificamente a forma
dissociada sem se ligarem a forma agregada. Alguns ligam-se a
ambas as formas, agregada e dissociada. A produgdo de anticorpos
monoclonais nao-humanos, e. ¢g., murinos ou ratos, pode ser
efectuada por, por exemplo, imunizando o animal com Ap. Ver
Harlow & Lane, Antibodies, A Laboratory Manual (CSHP NY, 1988).

Tal imunogénioc pode ser obtido a partir de uma fonte natural,

16



por sintase peptidicas ou por expressdo recombinante.

As formas humanizadas de anticorpos de murganhos podem ser
geradas por ligacao das regibes CDR de anticorpos nac-humancs a
regides constantes humanas através de técnicas de ADN
recombinante. Ver Queen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 8¢,

10029-10033 (1989) e documento WO 90/07861.

Os anticorpos humanos podem ser obtidos utilizando métodos
de apresentacgdo de fago. Ver, e. g., Dower et al., documento
WO 91/17271; McCafferty et al., documento WO 92/01047. Nestes
métodos, sdo produzidas bibliotecas de fagos nas quais o0s
membros apresentam diferentes anticorpos & sua superficie. Os
anticorpos sdo normalmente apresentados como fragmentos de Fv ou
Fab. Os anticorpos apresentados nos fagos com uma especificidade
desejada sao seleccicnados por enriquecimento por afinidade ao
AB ou seus fragmentos. Os anticorpos humanos contra AP podem
também ser produzidos a partir de mamiferos transgénicos n&do
humanos com transgenes codificando, pelo menos, um segmento do
locus da imunoglobulina humana e um locus de 1Imonoglobulina
enddégena inactivado. Ver, e. g¢g., Lonberg et al., documento
W093/12227 (1993); Kucherlapati, documento WO 91/10741 (1991).
Os anticorpos humanos podem ser seleccionados por experiéncias
de ligag¢dao competitivas ou, de outra forma, como tendo a mesma
especificidade pelo epitopo comoc um anticorpo de murganho
particular. Tais anticorpos tém particularmente uma grande
probabilidade de partilhar as propriedades funcionais uteis dos
anticorpos do murganho. Os anticorpos policlonais humanos podem
também ser proporcionados na forma de soro de humanos imunizados
com um agente imunogénico. Opcionalmente, tais anticorpos
policlonais podem ser concentrados por purifica¢do de afinidade

utilizando AP ou outro péptido amildéide como um reagente de
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afinidade.

Os anticorpos humanos ou humanizados podem ser concebidos
com uma regiao constante IgG, IgD, IgA e IgE e qualquer isotipo,
incluindo IgGl, IgGz, IgG3 e 1IgG4. Os anticorpos podem ser
expressos como tetrdmeros contendo duas cadeias leves e duas
cadeias pesadas, como cadeias pesadas separadas, cadeias leves,
como Fab, Fab’ F(ab’), e Fv ou como anticorpos de cadeia simples
nos quais os dominios variaveis da cadeia leve e pesada estéo
ligados através de um espacador. Os anticorpos da invengdo séo

do isotipo IgGl humano.

2. Outras Doencas

Os mesmos principios ou outros andlogos determinam a
producdo de agentes terapéuticos para o tratamento de outras
doencas amiloidogénicas. No geral, os agentes referidos atrés
para utilizar no tratamento da doen¢a de Alzheimer podem também
ser utilizados para o tratamento do aparecimento precoce da
doenca de Alzheimer associada a sindrome de Down. Na doenca das
vacas loucas, ¢é utilizado péptido prido, fragmentos activos e
andlogos e anticorpos contra o péptide prido em vez do péptido
AR, fragmentos activos, andlogos e anticorpos contra o péptido
AB no tratamento da doenca de Alzheimer, No tratamento do
mieloma multiplo, é utilizada a cadeia leve da IgG e andlocgos e

anticorpos do mesmo, e assim por diante noutras doencgas.
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ITT. Doentes Adequados para o0 Tratamento

Os doentes adequados para o tratamento incluem 0s
individuos que estdo em risco de doenga mas sem sintomas, assim
como doentes que apresentem sintomas. No casc da doenca de
Alzheimer, virtualmente qualquer um que esteja em risco de
sofrer da doenga de Alzheimer se viver o tempo suficiente. Deste
modo, 0s presentes métodos podem ser administrados
profilaticamente a populagdo em geral sem qualquer avaliagdo do
risco do doente. 0s presentes métodos sdc especialmente TUteis
para ©0s individucs que possuam um risco genético conhecido de
doenca de Alzheimer. Tais individuos incluem o©0s gue tém
familiares que sofreram desta doenca e agqueles cujo risco é
determinado através da andlise de marcadores genéticos ou
bioquimicas. Os marcadores genéticos de risco contra a doenga de
Alzheimer incluem mutacdes no gene APP, particularmente mutagdes
na posicao 717 e nas posicbes 670 e 671 referidas como mutacdes
Hardy e Swedish, respectivamente (ver Hardy, TINS, supra).
Outros marcadores de risco séo mutagbes nos genes da
presenilina, PS1 e PS2 e ApoE4, histdéria familiar de AD,
hipercolesterolémia ou aterosclerose. Os individuos que
actualmente sofrem da doenca de Alzheimer podem ser reconhecidos
pela deméncia caracteristica, assim como pela presenca de
factores de risco atras descritos. Além disso, uma série de
testes de diagnéstico estd disponivel para identificacdo de
individuos que possuam AD. Estes incluem medig¢do dos niveis de
tau e AP42 no CSF. Niveis elevados de tau e diminuigdo dos
niveis de APR42 significam a presenca de AD. Os individuos que
sofram da doenca de Alzheimer podem também ser diagnosticados
por critérios de MMSE ou ADRDA como discutido na secgdo dos

Exemplos.
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Em doentes assintomdticos, o tratamento pode comecar em
qualquer idade (e. g., 10, 20, 30). No entanto, normalmente, nao
¢ necessdrio comegar o tratamento até o doente atingir os 40,
50, 60 ou 70 anos. Tipicamente, o tratamento inclui multiplas
dosagens ao lcngo de um periodo de tempo. O tratamento pode ser
monitorizado testando as respostas de anticorpos ou de células T
ou B activadas ao agente terapéutico (e. g., péptido AB) ao
longo do tempo. Se a resposta falhar, é indicada uma dosagem de
reforgo. No caso de potenciais doentes com sindrome de Down, ©
tratamento pode comecar antes do nascimento, através da
administracdc do agente terapéutico a mie, ou pouco depois do

nascimento.

IV. Regimes de Tratamento

Nas aplicacgbes profildticas, as composicdes farmacéuticas
ou medicamentos sdao administrados a um doente susceptivel a uma
doenca particular, ou de outra forma em risco de, numa
quantidade suficiente para eliminar ou reduzir o risco ou
retardar 0 estabelecimento da doenca. Nas aplicacdes
terapéuticas, composig¢des ocu medicamentos sadac administrados a um
doente suspeito ou Jja a sofrer de tal doenga numa quantidade
suficiente para curar ou, pelo menos, interromper parcialmente,
0s sintomas da doenga e suas complicag¢gbes. Uma quantidade
adequada para conseguir isto ¢ definida como uma dose eficaz em
termos terapéuticos ou farmacéuticos. Nos regimes profildticos e
terapéuticos, o0s agentes sdo, de um modo geral, administrados em
varias dosagens até que uma resposta imunitdria suficiente tenha
sido atingida. Tipicamente, a resposta imunitdria é monitorizada

e sdo administradas dosagens repetidas se a resposta imunitdria
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comegar 4a esvanecer—se.

Doses eficazes das composicBes da presente invencdo, para o
tratamento dos estados atrds descritos variam de acordo com
muitos factores diferentes, incluindo meios de administracao,
local alvo, estado fisioldgico do doente, se o doente € humano
ou animal, outros medicamentos administrados e se o tratamento é
profildtico ou terapéutico. De um modo geral, o doente € um
humano mas, em algumas doengas, tal como na doenga das vacas
loucas, o doente pode ser um mamifero ndo humano, tal como um
bovino. As dosagens de tratamento necessitam de ser tituladas
para optimizar a segurangca e eficdcia. A quantidade de
imunogénio depende se ¢é também administrado adjuvante, sendo
necessdrias doses mais elevadas na auséncia de adjuvante. A
quantidade de um imunogénio para administracdo por vezes varia
entre 1 pg e 500 pg por doente e mais geralmente entre 5-500 ug
por injec¢ao para administragao humana. Ocasionalmente, §é
utilizada wuma dose mais elevada de 1-2 mg por 1injecgao.
Tipicamente, ¢ utilizado cerca de 10, 20, 50 ou 100 ug por cada
injec¢do no homem. O esquema das 1injecgbes pode variar
significativamente entre uma vez por dia e uma vez por ano, até
uma vez por década. No dia em que ¢ administrada uma dosagem de
imunogénio, a dosagem ¢é superior a 1 ng/doente e, geralmente,
superior a 10 upg/doente se o adjuvante for também administrado e
superior a 10 ug/doente e geralmente superior a 100 ug/doente na
auséncia de adjuvante. Um regime tipico consiste numa imunizacdo
seguida de injeccgdes de reforgo com intervalcs de 6 semanas. Um
outro regime consiste numa imunizacao seguida de 1injecgbes de
reforco 1, 2 e 12 meses mais tarde. Um outro regime inclui uma
injecg¢do de dois em dois meses para o resto da vida. Como
alternativa, as injecc¢des de reforgo podem ser dadas numa base

irregular como indicado pela monitorizacdo da  resposta
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imunitdria. Para a imunizacdo passiva com um anticorpo, as gamas
de dosagem variam de <cerca de 0,0001 a 100 mg/Kg e, mais

geralmente, 0,01 a 5 mg/Kg do peso do corpo do hospedeiro.

0Os agentes para inducdo de uma resposta imunitdria podem
ser administrados por via parentérica, tépica, oral, subcuténea,
intraperitoneal, intranasal ou intramuscular para o tratamento
profildtico e/ou terapéutico. A via de administragdo mais comum
é a subcuténea, ainda que outras possam ser igualmente eficazes.
A segunda via mais comum € a injecgdo intramuscular. Este tipo
de injecg¢ao é, de um modo tipico, mais efectuado nos musculos do
brago ou da perna. As 1njecg¢gbes intravenosas assim como as
injecg¢bes intraperitoneais, intra-arteriais, intracraniais ou
intradérmicas sao também eficazes na geragao de uma resposta
imunitdria. Em alguns métodos o0s agentes podem ser injectados
directamente num tecido particular onde se acumularam 0sS

depdsitos.

Os agentes da invencao podem ser administrados,
opcionalmente, em combinag¢do com outros agentes que sdo, pelo
menos, parcialmente eficazes no tratamento de doenca
amiloidogénica. No caso da sindrome de Alzheimer e de Down, em
que os depdsitos amildéides ocorrem no cérebro, os agentes da
invengdo podem igualmente ser administrados conjuntamente com
outros agentes que aumentam a passagem dos agentes da 1invencdo

através da barreira hematocefdlica.

Os anticorpos da invengdo sdo muitas vezes administrados
Como composicdes farmacéuticas compreendendo um agente
terapéutico activo, 1. e., e uma variedade de outros componentes
farmaceuticamente aceitdveis. Ver Remington's Pharmaceutical

Science (152 ed., Mack Publishing Company, Easton, Pennsylvanig,
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1980). A forma preferida depende do modo de administracao e da
aplicagao terapéutica pretendida. As composicgdes podem também
incluir, dependendo da formulagaoc pretendida, veiculos ou
diluentes ndo tdxicos farmaceuticamente aceitdvels, que séo
definidos como veiculos normalmente utilizados para formular
composigbes farmacéuticas para administragao animal ou humana. O
diluente ¢é seleccionado de forma a nao afectar a actividade
biocldgica da combinacdo. S&o exemplos de tails diluentes a dgua
destilada, solugdo salina tamponado com fosfatos, solugdes de
Ringer, solucdo de dextrose e solucdo de Hank. Além disso, a
composigdo farmacéutica ou formulacdo pode igualmente incluir
outros veiculos, adjuvantes ou estabilizadores ndo tdxicos, nédo
terapéuticos e ndo imunogénicos e semelhantes. No entanto,
alguns reagentes adequados para administrac¢do a animais, tais
como adjuvante completo de Freund, ndo sdo tipicamente incluidos

nas composic¢des para utilizacdo no homemn.

As composicdes farmacéuticas podem também incluir
macromoléculas grandes lentamente metabolizadas tais como,
proteinas, polissacdridos, dcidos polilacticos, dcidos
poliglicdlicos e copolimeros (tais como sepharose funcionalizada
com latex, agarose, celulase e semelhantes), aminodcidos
poliméricos, copolimeros de aminodcidos e agregados de 1lipidos
(tals como goticulas de Odlec ou lipossomas). Ainda, estes
veiculos podem funcionar como agentes imunoestimuladores (i. e.,

adjuvantes) .

Para administragdo parentérica, os agentes da invengdo
podem ser administrados como dosagens injectdveis de uma solugdo
ou suspensdo da substéncia, num diluente fisiologicamente
aceitavel, com um veiculo farmacéutico que pode ser um liquido

estéril, tais como A&gua, oéleos, solugdo salina, glicerol ou
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etanol. Ainda, podem estar presentes nas composicdes substéncias
auxiliares, tals como agentes molhantes ou emulsionantes,
tensiocactivos, substéncias tamponantes do pH e semelhantes.
Outros componentes das composicgdes farmacéuticas sao os éleos de
petréleo, de origem animal, vegetal ou sintética, por exemplo,
6leo de amendoim, ¢éleo de soja e d6leo mineral. Em geral, o0s
glicdéis, tais como propilenoglicol ou polietilenoglicol séo
veiculos 1liquidos preferidos, particularmente para solugdes

injectaveis.

Tipicamente, as composicgdes sao preparadas como
injectédvelis, solugdes ou suspensdes liquidas; podem  ser
igualmente preparadas formas sélidas adequadas para preparar a
solugcac ou a suspensdo em veiculos liquidos antes da injecgado. A
preparagdo pode também ser emulsionada ou encapsulada em
lipossomas ou microparticulas, tais como polilactido,
poliglicélido ou copolimeros para aumentar o efeito do
adjuvante, como discutido acima (ver Langer, Science 249, 1527
(1990) e Hanes, Advanced Drug Delivery Reviews 28, 97-119
(1997). 0Os agentes desta invengao podem ser administrados na
forma de wuma injecgao com depdsito ou como preparacdo de
implante, que pode ser formulada de forma a permitir uma

libertacédo sustida ou pulsada do ingrediente activo.

Formulacdes adicionais adequadas para outros modos de
administracdo incluem formulacgdes orais, intranasais e

pulmonares, supositdérios e aplicagdes transdérmicas.

Para supositdérios, os agentes de ligagdo e veiculos
incluem, por exemplo, polialquilenoglicdis ou triglicéridos;
tais supositérios podem ser formados a partir de misturas

contendo o0 ingrediente activo na gama de 0,5% a 10%, de um modo
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preferido, 1%-2%. As formulagdes orais incluem excipientes, tais
como graus farmacéuticos de manitol, lactose, amido, estearato
de magnésio, sacarina sdédica, celulose e carbonato de magnésio.
Estas composigbes podem tomar a forma de solugbes, suspensdes,
comprimidos, pilulas, capsulas, formulacdes de libertacéio
controlada ou pds e contém 10%-95% de ingrediente activo, de um

modo preferido, 25%-70%.

A aplicacdo topica pode resultar em liberta¢do transdérmica
ou intradérmica. A administracdc tdépica pode ser facilitada
através de co-administracgdo do agente com toxina da cdlera ou
derivados sem toxina ou suas subunidades ou outras toxinas
bacterianas semelhantes (Ver Glenn et al., Nature 391,851
(1998)). A co-administracdo pode ser conseguida utilizando os
componentes como uma mistura ou como moléculas ligadas obtidas

por reticulacdo gquimica ou expressac como uma proteina de fusao.

Como alternativa, a libertacaoc transdérmica pode ser
conseguida utilizando um penso dérmico ou utilizando
transfersomas (Paul et al., Eur. J. Immunol. 25, 3521-24 (1995);

Cevc et al., Biochem. Biophys. Acta 1368, 201-15 (1998)).

V. Diagnéstico

A divulgagdo proporciona métodos de detecgdo de uma
resposta imunitdria contra o péptido AP num doente que sofra ou
seja susceptivel a doenga de Alzheimer. Os métodos Sao
particularmente TUuteis para a monitorizagdo do curso de um
tratamento a ser administrado a um doente. Os métodos podem ser
utilizados para monitorizar o tratamento terapéutico em doentes

sintomdticos e o] tratamento profildtico em doentes
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assintomdaticos.

Alguns métodos englobam a determinacdo de um valor da linha
de Dbase, de uma resposta imunitdria num doente, antes da
administracao de uma dosagem de um agente e comparacgdo deste com
um valor para a resposta imunitdria apds o tratamento. Um
aumento significativo (i. e., superior a margem tipica de erro
experimental em medig¢des repetidas na mesma amostra, expresso
como um desvio padrdo da média de tails medigbes) no valor da
resposta imunitdria indicia um desfecho positivo para o
tratamento (i. e., que a administrag¢do do agente induziu ou
aumentou uma resposta dimunitdria). Se o valor da resposta
imunitdria ndo alterar significativamente ou diminuir, é
indicativo de um desfecho negativo para o tratamento. Em geral,
espera-se que o0s doentes Jque passem por um curso inicial de
tratamento com um agente apresentem um aumento da resposta
imunitéria com dosagens sucessivas que, eventualmente, atinge um
patamar. A administracdo do agente é, de um modo geral,
continuada durante o aumento da resposta imunitdria. O atingir
do patamar é um indicador de que o tratamento administrado pode

ser descontinuado ou reduzido na dosagem ou frequéncia.

Noutros métodos, um valor de controlo (i. e., uma média e
desvio padrdo) da resposta imunitdria é determinado para uma
populacdo de controlo. Tipicamente, os individuos na populacgdo
de controlo nao receberam gualquer tratamento anterior. Os
valores da resposta imunitdria medidos num doente apds
administracdc de um agente terapéutico sdo entdo comparados com
0 valor de controlo. Um aumento significativo relativamente ao
valor de controlo (e. g., superior a um desvio padrdo da média)
indicia um desfecho positivo para o tratamento. A ndo observacgao

de um aumento significativo ou de um decréscimo sugere um
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desfecho negativo para o tratamento. A administracao do agente
¢, de um modo geral, continuada enquanto a resposta imunitédria
cresce relativamente ao valor do controlo. Como anteriormente, o
atingir de um patamar relativamente aos valores de controlo € um
indicador de que a administracdo do tratamento pode ser

descontinuada ou reduzida na dosagem ou frequéncia.

Noutros métodos, um valor de controlo da resposta
imunitaria (e. g., uma média e desvio padrdo) foi determinado a
partir de uma populagdo de controleo de individuos que foram
submetidos a tratamento com um agente terapéutico e cujas
respostas 1imunitdrias atingiram um patamar de resposta ao
tratamento. Os valores medidos da resposta imunitdria num doente
sdao comparados com O valor de controlo. Se o nivel medido num
doente ndoc for significativamente diferente e. ¢., mais de um
desvio padrao) do wvalor de controlo, o© tratamento pode ser
descontinuado. Se o nivel num doente for significativamente
abaixo do wvalor de controlo, € assegurada administracao
continuada do agente. Se o nivel no doente persistir abaixo do
valor de controlo, entdao pode ser 1indicada uma alteracdao no

regime de tratamento, por exemplo, a utilizacao de um adjuvante.

Noutros métodos, um doente gue ndo esteja a receber
tratamento mas gque tenha sido submetido a um tratamento é
monitorizado relativamente a resposta imunitédria para determinar
se & necessario recomegar o tratamento. O valor da resposta
imunitdria medido no doente pode ser comparado com um valor de
resposta imunitdria previamente atingido no doente apds um
tratamento anterior. Um decréscimo significativo relativamente a
medig¢do anterior (i. e., superior a uma margem de erro tipica em
medicdes repetidas da mesma amocstra) ¢é uma 1indicagdo gque o

tratamento pode ser retomado. Como alternativa, o valor medido
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no doente pode ser comparado com um valor de controlo (média
mais desvio padrao) determinado na populacgdc de doentes apds o
tratamento. Como alternativa, o valor medido num doente pode ser
comparado com um valor de controlo em populagdes de doentes
tratados profilaticamente que permanecem sem sintomas de doencga
ou em populagbes de doentes tratados terapeuticamente que
apresentem melhoria das caracteristicas da doengca. Em todos
estes casos, um decréscimo significativo relativamente ao nivel
do controlo (i. e., mais do que o desvio padrao) ¢ um indicador

de que o tratamento deverd ser retomado num doente.

A amostra de tecido para andlise € tipicamente sangue,
plasma, soro, muco ou fluido cerebroespinal do doente. A amostra
¢ analisada relativamente a indicios de uma resposta imunitdria
contra qualquer forma de ©péptido Ap, tipicamente AR42. A
resposta imunitdria pode ser determinada a partir da presencga de
e. g., anticorpos ou células T que se ligam especificamente ao
péptido AB. 0OS métodos de ELISA para a deteccdo de anticorpos
especificos contra AP estao descritos na seccdo dos Exemplos. Os
métodos de deteccdo de células T reactivas foram descritos atrés

(ver Definicgdes).

EXEMPLOS

I. Eficacia Profildtica de AB Contra AD

Estes exemplos descrevem a administrac¢do do péptido APR42 a
murganhos transgénicos que sobreexpressam APP com uma mutacdo na
posigcdo 717 (APP717v.F) que o©0s predispde para desenvolver
neuropatologia do tipo Alzheimer. A producdo e caracteristicas

destes murganhos (murganhos PDAPP) estdo descritas em Games
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et al., Nature, supra. Estes animais, na sua forma
heterozigdtica, comecam a depositar AB dos seis meses de idade
em diante. Aos quinze meses de idade apresentam niveis de
deposicao de AP equivalente ao observado na doenca de Alzheimer.
Os murganhos PDAPP foram injectados com Af,, agregada
(AR, agregada) ou solugao salina tamponado com fosfatos. O
AR, agregado foil escolhido devido & sua capacidade para induzir

anticorpos contra multiplos epitopos de AP.

A. Métodos

1. Fonte de murganhos

Trinta murganhos fémea PADPP heterogénicos foram divididos
aleatoriamente pelos seguintes grupos: 10 murganhos para serem
injectados com AB., agregado (um morreu em transito), 5 murganhos
para serem injectados com PBS/adjuvante ou PBS e 10 para
controlos nédo injectados. Cinco murganhos foram injectados com

proteina amildide do soro (SAP).

2. Preparagao de imunogénios

Preparacdo de Af,; agregado: duas miligramas de APy
(US Peptides Inc., lote K-42-12) foram dissolvidas em 0,9 mL de
dgua e ajustadas a 1 mL pela adicgdo de 0,1 mL de PBS 10X. Isto
foi agitado com vértex e deixado a incubar, de um dia pera o
outro, a 37 °C, condigdes em que o péptido agregou. Qualquer AP
ndo utilizado foi guardado comc pd seco liofilizadeo a -20 °C até

a injecgdo seguinte.
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3. Preparacao de injecgdes

Foram emulsionadas 100 wng de APBs; agregado em PBS por
murganho a 1:1 com adjuvante completo de Freund (CFA) num volume
final de 400 pL de emulsac para a primeira imunizacao, seguido
de um reforgo da mesma quantidade de imunogénio em adjuvante
incompleto de Freund (IFA) as 2 semanas. Duas doses adicionais
em IFA foram administradas com intervalos mensais. As
imunizacdes subsequentes foram feitas com intervalos mensais em
500 RL de PBS. As injecgbes foram administradas

intaperitonealmente (i.p.)

As 1njeccgdes de PBS seguiram 0 mesmo esquema € 0s murganhos
foram injectados com uma mistura a 1l:1 de PBS/adjuvante a 400 uL
por murganho, ou a 500 pL de PBS por murganho. As injec¢bes SAP
seguiram igualmente o mesmo esquema utilizando wuma dose de

100 pL por injecgao.

4, Titulagao de Colheitas de Sangue de Murganho, Preparac¢do

de Tecido e Imuno-histoquimica

Os métodos atrds referidos estdo descritos abaixo em

Materials e Métodos Gerais.

B. Resultados

Os murganhos PDAPP foram injectados com AP, agregado (APg
agregado), péptidos SAP ou solugdo salina tamponado com

fosfatos. Um grupo de murganhos PDAPP foi também deixado como
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controlo positivo ndo injectado. Os titulos dos murganhos contra
o AB,, agregado foram monitorizados més sim més nao, a partir do
quarto reforco, até os murganhos terem um ano de idade. Os
murganhos foram sacrificados aos treze meses. Em todos os pontos
do tempo analisados, oito dos nove murganhos que receberam ABy;
agregado desenvolveram um titulo de anticorpos elevado, o qual
permaneceu elevado ao longo da série de injecgbdes (titulos
superiores a 1/10000). O nono murganho tinha um titulo baixo mas
mensurdvel de aproximadamente 1/1000 (Figura 1, Tabela 1). Os
murganhos injectados com SAPP tiveram titulos de 1:1000 a
1:30000 contra este imunogénic com apenas um murganho excedendo

1:10000.

Os murganhos tratados com PBS foram titulados contra APs
agregado aos seis, dez e doze meses. Numa diluig¢do de 1/100 os
murganhos que receberam PBS, quando titulados contra ABg
agregado, apenas excederam 4 vezes o fundo num ponto de tempo,
sendo sempre inferior a 4 vezes o fundo nos restantes pontos do
tempo (Tabela 1). A resposta especifica de SAP fol negligivel

nestes pontos com todos os titulos inferiores a 300.

Sete de nove murganhos no grupo de ABy;; agregado nao tinham
amildéide detectdvel nos seus cérebros. Pelo contrario, © tecido
do cérebro dos murganhos nos grupos SAP e PBS continham
numerosos depdsitos amildides positivos para 3D6 no hipocampo,
assim como nos coértex frontal e cingulato. O padraoc de deposicdo
foi semelhante ao dos controlos ndo tratados, com envolvimento
caracteristico de sub-regides vulnerdveis, tais como a camada
molecular externa do giro dentado do hipocampo. Um murganho do
grupo injectado com AP 1-42 tinha um desenvolvimento amildide
grandemente reduzido, confinado ao hipocampo. Uma placa isolada

foi identificada num outro murganho tratado com AR 1-42.
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Andlises quantitativas de imagens do desenvolvimento
amildide no hipocampo confirmaram a dramdtica redugdo conseguida
nos animais tratados com AN1792 (Fig. 2). Os valores médios do
desenvolvimento amildide para o grupo do PBS (2,22%) e para o
grupo controlo nao tratado (2,65%) foram significativamente
superiores do que para ©0s 1munizados com AN1792 (0,00%,
p=0,0005). Pelo contrdrio, o valor médio do grupo imunizado com
péptidos SAP (SAPP) fol de 5,74%. O tecido cerebral dos
murganhos de controlo ndo tratados continha numerosos depdsitos
amildides AP, visualizados com o anticorpo monoclonal especifico
de AB (mADb) 3D6, no hipocampo assim comoc no  cédrtex
retroesplenial. Um padrdo semelhante de deposigdo amildide foi
igualmente observado em murganhos imunizados com SAPP ou PBS
(Fig. 2). Além disso, nestes trés ultimos grupos, houve um
envolvimento caracteristico de sub-regides vulneraveis do
cérebro classicamente observado em AD, tal como a camada
molecular externa do giro dentado do hipocampo, na totalidade

destes trés grupos.

Os cérebros que nac continham depdsitos de AR também ndo
possuiam placas neuriticas que sao tipicamente visualizadas em
murganhos PDAPP com o anticorpo 8ES contra APP humano. Todos os
cérebros dos restantes grupos (murganhos injectados com SAP, PBS
e ndo injectados) tinham numerosas placas neuriticas, tipicas de
murganhos PDAPP ndao tratados. Um pequeno numero de placas
neuriticas estava presente num murganho tratado com AN1792 e foi
encontrado um unico grupo de neurites distrdficas num segundo
murganho tratado com AN1792. As andlises de imagens do hipocampo
e mostradas na Fig. 3, demonstraram a eliminac¢do virtual de
neurites distréficas em murganhos tratados com AN1792 (média

0,00%) comparativamente com 0S8 que receberam PBS (média 0,28%,
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p=0,0005)

A astrocitose caracteristica de inflamagdc associada a
placas também estava ausente nos cérebros do grupo injectado com
AB1-42. O <cérebro dos murganhos nos outros grupos continha
astrécitos positivos para GFAP abundantes e agrupados tipicos de
gliose associada a placas AB. Uma subsérie de laminas que
reagiram com GFAP foi contrastada com Tioflavina S ©para
localizar os depdsitos de AB. 0s astroécitos positivos para GFAP
foram associados a placas Af nos murganhos de SAP, PBS e
controlos nao tratados. Nao foi encontrada esta associagdo nos
murganhos tratados com APRl1-42 negativos relativamente a placas,
enquanto foi identificada gliose minima associada a placas num

murganho tratado com AN1792.

As analises de imagens, mostradas na Fig. 4 para o cértex
retroesplenial, confirmaram que a redugao de astrocitose foi
significativa, com um valor médio de 1,56% para oS murganhos
tratados com AN1792 versus valores médios superiores a 6% para
grupos 1munizados com péptidcos SAP, PBS ou ndo tratados

(p=0,0017) .

Resultados de uma subsérie dos murganhos injectados com
ABR1-42 e com PBS indicaram auséncia de imuno-reactividade MHC II
associada as placas nos murganhos 1injectados com Apl-42,
consistente com auséncia de uma resposta inflamatdria

relacionada com AB.

As secgdes de cérebros de murganhos também foram reagidas
com um mAR especifico de MAC-1, uma proteina da superficie
celular. MAC-1 (CD1llb) ¢ um membro da familia das integrinas e

existe como um heterodimero com CD18. O complexo CD11b/CD18 esté
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presente em mondcitos, macro6fagos, neutréfilos e células
assassinas naturais (Mak e Simard).0 tipo de células residente
reactivo para MAC-1 ¢é provavelmente a microglia, com base em
morfologia fenotipica semelhante nas secgbes gque apresentam
reactividade imunoldégica com MAC-1. A marcagdo de MAC-1
associada a placas foi mais baixa nos cérebros de murganhos
tratados com AN1792 comparativamente com o grupo de controlo que
recebeu PBS, um resultado consistente com & auséncia de uma

resposta inflamatdria induzida por Ap.

C. Conclusao

A auséncia de placas AB e as alteragbes de reactividade
neuronal e glidtica nos cérebros de murganhos injectados com
ABl-42 indicam que nenhuma, ou extremamente pouca, amildide foi
depositada nos seus cérebros e a auséncia de consequéncias
patolégicas, tais como gliose e ©patologia neuritica. Os
murganhos PDAPP tratados com APl-42 apresentaram essencialmente
a mesma auséncia de patologia dos murganhos de controlo nao
transgénicos. Assim, as injecgbdes de APRPl-42 foram altamente
eficazes na prevencao da deposicdo ou eliminacdo de AP humano do
tecido cerebral e na eliminagcdo de subsequentes alteragdes
degenerativas neuronais e inflamatdrias. Assim, a administracgdo
do péptido AP apresenta beneficio terapéutico na prevengido de

AD.

II. Estudo da Resposta a Dose

Grupos de murganhcs Swiss Webster, fémeas, com cinco

semanas de idade (n=6 por grupo) foram imunizados com 300, 100,
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33, 11, 3,7, 1,2, 0,4 ou 0,13 ug de AR formulado em CFA/IFA e
administrado intraperitonealmente. Foram dadas trés doses com
intervalos de duas semanas, seguido de uma quarta dose um més
mais tarde. A primeira dose fol emulsionada com CFA e as
restantes doses foram emulsionadas com IFA. Os animais foram
sangrados 4-7 dias apds cada imunizacgao comecandoc apds a segunda
dose para medigdao dos titulos de anticorpos. Os animais numa
subsérie de trés grupos, imunizados com 11, 33 ou 300 ug de
antigénio, foram ainda submetidos a colheitas de sangue,
aproximadamente com intervalos mensais, durante gquatro meses
apés a quarta imunizag¢do para monitorizar o decaimento da
resposta de anticorpos para uma série de doses de vacina. Estes
animais receberam uma quinta imunizag¢dce final aos sete meses
ap6és o 1nicio do estudo. Os animais foram sacrificados uma
semana mais tarde para medir as respostas de anticorpos contra

AN1792 e para realizar andlises toxicoldgicas.

Uma dose resposta proporcional foi observada a partir de
300 até 3,7 ug sem qualquer resposta nas duas doses mais baixas.
A média dos titulos de anticorpos é cerca de 1:1000 apds 3 doses
e cerca de 1:10000 apds 4 doses de 11-300 ng de antigénio (ver
Fig. 5)

Os titulos de anticorpos subiram dramaticamente para todos
08 grupos, exceptuando o grupo da dose mais baixa, apds a
terceira imunizagao com GMT crescentes, variando entre 5 e
25 vezes. Respostas baixas de anticorpos foram entdo detectdveis
mesmo nos animais que receberam 0,4 pg. O0s grupos que receberam
1,2 e 3,7 ug tiveram titulos compardveis com GMT de
aproximadamente 1000 e as quatro doses mais elevadas formaram um
grupo com GMT de aproximadamente 25000, com excepc¢ao do grupo da

dose de 33 ug com um GMT mais baixo de 3000. Apds a quarta
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imunizacdo, o aumento de titulo foi mais modesto para a maioria
dos grupos. Houve uma clara dose resposta nos grupos com doses
de antigénio mais baixas entre 0,14 unug e 11 ug variando entre
anticorpo ndo detectdvel para os recipientes de 0,14 ug até uma
GMT de 36000 para os recipientes de 11 ug. Novamente, os titulos
para os quatro grupos com doses mais elevadas de 11 a 300 ug
formaram um conjunto. Assim, apds duas imunizagdes, o titulo de
anticorpos mostrou-se dependente da dose de antigénio ao longo
da gama larga entre 0,4 e 300 pg. Quando da terceira imunizagao,
os titulos das quatro doses mais elevadas eram todos compardveis

e permaneceram num patamar apds mais uma imunizagdo.

Un més apds a quarta imunizagdo, os titulos foram 2 a
3 vezes mais elevados no grupo das 300 pug do gque os medidos no
sangue colhido c¢inco dias apdés a imunizacdo (Fig. 6). Esta
observagdo sugere que o pico de resposta anamnéstica de
anticorpos ocorreu mais tarde do que 5 dias pds-imunizagdo. Um
aumento mais modesto (50%) foi observado nesta altura no grupo
das 33 ug. No grupo da dose de 300 ug aos dois meses apds a
ultima dose, os GMT baixaram abruptamente em cerca de 70%. Apods
mais um més, o declinic foi menos acentuado sendo de 45%
(100 pg) e cerca de 14% para as doses de 33 e 11 ug. Assim, a
velocidade de diminuigao dos titulos de anticorpos circulantes,
apds cessagado da imunizagdo, parece ser bifdsico com um declinio
abrupto no primeiro més apds o pico da resposta, seguido de um

decréscimo a uma velocidade mais modesta a partir de entao.

Os titulos de anticorpos e as cinéticas da resposta destes
murganhos Swiss Webster sdo semelhantes aos de murganhos
transgénicos PDAPP heterozigdéticos Jjovens imunizados de forma
semelhante. As dosagens eficazes para 1induzir uma resposta

imunitdria em humanos sdo tipicamente semelhantes as dosagens
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eficazes em murganhos.

III. Rastreio da Eficdcia Terapéutica Contra AD

Estabelecida

Este ensaio foi desenhado para testar agentes imunogénicos
relativamente a actividade na interrupgdc ou reversao das
caracteristicas neuropatoldgicas de AD em animais 1dosos. As
imunizacles com AR de 42 amincdcidos de comprimento (AN1792)
comegaram quando as placas amildides ja estavam presentes nos

cérebros dos murganhos PDAPP.

Durante este estudo, o©0s murganhos PDAPP nao tratados
desenvolveram uma série de alteragdes neurodegenerativas gque se
assemelhavam as encontradas em AD (Games et al., supra e
Johnson-Wood et al., Proc. Natl, Acad. Sci. USA 94, 1550-1555
(1997)). A deposicdo de AP em placas amildides esta associada a
uma resposta neuronal degenerativa consistindo em elementos
axonais e dendriticos aberrantes, designadas neurites
distrdéficas. Os depdsitos amildides que estdo rodeados e contém
neurites distrdéficas sdao designados placas neuriticas. Tanto em
AD como em murganhos PDAPP, as neurites distrdéficas possuem uma
estrutura globular distinta, sdo imuno-reactivas com um painel
de anticorpos que reconhecem APP e componentes do citosqueleto e
apresentam alterac¢des degenerativas subcelulares complexas ao
nivel ultra-estrutural. Estas caracteristicas permitem medig¢des
selectivas e reprodutiveis, i1mportantes para a doenga, da
formacdo de placas neuriticas nos cérebros PDAPP. O componente
neuronal distréfico das placas neuriticas PDAPP é facilmente
visualizado com um anticorpo especifico de APP humano (mAB 8ES5)

e ¢ facilmente mensurdvel através da andlise de imagens

37



auxiliada por computador. Assim, além da medigdo dos efeitos de
AN1792 na formagao de placas amildides, monitorizou-se os
efeitos deste tratamento no desenvolvimento de distrofia

neuritica.

Os astrécitos e microglia sdao células nao neuronais que
respondem e reflectem o© grau de 1lesdo neuronal. Astrdécitos
GFAP-positivos e microglia positiva para MHC II sdo normalmente
Observadas em AD e a sua activag¢do aumenta com a gravidade da
doenca. Assim, também se controlou o desenvolvimento de
astrocitose e microgliose reactiva nos murganhos tratados com

AN1792.

A. Materiais e métodos

Quarenta e oito murganhos PDAPP fémeas, heterozigdticos,
com 11 a 11,5 meses de idade, obtidos a Charles River, foram
divididos aleatoriamente em dois grupos: 24 murganhos para serem
imunizados com 100 ug de AN1792 e 24 murganhos para serem
imunizados com 100 ug PBS, cada um combinado com adjuvante de
Freund. Os grupos de AN1792 e de PBS foram novamente divididos
quando atingiram aproximadamente 15 meses de 1idade. Acos quinze
meses de idade aproximadamente metade de cada grupo dos animais
tratados com AN1792 e PBS foram eutanasiados (n = 10 e 9,
respectivamente), o0s restantes continuaram a receber imunizacdes
até ao final de ~ 18 meses (n = 9 e 12, respectivamente). Um
total de 8 animais (5 AN1792, 3 PBS) morreu durante o estudo.
Além dos animais imunizados, murganhos PDAPP com um ano de idade
(n = 10), 15 meses (n = 10) e 18 meses (n = 10) ndao tratados
foram incluidos para comparacdc nos ELISA para medir os niveis

de AB e APP no cérebro; os animais com um ano de idade foram
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igualmente incluidos nas andlises imuno-histoquimicas.

A metodolcocgia foi a como no Exemplo 1, a menos que indicado
de outro modo. Péptidos US lote 12 e Péptidos California lote
MEQ339 de AN1792 foram utilizados para preparar o antigénio para
as seis imunizacgbes administradas antes dos 15 meses. Os
péptidos California lotes ME(0339 e ME0439 foram utilizados nas
trés imunizagdes adicionais administradas entre os 15 e o0s

18 meses.

Para as imunizac¢des, 100 pg de AN1792 em 200 pL de PBS ou
PBS sozinho foil emulsionadoc a 1:1 (vol:vol) com adjuvante
completo de Freund (CFA) ou adjuvante incompleto de Freund (IFA)
ou PBS num volume final de 400 pL. A primeira imunizacao Ifoil
administrada com CFA como adjuvante, as quatro doses seguintes
foram administradas com IFA e as quatro doses finais com PBS
sozinho sem adjuvante adicionado. Um total de nove imunizagdes
fol administrado ao longo do periodo de sete meses num esquema
bi-semanal durante as primeiras trés doses, seguido de um
intervalo de quatro semanas para as restantes injeccgdes. O grupo
de quatro meses de tratamento foi eutanizado aos 15 meses de

idade, recebeu apenas as 6 primeiras imunizagdes.

B. Resultados

1. Efeitos do Tratamento com AN1792 no Desenvolvimento

Amildide

Os resultados do tratamento com AN1792 no desenvolvimento
amildéide cortical determinados pela andlise quantitativa de

imagens sdo mostrados na @ Fig. 7. 0O wvalor médio do
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desenvolvimento cortical foi de 0,28% num grupo de murganhos
PDAPP de 12 meses de idade nao tratado, um valor representativo
da carga de placas presentes nos murganhcs no inicio do estudo.
Aos 18 meses, o desenvolvimento amildide aumentou mais de
17 vezes até 4,87% em murganhos tratados com PBS, enquanto que
os murganhos tratados com AN1792 tiveram um desenvolvimento
amildide grandemente reduzido de apenas 0,01%, notoriamente
inferior aos grupos de 12 meses ndo tratados e aos grupos de
15 e 18 meses tratados com PBS. O desenvolvimento amildide foi
significativamente reduzido ncs recipientes de AN1792 aos
15 (96% de redugdo; p=0,003) e aos 18 meses (>99% de reduc¢do;
p=0,0002).

Tipicamente a deposicdo amildide cortical em murganhos
PDAPP inicia-se nos coértexes frontal e retroesplenial (RSC) e
progride numa direccdo ventral-lateral para envolver o0s cdértexes
temporal e entorrinal (EC). Pouco ou nenhum amildide ¢é
encontrado no EC dos murganhos com 12 meses de idade, a idade
aproximada a que AN1792 foi primeiro administrado. Apds 4 meses
de tratamento com AN1792, a deposicdo amildide foi grandemente
diminuida no RSC e o envolvimento progressive do EC foil
totalmente eliminado pelo tratamento com AN1792. Esta ultima
observagdo mostrou que AN1792 parou a progressdo amildide que
normalmente invadiria os coértexes temporal e ventral, assim como

parou ou possivelmente reverteu a deposicdo no RSC.

Os efeitos profundos do  tratamento com AN1792 no
desenvolvimento amildéide cortical nos murganhos PDAPP foram
ainda demonstrados pelo grupo de 18 meses de idade, o qual foi
tratado durante sete meses. Uma auséncia qguase completa de
amildide cortical foi encontrado no murganho tratado com AN1792,

com uma auséncia total de placas difusas, assim como uma redugdo
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nos depdsitos compactados.

2. Alteracgdes Celulares e Morfoldgicas Associadas ao

Tratamento com AN1792

Uma populagdao de células positivas para AR foi encontrada
nas regides cerebrais que contém tipicamente depdsitos
amiléides. E notdvel que, em varios cérebros de recipientes de
AN1792, foram encontradas muito poucas ou nenhumas placas
amildides corticais extracelulares. A maioria da
imuno-reactividade com AR parecia estar dentro das células com
grandes corpocs lobulares ou agregados. Fenotipicamente, estas
células assemelham-se a microglia ou a mondécitos activados. Elas
foram imuno-reactivas com anticorpos que reconhecem ligandos
expressos pelos mondcitos e microglia activados (MHC II e CDl1lb)
e foram ocasionalmente associados a parede ou ao lumén dos vasos
sanguineos. A comparacadao de seccdes quase adjacentes marcadas
com anticorpos especificos de AR e de MHC II revelaram padrdes
semelhantes destas células que foram reconhecidas por ambas as
classes de anticorpos. A andlise detalhada dos cérebros tratados
com AN1792 revelou que as células positivas para MHC II estavam
restringidas & vizinhanga da amildide 1limitada que restava
nestes animais. DNestas condi¢bes de fixagcao empregues, as
células nao foram imunc-reactivas com anticorpos gue reconhecem
0s ligandos das células T (CD3, CD3e) ou das células B (CD45RA,
CD45RB) ou o antigénio comum de leucdcitos (CD45), mas foram
reactivos com um anticorpo que reconhece leucossialina (CD43)
que da& reacgdo cruzada com mondcitos. Ndo foram encontradas

estas células em gqualgquer dos murganhos tratados com PBS.

Os murganhos PDAPP invariavelmente desenvolveram fortes
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depdsitos amildides na camada molecular externa do giro dentado
do hipocampo. Os depdsitos formam um riscado distinto dentro da
via perforante, uma sub-regido que classicamente contém placas
amildides em AD. O aspecto caracteristico destes depdsitos em
murganhos tratados com PBS assemelhou-se ao previamente
caracterizado em murganhos PDAPP nao tratados. A deposicao
amildide consistiu em placas difusas e compactas numa banda
continua. Pelo contrario, numa série de cérebros de murganhos
tratados com AN1792 este padrao fol drasticamente alterado. A
deposicdo amildéide no hipocampo deixou de conter amildides
difusas e o padrao em banda foil completamente destruido. Pelo
contrdrio, estava presente uma série de estruturas pontuadas
reactivas com anticorpos anti-AB, varias delas surgiram como

células contendo amildides.

Células positivas para MHC IT foram frequentemente
observadas na vizinhanga de amilédide extracelular em animais
tratados com AN1792. O padrao de associacao de células positivas
para AR com amildide fol muito semelhante em varios cérebros de
murganhos tratados com AN1792., A distribuicdo destas células
monociticas fol restringida a proximidade do amildide depositado
e estava totalmente ausente das regides do cérebro sem placas

AB.

A andlise quantitativa de imagens de secgles marcadas para
MHC II e MAC I revelou uma tendéncia no sentido do aumento da
imuno-reactividade no RSC e hipocampo de murganhos tratados com
AN1792, comparativamente com © grupo que recebeu PBS, o qual
atingiu significédncia com a medicdo da reactividade de MAC-1 no

hipocampo.

Estes resultados sdao um indicador de remo¢do activa,
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mediada por células, do amildéide nas regibdes do cérebro com

placas.

3. Efeitos de AN1792 nos Niveis de A[B: Determinacdes por

ELISA

(a) Niveis Corticais

Em murganhos PDAPP ndo tratados, © nivel médio de AP total
no cértex aos 12 meses foi de 1600 ng/g, que aumentou para
8,700 ng/g aos 15 meses (Tabela 2). Ros 18 meses o valor foil de
22000 ng/g, um aumento superior a 10 vezes durante a
experiéncia. Os animals tratados com PBS tinham 8600 ng/g de AB
total aos 15 meses que aumentou para 19000 ng/g aos 18 meses.
Pelo contrdrio, os animais tratados com AN1792 tiveram 81% menos
AR total aos 15 meses (1600 ng/g) do que o grupo imunizado com
PBS. Significativamente menos (p=0,0001) Ap total (5200 ng/qg)
fol encontrado aos 18 meses quando os grupos AN1792 e PBS foram
comparados (Tabela 2), representando uma redugao de 72% em dque
de outra forma estaria presente. Resultados semelhantes foram
obtidos quando os niveis corticais de AR foram comparados,
nomeadamente © grupo tratado com AN1792 continha muito menos
AB42, mas neste caso as diferengas entre os grupos AN1792 e PBS
foram significativos aos 15 meses (p=0,04) e aos 18 meses

(p=0,0001, Tabela 2).
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Tabela 2: Niveis médios de AP (ng/g) no cértex

NAO TRATADO PBS AN1792
Idade | Ap Ap42 (n) AB Ap42 (n) Total AB42 (n)
Total Total
12 1600 1300 (10)
15 8700 8300 (10) 8600 7200 (9) 1600 1300 (10)
18 22200 18500 (10) {19000 15900 (12) |52007 4000 (9)
*o = 0,0412
**p = 0,0001
(b) Niveis do Hipocampo
Nos murganhos PDAPP ndoc tratados, os niveils médios no

hipocampc de Af total,

aos doze meses de idade,

foram 15000 ng/g

que aumentou para 51000 ng/g aos 15 meses e para 81000 ng/g aocs

18 meses (Tabela 3). De forma semelhante, 053

40000

murganhos

imunizados com PBS apresentaram valores de aos

ng/g

15 meses e aos 18 meses, respectivamente. 0s animais imunizados

com AN1792 apresentaram menos AP  total, especificamente

25000 ng/g e 51000 ng/g aos 15 e 18 meses respectivamente. A0S

18 meses o) valor do tratado com AN1792 foi

grupo

significativamente inferior ao do tratado PBS

(p=0,0105;

grupo com

Tabela 3). A medigcao de AP42 deu o mesmo padrao de

resultados, nomeadamente os niveis no grupo tratado com AN1792

foram significativamente inferiores ao grupo de PBS (39000 ng/g

vs 57000 ng/g, respectivamente; p=0,0022) aos 18 meses de

avaliacac (Tabela 3).
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Tabela 3: Niveis médios de AP (ng/g) no hipocampo

NAO TRATADO PBS AN1792

Idade AP total AR42 (n) RAP total Ap42 (n) Total Ap42 (n)

12 15500 11100 (10)
15 51500 44400 (10) 40100 35700  (9) [24500 22100% (10)
18 80800 64200 (10) |65400 57100 (12) [50900° 38900 (9)
*p = 0,0105
**p = 0,0022

(c) Niveis Cerebelares

Aos 12 meses nos murganhos PDAPP nao tratados, o© nivel
médio cerebelar de AP total foi de 15 ng/g (Tabela 4). RAos
15 meses, esta média aumentou para 28 ng/g e aos 18 meses
aumentou para 35 ng/g. Os animais tratados com PBS apresentaram
valores médios de AR total de 21 ng/g aos 15 meses e de 43 ng/g
aos 18 meses. Verificou-se que o©s animais ftratados com AN1792
possuem 22 ng/g de AP total aos 15 meses e significativamente
menos (p=0,002) AP total aos 18 meses (25 ng/g) do que o
correspondente grupo PBS (Tabela 4).
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Tabela 4: Niveis médios de AP (ng/g) no cerebelo

NAO TRATADO PBS AN1792
Idade Ap {n) Ap (n) Ap (n)
total total total

12 15,6 (10)

15 27,7 (10) 20,8 (9) 21,7 (10)

18 35,0 (10) 43,1 (12) 24,8% (9)
*p = 0,0018

4., Efeitos do Tratamento com AN1792 nos Niveis de APP

AAP-a e a molécula de APP de tamanho completo possuem ambas
a totalidade ou parte da sequéncia AL e assim podem ser
potencialmente afectadas pela geracgdo de uma resposta imunitdria
dirigida contra AN1792. Nos estudos realizados até a data, foi
observado um ligeiro aumento dos niveis de APP a medida que a
neuropatologia aumenta no murganho PDAPP. No cértex, os niveis
de AAP-o/FL (tamanho completo) ou de AAP-a permaneceram
essencialmente 1nalterados pelo tratamento, com excepgdo de
AAP-a ser reduzida em 19% aos 18 meses no grupo tratado com
AN1792 vs. no grupo tratado com PBS. Os valores de APP tratado
com AN1792 aos 18 meses nao foram significativamente diferentes
dos wvalores do grupo ndo tratado aos 12 meses e aos 15 meses e
do grupo tratado com PBS aos 15 meses. Em todos 0s ¢ascs 0s
valores de APP mantiveram-se dentro das gamas Jque 530

normalmente encontradas em murganhos PDAPP.
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5. Efeitos do Tratamento com  AN1792 na Patologia

Neurodegenerativa e Glidtica

0 desenvolvimento de placas neuriticas foi
significativamente reduzido no coértex frontal de murganhos
tratados com AN1792 comparativamente com o grupo de PBS aos
15 (84%; p=0,03) e 18 (50%; p=0,01) meses de idade (Fig. 8). O
valor médio do desenvolvimento de placas neuriticas aumentou de
0,32% para 0,49% no grupo tratado com PBS entre os 15 e o0s
18 meses de 1idade. 1Isto contrastou com © desenvolvimento
grandemente reduzido de placas neuriticas no grupo de AN1792Z,
com valores médios de desenvolvimento de placas neuriticas de

0,05% e 0,22% nos grupos de 15 e 18 meses, respectivamente.

As imuniza¢des com AN1792 pareceram serem bem toleradas e a
astrocitose reactiva foi também significativamente reduzida no
RSC dos murganhos tratados com AN1792, quando comparado com O
grupo de PBS, aos 15 (56%; p=0,011) e aos 18 (39%; p=0,028)
meses de idade (Fig. 9). Os valores médios da percentagem de
astrocitose no grupo de PBS aumentaram entre os 15 e os 18 meses
de 4,26% para 5,21%. O tratamento «com AN1792 suprimiu o
desenvolvimento de astrocitose em ambos o0s pontos de tempo para
1,89% e 3,2% respectivamente. Isto sugere que o neurdpilo ndo

fol lesado pelo processo de eliminacgao.

6. Respostas de Anticorpos

Como descrito atrds, os murganhos PDAPP heterozigdticos com
onze meses de idade (n=24) receberam uma série de 5 imunizacdes
de 100 npg de AN1792 emulsionado com adjuvante de Freund e

administrado intraperitonealmente nas semanas 0, 2, 4, 8 e 12 e
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uma sexta imunizacdo com PBS sozinho (sem adjuvante de Freund)
na semana 16. Como controlo negativo, uma série paralela de
24 murganhos transgénicos com a mesma idade recebeu imunizagdes
de PBS emulsionadc com o0s mesmos adjuvantes e administrado
segundo o0 mesmo esquema. Os animais foram sangrados trés a sete
dias apds cada imunizacdo, comecando apds a segunda dose. AsS
repostas de anticorpos contra AN1792 foram medidas por ELISA. As
médias geométricas dos titulos (GMT) para os animais que foram
imunizados com AN1792 foram de aproximadamente 1900, 7600 e
45000 &apds a segunda, a terceira e a ultima (sexta) doses,
respectivamente., Nao foram medidos anticorpos especificos de Ap

nos animais controlo apds a sexta imunizacao.

Aproximadamente metade dos animais foi tratada durante mais
trés meses, recebendo imunizagdes aproximadamente as 20, 24 e
27 semanas. Cada uma das doses foi administrada no veiculo PBS
sozinho sem adjuvante de Freund. As médias dos titulos de
anticorpos permaneceram inalteradas ao longo deste periodo de
tempo. De facto, os titulos de anticorpos pareceram manter-se
estaveis desde a quarta colheita de sangue até a oitava

correspondendo a um periodo que vai da quinta a nona injeccéo.

Para determinar se o©0s anticorpos especificos de AR,
induzidos por imunizag¢do, que foram detectados nos soros de
murganhos tratados nos com AN1792 também estavam associados a
amildide depositado no cérebro, uma subsérie de secgdes de
murganhos tratados com AN1792 e com PBS, reagiram com um
anticorpo especifico para IgG de murganho. Ao contrdrio do grupo
tratado com PBS, as placas AB nos cérebros tratados com AN1792
foram revestidas com IgG enddgena. Esta diferenga entre os dois
grupos fol observada em grupcs com 15 e 18 meses de idade. Foi

particularmente notéria a auséncia de marcagdo no grupo PBS,
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apesar da presenca de um forte desenvolvimento amildide nestes
murganhos. Estes resultados mostram gue a imunizagaoc com uma
proteina AP sintética origina anticorpos gque reconhecem e se

ligam in vivo a AP nas placas amildides.

7. Respostas Imunitarias Mediadas por Células

Os bagos foram removidos de nove murganhos PDAPP, de
18 meses de idade, imunizados com AN1792 e 12 imunizados com
PBS, 7 dias apdés a nona 1munizacdo. Os esplendécitos foram
isolados e cultivados durante 72 horas na presenca de AR40, AR42
ou AR40-1 (proteina com ordem reversa). O mitogénic Con A serviu
como controlo positivo. Respostas Optimas foram obtidas com
> 1,7 uM de proteina. As células dos nove animais tratados com
AN1792 proliferaram como resposta a proteina ABl-40 ou Apl-42,
com iguais niveis de incorporagdo para ambas as proteinas
(Fig. 10, ©Painel superior). Ndo houve resposta a proteina
reversa APB40-1. As c¢élulas dos animais de controlo néo
responderam a qualquer uma das proteinas Af (Fig. 10, Painel

inferior).

C. Conclusao

Os resultados deste estudo mostram gque a imunizagao com
AN1792 de murganhos PDAPP possuindo j& depdsitos amildides reduz
a velocidade de aparecimento e inibe a deposi¢do progressiva de
amildide e retarda consequentes alteracdes neuropatoldgicas no
cérebro de murganhos PDAPP idosos. As imunizagdes com AN1792
essencialmente pararam o desenvolvimento amildéide em estruturas

que normalmente sucumbiriam & amiloidose. Assim, a administracdo
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do péptido AP possuil beneficio terapéutico no tratamento de AD.

IV. Rastreio de Fragmentos AR

100 murganhcs PDAPP de 9-11 meses de idade foram imunizados
com 9 regibdes diferentes de APP e AR para determinar quais o©s
epitopos adequados a resposta. Os 9 imunogénios diferentes e um
controlo foram 1injectados 1.p. como descrito atras. Os
imunogénios incluem quatro péptidos AP humanos conjugados 1-12,
13-28, 32-28, 32-42, 1-5, todos acoplados a imunoglobulinas de
carneiro anti-IgG de murganho através de uma ligacdo cistina; um
polipéptido APP aa 592695, AB 1-40 humano agregado e AR 25-35
humano agregado e APR42 de roedor agregado. AP42 agregado e PBS
foram utilizados como controlos. Foram utilizados dez murganhos
por grupo de tratamento. Os titulos foram monitorizados como
atrds e os murganhos foram eutanasiados ao fim de 4 meses de
injeccgdes. A histogquimica, os niveis de AP e a toxicologia foram

determinados post mortem.

A. Materiais e Métodos

1. Preparag¢do de Imunogénios

Preparacdao de péptidos AR acoplados: quatro conjugados de
péptidos AP humanos (residuos de aminodcidos 1-5, 1-12, 13-28 e
33-42, cada conjugado com IgG de carneiro anti-murganho) foram
preparados através da Jjungdo com uma cisteina artificial
adicionada ao péptido AP wutilizando o reagente de ligacgao
cruzada sulfo-EMCS. Os derivados do péptido AR foram

sintetizados com as seguéncias de aminodcidos finais que se
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seguem. Em cada caso, a localizagcao do residuo de cisteina
inserido estd indicado a sublinhado. O derivado do péptido AB13-
28 também tinha dois residuos de glicina adicionados antes da

cisteina no extremo carboxilo como indicado.

Péptido AR-12 NH;-DAEFRHDSGYEVC COOH

Péptido ABR1-5 NH,-DAEFRC COOH

Péptido AP33-42 NH;-C-dcido amino-heptandico-GLMVGGVVIA COOH
Péptido AB13-28 ACc-NH-HHOKLVFFAEDVGSNKGGC-COOH

Para preparar a reacgao de acoplamento, dez mg de IgG de
carneiro anti-murganho (Jackson ImmunoResearch Laboratories)
foram dialisados, de um dia para o outro, contra tampdo borato
de sédio 10 mM, pH 8,5. O anticorpo dialisado fol entéo
concentrado para um volume de 2 mL utilizando um tubo Amicon
Centriprep. Dez mg de sulfo-EMCS
[N(e-maleimidocuproiloxi)succinimidal] (Molecular Sciences Co.)
foram dissolvidas em um mL de Agua desionizada. Um excesso molar
de 40 wvezes de sulfo-EMCS foi adicionado gota a gota, com
agitacdo, acs IgG de carneiro anti-murganho e depois a solugao
foi agitada durante mais dez minutos. Os IgG de carneiro anti-
murganho activados foram purificados e trocado o tampdo através
da passagem por uma coluna de filtragado em gel de 10 mL (Pierce
Presto Column, adquirida a Pierce Chemicals) equilibrada com
NaPO, 0,1 M, EDTA 5 mM, pH 6,5. As fracgdes contendo anticorpos,
identificadas pela absorvancia a 280 nm, foram reunidas e
diluidas para uma concentracdo de aproximadamente 1 mg/mL,
utilizando 1,4 mg por OD como coeficiente de extingdo. Um
excesso molar de 40 vezes do péptido AR foi dissolvido em 20 mL
de NaPO, 10 mM, pH 8,0, com excepcao do péptido AP33-42 para o
qual 10 mg foram primeiro dissolvidas em 0,5 mL de DMSO e depois

diluidas para 20 mL com tampdo NaPO, 10 mM. As solugdes de

51



péptidos foram cada adicionadas a 10 mL de IgG de carneiro anti-
murganho activados e agitadas a temperatura ambiente durante
4 h. Os conjugados resultantes foram concentrados para um volume
final inferior a 10 mL utilizando um tubo Amicon Centriprep e
depois dialisados contra PBS para trocar de tampdo e remover O
péptido livre. Os conjugados foram passados através de filtros
de 0,22 p de poro para esterilizagdao e depols divididos em
fracgbes de 1 mg e guardados congelados a -20 °C. As
concentracgdes dos conjugados foram determinadas utilizando o
ensaio de proteinas BCA (Pierce Chemicals), com IgG de cavalo
para a curva padrdao. A conjugagdo foi documentada pelo aumento
do peso molecular dos péptidos conjugados relativamente ao dos
IgG de carneiro anti-murganho activados. O conjugado de ApBl-5 e
IgG de <carneiro anti-murganho foi uma mistura de duas

conjugag¢des, © resto derivou de uma Unica preparacgéo.

2. Preparacgao de Péptidos AP Agregados

Os péptidos humanos 1-40 (AN1528; California Peptides Inc.,
Lote MEO0541), 1-42 (AN1792; Califdérnia Peptides 1Inc., Lotes
ME0339 e ME0439), 25-35 e de roedor 1-42 (Califdérnia Peptides
Inc., Lote ME(Q218) foram sclubilizados de fresco para a
preparagdo de cada das séries de injecgbes derivadas de pds
liofilizados que tinham sido guardados na auséncia de humidade a
-20 °C. Para este fim, duas mg de péptido foram adicionadas a
0,9 mL de &gua desionizada e a mistura fol submetida a vértex
para dar origem a uma solugdo ou suspensdo relativamente
uniforme. Dos quatro, AN1528 foi o tunico péptido soltvel neste
passo. Uma aliquota de 100 ulL de PBS 10X (PBS IX: NaCl 0,15 M,
fosfato de sédio 0,01 M, pH 7,5) fol entac adicionada, altura em

que AN1528 comegou a precipitar. A suspensdo foil submetida a
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voértex novamente e incubada de um dia para o outro a 37 °C, para

utilizar no dia seguinte.

Preparacao da proteina pBxb6: Um plasmideo de expressao
codificando pBx6, uma proteina de fusdo consistindo na sequéncia
lider N-terminal de 100 aminodcidos da polimerase do
bacteridéfago MS-2 seguida dos aminodcidos 592-695 de APP (BAPP)
foi construida como descrto por Oltersdorf et al., J. Biol.
Chem. 265, 4492 4497 (1990). O plasmideo foi utilizado para
transfectar E. coli e a proteina foil expressa apds inducgdo do
promotor. As bactérias foram lisadas em ureia 8 M e pBx6 foi
parcialmente purificada através de SDS-PAGE preparativa. As
fracgdes contendo pBx6 foram identificadas em transferéncia de
Western wutilizando anticorpo policlonal de coelho anti-pBxé6,
reunidas, concentradas utilizando um tubo Amicon Centriprep e
dialisadas contra PBS. A pureza da preparacgao, estimada por
coloracao de SDS-PAGE com Azul Coomassie, foi de aproximadamente

5 a 10%.

B. Resultados e Discussao

1. Desenho do estudo

Cem murganhos transgénicos PDAPP heterozigdticos, com nove
a onze meses de i1dade, machos e fémeas, foram adquiridos a
Charles River Laboratory e a Taconic Laboratory. 0Os murganhos
foram separados em dez grupos para serem imunizados com
diferentes regides de AP ou APP combinado com adjuvante de
Freund. Os animais foram distribuidos, tanto quanto possivel, de
acordo com o sexo, idade, progenitores e fonte dos animais

dentro de cada grupo. 0Os imunogénios incluiram quatro péptidos
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AB derivados da sequéncia humana, 1-5, 1-12, 13-28 e 33-42, cada
um conjugado com IgG de carneiro anti-murganho, quatroc péptidos
AB agregados, 1-40 humano (AN1528), humano 1-42 (AN1792), humano
25-35 e roedor 1-42; e um polipéptido de fusao, designado como
pBx6, contendo os residucs de aminodcidos 592-695 de APP. Um
décimo grupo foil imunizado com PBS combinado com adjuvante como

controlo.

Para cada imunizacg¢do, 100 pg de cada péptido AR em 200 pL
de PBS ou 200 pg do pBx6 derivado de APP no mesmo volume de PBS
ou PBS sozinho foi emulsionado a 1:1 (vol:vol) com adjuvante
completo de Freund (CFA) num volume final de 400 uL para a
primeira imunizacdo, seguide de um reforgo da mesma guantidade
de imunogénio em adjuvante incompletc de Freund (IFRA) para as
quatro doses subsequentes e com PBS para a dose final. As
imunizacdes foram administradas intraperitonealmente, num
esquema bi-semanal para as trés primeiras doses, depois
seguiu-se um esquema mensal. Foi recolhido sangues dos animais
quatro a sete dias apds cada imunizacdo, comecando apds a
segunda dose, para medicdo dos titulos de anticorpos. Os animais

foram eutanasiados aproximadamente uma semana apds a dose final.

2. Niveis de AB e APP no Cérebro

Apds aproximadamente quatro meses de imunizagdo com 0S
varios péptidos AB ou o derivado de APP, o0s cérebros foram
removidos dos animais sob perfuséo de solugaoc salina. Um
hemisfério foi preparado para andlise imuno-histoquimica e o
segundo foi utilizado para a guantificacdo dos niveis de AR e
APP. Para medir as concentracdes de varias formas do péptido

amiléide beta e da proteina precursora beta, o hemisfério foi
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dissecado e 0s homogenatos das regides do hipocampo, cortical e
cerebelar foram preparados em guanidina 5 M. Estes foram
diluidos e o nivel de amildéide ou de APP fol quantificado por
comparagdo com uma série de diluigdes de padrdes do péptido Ap

ou APP de concentracdes conhecidas num formato de ELISA.

A concentracao média de AP total para o grupo de controlo
imunizado com PBS foi 5,8 wvezes superior no hipocampo
relativamente ao coértex (média de 24,318 ng/g de tecido de
hipocampo comparado com 4221 ng/g para o cértex). O nivel médio
no cerebelo do grupo de controlo (23,4 ng/g de tecido) foi cerca
de 1000 vezes inferior relativamente ao hipocampo. Estes niveis
sdo semelhantes aos que foram descritos anteriormente para o0s
murganhos  transgénicos  PDAPP  heterozigdticos desta  idade

(Johnson-Woods et al., 1997, supra).

Para o cértex, uma subsérie de grupos de tratamento teve
niveis médios de AR e AB1-42 total que diferiram
significativamente dos do grupo de controlo (p<0,05), esses
animais receberam AN1792, APl1-42 de rocedor ou o conjugado do
péptido ARl-5 como mostrado na Fig. 1l1. Os niveis médios de AB
total foram reduzidos em 75%, 79% e 61%, respectivamente,
comparativamente com o controlo para estes grupos de tratamento.
Ndao houve correlagdes discerniveis entre os titulos de
anticorpos especificos de AR e os niveis de AP na regido

cortical do cérebro para qualguer um dos grupos.

No hipocampo, a redugdo média de AP total associada ao
tratamento com AN1792 (46%, ©P=0,0543) ndo foi superior ao
observado no c¢értex (75%, P=0,0021). No entanto, a ordem de
grandeza da redugao foi muito superior no hipocampo

relativamente ao cértex, uma redugdo de 11186 ng/g de tecido no
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hipocampo versus 3171 ng/g de tecido no cértex. Para 0S Jgrupos
de animais que receberam ABl-42 ou ARl-5 de roedor, os niveis
médios totais de AR foram reduzidos em 36% e 26%,
respectivamente. No entanto, dado o pequenc tamanho dos grupos e
a elevada variabilidade dos niveis de péptido amildéide de animal
para animal dentro de ambos o0s grupos, estas redugbes nao foram
significativas. Quando os niveis de ARl-42 foram medidos no
hipocampo, nenhuma das redugdes induzidas ©pelo tratamento
atingiu significéncia. Assim, devido ao menor aparecimento de AR
no coértex, as alteracgdes nesta regido sdo um indicador mais
sensivel dos efeitos do tratamento. As alteragdes nos niveis de
AB medidas por ELISA no coértex sdo semelhantes, mas ndo
idénticas, aos resultados da andlise imuno-histoquimica (ver

abaixo) .

Foi também medido o AR total no cerebelo, uma regido
tipicamente nao afectada na patologia  AD. Nenhuma  das
concentracdes médias de AR de qualgquer um dos grupos imunizados
com ©Os varios péptidos AR ou derivado de APP diferiu do grupo
controlo nesta regido do cérebro. Este resultado sugere que oS
niveis nao patoldgicos de APp nao sejam afectados pelo

tratamento.

A concentracao de APP fol também determinada por ELISA no
coértex e cerebelo de murganhos tratados e de controlo. Foram
utilizados dois ensaios de APP diferentes. O primeiro, designado
AAP-0/FL, reconhece APP-alfa (o, a forma secretada de APP que
foi clivada dentro da sequéncia AB) e formas de tamanho completo
(FL) de APP, enquanto que o0 segundo reconhece apenas AAP-a. A0
contrdrio da diminuig¢do de AR associada ao tratamentc numa
subsérie de grupos de tratamento, os niveis de APP ficaram

inalterados em todos o0s animais tratados comparativamente com ©s
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animais de controlo. Estes resultados indicam que as imunizagdes
com os péptidos AP nado eliminam APP, mas antes o efeito do

tratamento é especifico de AB.

Resumidamente, os niveis totais de AR e APRl-42 foram
significativamente reduzidos no coértex através do tratamento com
AN1792, ARl1-42 de roedor ou conjugado de ABRl-5. No hipocampo, AR
total fol significativamente reduzido apenas por tratamento com
AN1792. Nao foram significativas as alterag¢des assocladas ao
tratamento nos niveis de AP ou APP nas regides do hipocampo,

cortical ou cerebelar.

2. RAndlises Histoquimicas

Os cérebros de uma subsérie de sels grupos foram preparados
para andlise imuno-histoquimica, trés grupos imunizados com os
conjugados do péptido Ap, APRl-5, APRl-12 e AB13-28; dois grupos
imunizados com os agregados AP de tamanho completo AN1792 e
AN1528 e o grupo de controlo tratado com PBS. Os resultados das
andlises de imagens do desenvolvimento amildide nas secgdes de
cérebro destes grupos sac mostrados na Fig. 12. Houve reducgbes
significativas do desenvolvimento amildide nas regides corticais
dos grupos de tratamento versus animais de controlo. A maior
redugdo do desenvolvimento amildéide foi observada no grupo que
recebeu AN1792, em que o valor médio foi reduzido em 97%
(p=0,001). Foram também observadas redug¢des significativas para
0s animais tratados com AN1528 (95%, p=0,005) e com o conjugado

do péptido AB1-5 (67%, p=0,02).

Os resultados obtidos pela quantificacdo de AP ou de APRl-42

total por ELISA e o desenvolvimento amildide por andlise de
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imagens diferem até certo ponto. O tratamento com AN1528 teve um
impacto significativo no nivel de desenvolvimento amildide
cortical quando medido através da andlise quantitativa de
imagens mas nao na concentracao de AB total na mesma regido
quando medido por ELISA. A diferencga entre estes dois resultados
é provavelmente devido as especificidades dos ensaios. A andlise
de 1imagens mede apenas o AB insoluvel agregado em placas, O
ELISA mede todas as formas de AP, tanto soluveis como
insoluveis, monoméricas e agregadas. Uma vez que se& pensa que a
patologia da doenca esteja associada a forma insoluvel associada
a placas de AR, a técnica de analise de imagens pode ter mais
sensibilidade para revelar os efeitos do tratamento. No entanto,
uma vez que o ELISA é um ensaio mais rdpido e mais £facil, ¢é
muito util para fins de rastreio. Além disso, pode revelar que a
redugdo de AR associada ao tratamento é superior para AP

associada a placas do que para AP total.

Para determinar se 0s anticorpos especificos de AB
induzidos por imunizag¢do nos animais tratados reagiam com
amildéide depositada no cérebro, uma subsérie das seccdes dos
animais tratados e dos murganhos de controlo foi incubada com um
anticorpo especifico de IgG de murganho. Ao contrdrio do grupo
de PBS, as placas contendo AR foram revestidas com IgG endégeno
para os animais imunizados com os conjugados do péptido AR,
ABl-5, Apl-12 e APl3-28; e os agregados de AP de tamanho
completo AN1792 e AN1528. Os cérebros dos animais imunizados com
08 outros péptidos AP ou com o péptido APP pBx6 ndo foram

analisados neste ensaio.
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3. Medigao dos Titulos de Anticorpos

Foi recolhido sangue aos murganhos quatro a sete dias apds
cada imunizacao, comegando apds a segunda imunizagdo, num total
de cinco recolhas. Os titulos de anticorpos foram medidos como
anticorpo de ligacdo a ARl-42 utilizando um ELISA tipo sanduiche
em placas de plasticc multi-pogos revestidas com ABl-42. Como
mostrado na Fig. 13, os titulos dos picos de anticorpos foram
induzidos apds a quarta dose para as quatro vacinas, as quais
induziram os titulos mais elevados de anticorpos especificos de
AN1792: BAN1792 (pico GMT: 94647), AN1528 (pico GMT: 88231),
conjugado de APB1-12 (pico GMT: 47216) e ABl-42 de roedor (pico
gMT: 10766). Os titulos para estes grupos baixaram apds a quinta
e a sexta doses. Para os restantes cinco imunogénios, os titulos
do pico foram atingidos apds a quinta e a sexta doses e estes
foram de uma ordem de grandeza mais baixa do gque a dos quatro
grupos com titulos mais elevados: conjugado de APl-5 (pico GMT;
2356), pBx6 (pico GMT:1986), conjugado AP13-28 (pico GMT: 1183),
conjugado APR33-42 (pico GMT: 658), AP25-35 (pico GMT: 125). Os
titulos de anticorpos foram igualmente medidos contra os
péptidos homdlogos utilizando o mesmo formato de ELISA tipo
sanduiche para uma subsérie dos imuncgénios, 0S  grupos
imunizados com Apl-5, APR13-28, APR25-35, AP33-42 ou APl-42 de
roedor. Estes titulos foram aproximadamente os mesmos medidos
contra APl-42 excepto para o imunogénio AB1-42 de roedor em que
os titulos de anticorpos contra o imunogénio homdélogo foram
cerca de duas vezes mais altos. A grandeza do titulo de
anticorpos especificos para AN1792 de animais individuais ou o©s
valores médios dos grupos de tratamento nao estdo
correlacionados com a eficdcia medida pela redugdo de AR no

cortex.

59



4, Respostas Linfoproliferativas

A linfoproliferacéo dependente de AP fol medida utilizando
as células de bago colhidas aproximadamente uma semana apds a
sexta e Uultima imunizacao. As células colhidas de fresco, 10° por
pogo, foram cultivadas durante 5 dias na presencga de AB1-40 numa
concentracao de 5 uM para estimulagdao. As células de uma
subsérie de sete dos dez grupocs foram também cultivadas na
presenca do péptido reverso, AB40-1. Como controlo positivo,
células adicionais foram cultivadas com ¢ mitogénio de células
T, PHA, e como controlo negativo, as células foram cultivadas

sem péptido adicionado.

Os 1linfdcitos da maioria dos animais proliferaram como
resposta a PHA., Nao houve respostas significativas ao péptido
reverso AR40-1. As células dos animais imunizados com 0s maiores
péptidos AP agregados, AN1792, APl-42 de roedor e AN1528
proliferaram de forma robusta gquando estimuladas com AP1-40 com
os cpm mais elevados nos recipientes de AN1792. Um animal em
cada um dos grupos imunizados com o conjugado de Apl-12,
conjugado de ABl13-28 e AP25-35 proliferaram como resposta a
AR1-40. Os restantes grupos receberam conjugado de ARl-5, pBx6
conjugado com AP33-42 ou PBS ndo tinham animais com uma resposta
estimulada por AB. Estes resultados estdo resumidos na

Tabela 5 abaixo.
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Tabela 5

Imunogénio Conjugado | Aminodcidos AR Reactivos
ABL-5 sim 5-mero 0/7
ARL1-12 sim 12-mero 1/8
AB13-28 sim 16-mero 1/9
AB25-35 1l-mero 1/9
AR33-42 sim 10-mero 1/9
AB1-40 40-mero 5/8
AB1-42 42-mero 9/9
rAR1-42 42-mero 8/8
PBx6 0/8
PBS 0-mero 0/8

Estes resultados mostram que AN1792 e AN1528 estimulam
fortes respostas de células T, muito provavelmente do fendtipo
CD4 . A auséncia de uma resposta de células T especifica de AB em
animais imunizados com ABl-5 nao é surpreendente uma vez gque OS
epitopos peptidicos reconhecidos pelas células T CD4" tém
geralmente 15 aminodcidos de comprimento, se bem que péptidos
mais pequenos possam por vezes funcionar com mencs eficiéncia.
Assim a maioria dos epitopos das células T auxiliares para os
quatro péptidos conjugados residem provavelmente no parceiro do
conjugado de IgG, ndo na regiado AP. Esta hipdtese é apoiada pela
baixa incidéncia de respostas proliferativas dos animais de cada
um destes grupos de tratamento. Uma vez que o© conjugado ARl-5
foi eficaz na redugdo significativa do nivel de AP no cérebro,
na aparente auséncia de células T especificas de AR, a resposta

imunitédria efectora chave induzida pela imunizagdo com este
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péptido parece ser do tipo anticorpo.

A auséncia de células T e a baixa resposta de anticorpos
relativamente ao péptido de fusdo pBx6, incluindo os aminodcidos
592-695 de APP, incluindo todos os residuos AR, pode ser devido
a fraca imuncgenicidade desta preparacac particular. A fraca
imuncgenicidade do Ap25-35 agregado ¢é provavelmente devido ao
péptido ser muito pequeno para poder conter um bom epitopo de
células T para auxiliar a indugdo de uma resposta de anticorpos.
Se este péptido for conjugado com uma proteina transportadora,

sera provavelmente mais imunogénico.

V. Preparacao de Anticorpos Policlonais para Protecgdo

Passiva

Foram imunizados 20 murganhos nao-transgénicos com Al ou
outro imunogénio, opcionalmente com adjuvante e foram
eutanasiados apds 4-5 meses. Fol recolhido sangue dos murganhos
imunizados. Opcionalmente, a IgG ¢é separada dos outros
componentes sanguineos. Os anticorpos especificos para o
imuncgénio podem ser parcialmente purificados por cromatografia
de afinidade. E obtida uma média de cerca de 0,5-1 mg de
anticorpo especifico do imunogénio por murganho, proporcionando

um total de 5-10 mg.

VI. Imuniza¢do Passiva com Anticorpos contra A

Grupos de murganhos PDAPP, com 7-9 meses de idade, foram
injectados com 0,5 mg de anti-Ap policlonal em PBS ou anti-Ap

monoclonails  especificos, como mostrado abaixo. Todas as
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preparacbes de anticorpo sao purificadas para terem niveis de
endotoxina baixos. Os monoclonais podem ser preparados contra um
fragmento por injecc¢do do fragmento ou forma mais longa de AP
num murganho, preparando hibridomas e rastreando os hibridomas
para um anticorpo que se 1liga especificamente a um fragmento
desejado de AB sem se ligar a outros fragmentos nao sobrepostsos

de Ap.

Tabela 6

Anticorpo Epitopo
2H3 AR 1-12
10D5 AR 1-12
266 AR 13-28
21F12 AR 33-42
Policlonal AR42 de Anti-Ap42 Agregado
murganho anti-humano

Os murganhos foram injectados i.p., consoante necessdrio,
ao longo de um periodo de 4 meses para manter uma concentracgdo
de anticorpo em circulagdo, medido por titulo de ELISA, superior
a 1/1000, definido por ELISA para AR42 ou outro imuncgénio. Os
titulos sdo monitorizados como acima e os murganhos @ sd0
eutanasiados ao fim de 4 meses de 1injecgBes. A histoquimica,
niveis de AP e toxicologia sado efectuadas post mortem. S&o

utilizados dez murganhos por grupo.
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VII. Comparacao de Diferentes Adjuvantes

Este exemplo compara CFA, alum, uma emulsdo de ¢leo em agua
e MPL relativamente a capacidade de estimular uma resposta

imunitdria.

A. Materiais e Métodos

1. Desenho do Estudo

Uma centena de cobaias fémeas, estirpe Hartley, com seis
semanas de idade, adquiridas a Elm Hill, foi distribuida por dez
grupos a serem imunizados com AN1792 ou um seu derivado
palmitoilado combinado com vAarios adjuvantes. Sete grupos
receberam injecc¢des de AN1792 (33 ug, a menos que seja
especificado de outra forma) combinado com a) PBS, b) adjuvante
de Freund, c¢) MPL, d) esqualeno, e) MPL/esqualeno, f) dose baixa
de alum ou g) dose elevada de alum (300 ug de AN1792). Dois
grupos receberam injeccdes de um derivado palmitoilado de AN1792
(33 ug) combinado com a) PBS ou b) esqualenoc. Um grupo final de
dez recebeu PBS sem antigénio ou adjuvante adicional. Para o
grupo que recebeu adjuvante de Freund, a primeira dose foi
emulsionada com CFA e as restantes quatro doses com IFA. O
antigénio foi administradeo numa dose de 33 ug para todos o0s
grupos excepto o grupo da dose elevada com alum, gue recebeu
300 ug de AN1792. As injeccdes foram administradas
intraperitonealmente para CFA/IFA e 1intramuscularmente nos
quadricepes dos membros traseiros, alternadamente no lado
direito e esquerdo, para todos os outros grupos. As trés
primeiras doses foram administradas num esquema bi-semanal

seqguido de duas doses com um intervalo mensal. Colheu-se sangue
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seis a sete dias apds cada imunizacgdo, comeg¢ando apds a segunda

dose, para medigao dos titulos de anticorpos.

2. Preparacao de Imunogénios

Foram adicionadas duas mg de APR42 (Califdrnia Peptide, Lote
ME0339) a 0,9 mL de agua desionizada e a mistura foi submetida a
voértex para proporcionar uma suspensdo relativamente uniforme.
Adicionou-se wuma aliquota de PBS 10X (1XpPBS, NaCl 0,15 M,
fosfato de sdédio 0,01 M, pH 7,5). A suspensdao foi de novo
submetida a vértex e incubada, de um dia para o outro, a 37 °C
para ser utilizada no dia seguinte. 0 ABl-42 ndo utilizado foi

guardado com excicante, como pd liofilizado, a -20 °C.

O derivado palmitoilado de AN1792 fol preparado através do
acoplamento de anidrido palmitico, dissolvido em
dimetilformamida, ao residuo do terminal amina de AN1792, antes
da remogdo do péptido nascente da resina, através do tratamento

com dcido hidrofludrico.

Para preparar as doses de vacina com adjuvante completo de
Freund (CFA) (grupo 2), 33 ug de AN1792 em 200 uL de PBS foi
emulsionado a 1:1 (vol:vol) com CFA num volume final de 400 pL
para a primeira imunizacdo. Para as imunizacgdes subseguentes, o
antigénio foi emulsionado de forma semelhante com adjuvante

incompleto de Freund (IFA).

Para preparar as doses de vacinas com MPL para 0s grupos
5 e 8, fol adicionado pé licfilizado (Ribi Immunochem Research,
Inc., Hamilton, MT) a 0,2% de trietilamina aquosa para uma

concentragdo final de 1 mg/mL e submetido a vértex. A mistura
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foi aquecida entre 65 e 70 °C durante 30 segundos para
proporcionar uma suspensac uniforme de micelas ligeiramente
opaca. A solucdo fol preparada de fresco para cada série de
injecgbes. Para cada injecgdo no grupo 5, 33 ug de AN1792 em
16,5 pL de PBS, 50 ng de MPL (50 pL) e 162 pL de PBS foram
misturados num tubo de boro-silicato imediatamente antes de

serem utilizados.

Para preparar as doses de vacinas com a emulsdo fraca de
6leo em A&gua, AN1792 foi adicionado a 5% de esqualeno, 0,5% de
Tween 80, 0,5% de Span 85 em PBS para atingir uma concentrag¢do
final de dose Unica de 33 ug de AN1792 em 250 uL (grupoc 6). A
mistura foi emulsionada por passagem através de um sistema
manual de duas camaras, 15 a 20 vezes, até surgirem goticulas de
emulsdo que parecem ter um difmetro aproximadamente igual ao de
esferas de latex padrdo com 1,0 um de didmetro quando observado
ao microscépic. A suspensdo resultante era branca leitosa
opalescente. As emulsdes foram preparadas de fresco para cada
série de injecgbes. Para o grupo 8, MPL em trietilamina a 0,2%
foi adicionado numa concentracdo de 50 ug por dose a mistura de
esqualeno e detergente para emulsdo como referido atrds. Para o
derivado palmitoilo (grupo 7), foram adicionadas 33 ug por dose
de palmitoil-NH-ABl-42 a esqualeno e submetidas a agitagdo com
vortex. Foram depois adicionados Tween 80 e Span 85 com vértex.
Esta mistura fol adicionada a PBS para atingir concentracdes
finais de esqualeno a 5%, Tween 80 a (0,5%, Span 85 a 0,5% e a

mistura foil emulsionada como referido atrds.

Para preparar as doses de vacina com alum (05 grupos 9 e
10), AN1792 em PBS foi adicionado a Alhydrogel (gel de hidréxido
de aluminio, Accurate, Westbury, NI) para atingir concentracdes

de 33 ng (dose baixa, grupo 9) ou 300 ng (dose elevada, grupo
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10) de AN1792 por 5 mg de alum num volume final de dose de
250 uL. A suspensdo foi suavemente misturada durante 4 h a

temperatura ambiente.

3. Medigao dos Titulos de Anticorpos

Colheu-se sangue dos cobaios seis a sete dias apéds
imunizacdo, comegando apds a segunda imunizagdo, num total de
quatro recolhas. Os titulos de anticorpos contra AP42 foram

medidos por ELISA como descrito em Materiais e Métodos Gerais.

4, Preparacg¢do de Tecidos

Ap6s cerca de 14 semanas, todos os cobaios receberam CO;. O
fluido cerebroespinal foi recolhido e o0s cérebros foram
removidos e trés vregides do cérebro (hipocampo, coértex e
cerebelo) foram dissecadas e utilizadas para medir a

concentracdo de proteina AR total utilizando ELISA.

B. Resultados

1. Respostas de Anticorpos

Houve uma learga gama na poténcia dos varios adjuvantes
quando medida como resposta de anticorpos contra AN1792 apds a
imuniza¢do. Como mostrado na Fig. 14, quando AN1792 foi
administrado em PBS, ndo foram detectados anticorpos apds duas
ou trés imunizacBes e respostas negligiveis foram detectadas

apds a quarta e a gquinta doses com titulos de médias geométricas
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(GMT) de apenas cerca de 45. A emulsdo de 6leo em Agua induziu
titulos modestos apds a terceira dose (GMT 255), que foram
mantidos apdés a gquarta dose (GMT 301) e cairam apds a quarta
dose (GMT ©54). Houve uma clara resposta dependente da dose de
antigénic para AN1792 ligado a alum, com 300 ug sendo mais
imunogénico em todos os pontos de tempo do que 33 ug. Nos picos
da resposta de anticorpos, apds a quarta imunizacgdo, a diferenca
entre as duas doses fol de 43% com GMI de aproximadamente
1940 (33 ug) e 3400 (300 pg). A resposta de anticorpos a 33 ug
de AN1792 mais MPL foi muito semelhante & proporciona com uma
dose quase dez vezes superior de antigénio (300 pg) ligado a
alum. A adicdo de MPL a uma emulsdo de 06leo em Agua baixou em
75% a poténcia da vacina relativamente a que inclui MPL como
unico adjuvante. Um derivado palmitoilado de AN1792 foi
completamente ndo imunogénico quando administrado em PBS e
proporcionou titulos modestos quando apresentado numa emulsdo de
6leo em &agua, com GMT de 340 e 105 para & terceira e quarta
colheitas de sangue. Os titulos de anticorpos mais elevados
foram proporcionados com adjuvante de Freund com um pico GMT de
aproximadamente 87000, um valor quase 30 vezes superior ao dos
GMT das duas vacinas a seguir mais potentes, MPL e a dose mais

elevada de AN1792/alum.

Os adjuvantes mais promissores identificados neste estudo
sdo MPL e alum. Destes dois, MPL parece preferivel devido a ser
necessaria uma dose de antigénio 10 wvezes mais baixa para
proporcionar a mesma resposta de anticorpos obtida com alum. A
resposta pode ser aumentada através do aumento da dose de
antigénio e/ou adjuvante e através da optimizacdo do esguema de
imuniza¢do. A emulsdo de dleo em agua foil um adjuvante muito
fraco para AN1792 e a adigdo de uma enulsdo de &leo em agua ao

adjuvante MPL diminuiu a actividade intrinseca do adjuvante MPL
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por si so.

2. Niveis de AP no Cérebro

Por volta das 14 semanas 0s cobalos foram anestesiados
profundamente, foi removido o ligquido cerebroespinal (CSF) e 0s
cérebros foram removidos dos animais numa subsérie de grupos, 0s
imunizados com o adjuvante de Freund (grupo 2), MPL (grupo 5),
alum com uma dose elevada, 300 pg, de AN1792 (grupo 10) e o
grupo de controlo iImunizado com PBS (grupc 3). Para medir o
nivel de ©péptido Ap, foi dissecado um hemisfério e ©s
homogenatos das regides do hipocampo, cortical e cerebelar foram
preparados em guanidina 5 M. Estas foram diluidas e
quantificadas por comparagdo com uma série de diluigdes de
padrdes da proteina AB de concentrag¢des conhecidas num formato
de ELISA. Os niveis da proteina AP no hipocampo, no cdértex e no
cerebelo foram muito semelhantes para ©0s guatro grupos, apesar
da larga gama de respostas de anticorpos contra AR induzida por
estas vacinas. Niveis médios de AP de aproximadamente 25 ng/g de
tecido foram medidos no hipocampo, 21 ng/g no cértex e 12 ng/g
no cerebelo. Assim, a presenga de um titulo elevado de
anticorpos circulantes contra AP durante quase trés meses
nalguns destes animais naoc alterou os niveis de AP nos seus
cérebros. 0Os niveis de AB no CSF foram também muito semelhantes
entre 0s grupos. A auséncia de um grande efeito da imunizagdo de
AN1792 sobre o AP enddgeno indica que a resposta imunitdria ¢é

focada nas formagdes patoldgicas de AB.
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VIII. Resposta Imunitdria a Diferentes Adjuvantes em

Murganhos

Foram utilizados murganhos Swiss Webster fémeas de seis
semanas de idade, para este estudo, com 10-13 animais por grupo.
Foram feitas imunizag¢des nos dias 1, 14, 28, 60, 90 e 20,
administradas subcutaneamente num volume de dose de 200 upL. O
PBS fol wutilizado como tampdo para todas as formulages.
Recolheu-se ssangue dos animails sete dias apds cada imunizagdo
comecando apdés a segunda dose para andlise dos titulos de
anticorpos por ELISA. O regime de tratamento de cada grupo estd

resumido na Tabela 7.

Tabela 7

Desenho experimental do estudo Betabloc 010

Grupo | N° Adjuvanteb Dose Antigénio |Dose (1Q)
1 10 |MPL 12,5 ug AN1792 33
2 10 |MPL 25 ug AN1792 33
3 10 |MPL 50 ug AN1792 33
4 13 |MPL 125 ug AN1792 33
5 13 |MPL 50 ug AN1792 150
6 13 |MPL 50 ug AN1528 33
7 10 |PBS AN1792 33
8 10 [PBS nenhum
9 10 | Esqualeno emulsionado 5% AN1792 33
10 10 Esqualeno misturado 5% AN1792 33
11 10 Alum 2 mg AN1792 33
12 13 MPL + Alum 50 ug/2 mg| AN1792 33
13 10 0s21 5 ug AN1792 33
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(continuacao)

Desenho experimental do estudo Betabloc 010

Grupo | N* Adjuvante” Dose Antigénio |Dose (ug)
14 10 0s21 10 ug AN1792 33
15 10 0s21 25 ug AN1792 33
16 13 0s21 25 ug AN1792 150
17 13 0s21 25 ug AN1528 33
18 13 Q521 + MPL 25 v/ AN1792 33
150 ng
19 13 0S21 + Alum 25 ug/2 mg| AN1792 33

Notas de rodapé:

® Numero de murganhos em cada grupo no inicio da experiéncia.
" Estdo referidos os adjuvantes. O tampdo para todas estas
formulagdes foi PBS. Para o grupo 8, nado houve adjuvante oy

antigénio.

Os titulos de ELISA dos anticorpos contra Af42 em cada

grupo estdo apresentados na Tabela 8 abaixo.

Tabela 8
Média geométrica dos titulos de anticorpos
Semana da recolha de sangue
Grupo de 2,9 5,0 8,7 12,9 16,7
tratamento
1 248 1797 2577 6180 4177
2 598 3114 3984 5287 6878
3 1372 5000 7159 12333 12781
4 1278 20791 143568 20097 25631
5 3288 26242 13229 9315 23742
6 61 2536 2301 1442 4504
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(continuacao)

Média geométrica dos titulos de anticorpos
Semana da colheita de sangue
Grupo de 2,9 5,0 8,7 12,9 16,7
tratamento
7 37 395 484 972 2149
8 25 25 25 25 25
9 25 183 744 952 1823
10 25 89 311 513 817
11 29 708 2618 2165 3666
12 198 1458 1079 512 797
13 38 433 566 1080 626
14 104 541 3247 1609 838
15 212 2630 2472 1224 1496
16 183 2616 6680 2085 1631
17 28 201 375 222 1540
18 31699 15544 23095 6412 9059
19 63 243 554 299 441

A tabela mostra que os titulos mais elevados foram obtidos

para os grupos 4, 5 e 18, em que os adjuvantes foram 125 ug de

MPL, 50 pg e QS21 mais MPL.

IX. Eficdcia Terapéutica de Diferentes Adjuvantes

Foi efectuado um estudo de eficdcia terapéutica em

murganhos transgénicos PDAPP com uma série de adjuvantes

adequados para utilizar em humanos para determinar a sua

capacidade para potenciar as respostas imunes contra AR e para
induzir a eliminacao de depdsitos amildéides no cérebro mediada

pela resposta imunitdria.
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Cento e oitenta murganhos transgénicos PDAPP
heterozigdéticos, machos e fémeas, com 7,5-8,5 meses de idade
foram adguiridos a Charles River. Os murganhos foram
distribuidocs por nove grupos contendo 15 a 23 animais por grupo
para serem imunizados com AN1792 ou com AN1528 combinado com
varios adjuvantes. Os animais foram distribuidos para combinar o
género, a 1dade e 0s progenitores dos animais dentro dos grupos
tanto quanto possivel. Os adjuvantes incluiram alum, MPL e QS21,
cada um deles combinado com ambos o©s antigénios e adjuvante de
Freund (FA) combinado com apenas AN1792, Um grupo adicional foi
imunizado com AN1792 formado em tampac PBS mais o conservante
timerosal sem adjuvante. Um nono grupo fol imunizado com PBS

apenas como controlo negativo.

Preparacao de péptidos AP agregados: os péptidos ARL1-40
humano (AN1528; California Peptids Inc., Napa, CA; Lote ME0541)
e ABl1-42 humano (AN1792; Califdérnia Peptides Inc., Lote ME0439)
foram solubilizados de fresco para a preparagdo de cada uma das
séries de injecgdes derivadas de pds liofilizados gque tinham
sido guardados secos a -20 °C. Para este fim, foram adicionadas
duas mg de péptidos a 0,9 mL de agua desionizada e a mistura foi
agitada com vértex para gerar uma S0lugcac OU  suspensao
relativamente uniforme. AN1528 mostrou-se soluvel neste passo,
ao contrdrio de AN1792. Uma aliquota de 100 pL de PBS 10X
(PBS IX: NaCl 0,15 M, fosfato de sdédio 0,01 M, pH 7,5) foi entédo
adicionada, altura em que AN1b28 comegou a precipitar. As
suspensdes foram submetidas a vértex novamente e incubadas de um

dia para o outro a 37 °C para utilizar no dia seguinte.

Para preparar doses de vacina com alum (Grupcos 1 e 5), o©
péptido AP em PBS foi adicionado a Alhydrogel (gel aquosoc de

hidréxido de aluminio a dois por cento, Sargeant, Inc., Clifton,

73



NJ) para atingir concentracdes de 100 pg de péptido AR por 1 mg
de alum, adicionou-se PBS 10X para um volume de dose final de
200 pL em PBS 1x. A suspensac fol entdo suavemente misturada
durante aproximadamente 4 h, a temperatura ambiente, antes da

injecc¢do.

Para preparar as doses de vacina com MPL (grupos 2 e b6),
foi adicionado pd liofilizado (Ribi ImmunoChem Research, Inc.,
Hamilton, MT; Lote 67039-E0896B) a 0,2% de trietilamina aquosa
para uma concentracdo final de 1 mg/mL e agitado com vértex. A
mistura foli aquecida a 65 a 70 °C durante 30 s para criar uma
suspensdo uniforme de micelas ligeiramente opaca. A soclucgdo foi
guardada a 4 °C. Para cada série de injecgdes, foram misturados
100 pg de péptido por dose em 50 uL de PBS, 50 ug de MPL por
dose (50 pL) e 100 uL de PBS por dose num tubo de boro-silicato

imediatamente antes de utilizar.

Para preparar doses de vacina com QS21 (Grupos 3 e 7), foi
adicionado pd liofilizado (Aquila, Framingham, MA; Lote AT018R)
a PBS, pH 6, 6-6,7 para uma concentracdo final de 1 mg/mL e
agitado com vértex., A solugdo fol guardada a -20 °C. Para cada
série de injeccgbes, 100 pg de péptido por dose em 50 ulL de PBS,
25 ug de Q821 por dose em 25 uL de PBS e 125 ulL de PBS por dose
foram misturados num tubo de boro-silicato imediatamente antes

de utilizar.

Para preparar doses de vacina com adjuvante de Freund
(Grupo 4), foram emulsicnadas 100 pg de AN1792 em 200 uL de PBS
a 1:1 (vol:vol) com adjuvante completo de Freund (CFA) num
volume final de 400 uL, para a primeira imunizacdo. Para
subsequentes imunizacgdes, o antigénio foi emulsionado de forma

semelhante com adjuvante incompleto de Freund (IFA). Para as
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vacinas contendo o0s adjuvantes alum, MPL ou QS321, 100 ug por
dose de AN1792 ou de AN1528 foi combinado com alum (1 mg por
dose) ou MPL (50 ug por dose) ou Q0S21 (25 ug por dose) num
volume final de 200 uL em PBS e administrado por inoculagao
subcutdnea no dorso entre as espaduas. Para o grupo que recebeu
FA, 100 npg de AN1792 foil emulsionado a 1:1 (vol:vol) com
adjuvante completo de Freund (CFA) num volume final de 400 ulL e
administrado intraperitonealmente para a primeira imunizagao,
seguido de um reforgo da mesma quantidade de imunogénio em
adjuvante incompletc de Freund (IFA) para as cinco doses
subsequentes. Para o© grupo que recebeu AN1792 sem adjuvante,
foram combinadas 10 ug de AN1792 com 5 ug de timerosal num
volume final de 50 upL de PBS e administrado subcutaneamente. O
nono grupo de controlo recebeu apenas 200 pL de PBS administrado
subcutaneamente. As imunizag¢des foram administradas num esquema
bi-semanal para as primeiras trés doses, em seguida num esquema
mensal nos dias O, 16, 28, 56, 85 e 112. Recolheu-se sangue dos
animais selis a sete dias apds cada uma das 1munizacgdes,
comecando apds a segunda dose, para a medigcao dos titulos de
anticorpos. 0Os animais foram eutanasiados aproximadamente uma
semana apés a dose final., Os resultados foram medidos através do
ensaio de ELISA para o0s niveis de AR e APP no cérebro e por
avaliagao imuno-histoquimica da presenca de placas amildides nas
seccgbes de cérebro. Além disso, foram determinados os titulos de
anticorpos especificos de AP e as respostas proliferativas e de

citocinas dependentes de Ap.

A Tabela 9 mostra que o0s titulos mais elevados de
anticorpos contra APBl-42 foram induzidos com FA e AN1792, o0s
titulos que atingiram o maximo apds a quarta imunizacgdo (pico
GMT: 75386) e depois baixou em 59% apds a sexta imunizacgédo

final. O titulo médio de pico induzido por MPL com AN1792 foi
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62% mais baixo do que o gerado com FA (pico GMT: 28867) e foi

também atingido mais cedo no esquema de imunizagdo, apds

3 doses, seguido de um declinio até 28% do valor do pico apds a

sexta imunizacao. O titulo médio do pico gerado com QS21

combinado com AN1792 (GMT: 1511) fol cerca de 5 vezes mails baixo

do que o obtido com MPL. Além disso, as cinéticas da resposta

foram mais lentas, uma vez gue fol necessaria mais uma

imunizagdo para atingir a resposta do pico. Os titulos gerados

por AN1792 1ligado a alum foram marginalmente superiores aos

obtidos com QS21 e as cinéticas de resposta foram mails rapidas.
Para AN1792 administrado em PBS com timerosal a freguéncia e

tamanho dos titulos foram ligeiramente superiores as de PBS

sozinho. Os titulos dos picos gerados com MPL e AN1528 (pico/GMT

3099) foram cerca de 9 vezes mais baixos do que 0s

proporciocnados com AN1792. O NA-1528 ligado a alum foi muito
pouco imunogénico, com titulos baixos proporcionados em apenas
alguns dos animais. Nao foram observadas respostas de anticorpos

nos animais de controlo imunizados apenas com PBS.

Tabela 9
Média geométrica dos titulcs de anticorpos®
Semana da colheita de sancue
Tratamento 3,3 5,0 9,0 13,90 17,0
AZum/AN1792 102 1081 2366 1083 572
(12/21"° (17/20) (21/21) (21/21) (18/21)
MPL/AN1792 6241 28867 11242 5665 3204
(21/21) (z1/21) (21/21) (20/20) (20/20)
QS21/AN1792 30 227 327 1511 1188
(1/20) (10/19) (10/19) (17/18) (14/18)
CFA/AN1782 1007¢ 61279 75386 41628 30574
(15/15) (15/15) (15/15) (15/15) (15/15)
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(continuacao)

Média geométrica dos titulcs de anticorpos®
Semana da colheita de sancte
Tratamento 3,3 5,0 9,0 13,0 17,0
A_um/AN1528 25 33 39 37 31
(0/21) (1/21) (3/20) (1/20) (2/20)
MPL/AN1528 184 2591 1653 1156 3099
(15/21) (20/21) (21/21) (10/20) (20/20)
0S21/AN1528 29 221 51 820 2994
(1/22) (13/22) (4/22) (20/22) (21/22)
PBS mais
25 33 39 37 47
T merosal
(0/1¢) (2/16) (4/16) (3/16) (4/16)
PBS 25 25 25 25 25
(0/16) (G/16) (0/15) (0/12) (0/16)
Notas de rodapé:
© Média geométrica des titulos de anticerpos contra ARL-42
F Numero de elementos que responderam pPCcr gruood

Os resultados do tratamento com AN1792 ou AN1592, com

vdrios adjuvantes ou timerosal, no desenvolvimento amildide

cortical em murganhos com 12 meses de idade, determinados por

ELISA, sdo mostrados na Fig. 15. Nos murganhos PDAPP de controlo

que receberam PBS, o nivel médio de AP total no cértex aos 12

meses foi de 1,817 ng/g. Foram observados niveis fortemente

reduzidos de AP em murganhos tratados com AN1792 mais CFA/IFA,

AN1792 mais alum, AN1792 mais MPL e QS21 mais AN1792. A reducgédo

atingiu significancia estatistica (p < 0,05) apenas para AN1792

mais CFA/IFA. No entanto, como se mostra nos Exemplos I e III,

0s efeitos de imunizacdo na redugdo dos niveis de AP tornou-se
substancialmente maior em murganhos com 15 meses e 18 meses de

idade. Assim, espera-se que pelo menos as composicdes AN1792

mais alum, AN1792 mais MPL e AN1792 mais QS21 atinjam

significéncia estatistica no tratamento de murganhos mais

velhos. Ao contrdrio, o AN1792 mais o conservante timerosal
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apresentou aproximadamente o mesmo nivel médico de AR dos
murganhos tratados com PBS. Resultados semelhantes foram obtidos
quando os niveis corticais de AR42 foram comparados. 0O nivel
médio de AB42 nos controlos de PBS foli de 1624 ng/g. Foram
observados niveis médios fortemente reduzidos de 403, 1149,
620 e 714 nos murganhos tratados com AN1792 mais CFA/IFA, AN1792
mais alum, AN1792 mais MPL e AN1792 mais QS21 respectivamente,
com a redugdo a atingir significdncia estatistica (p=0,05) para
0 grupo de tratamento AN1792CFA/IFA. O nivel médio nos murganhos

tratados com AN1792 timerosal foil de 1619 ng/g AR42.

X. Analise de Toxicidade

Foram recolhidos tecidos para andlise histopatoldgica no
final dos estudcs descritos nos Exemplos 2, 3 e 7. Ainda, a
hematologia e a quimica clinica foi realizada nas amostras de
sangue terminais dos Exemplos 3 e 7. A malor parte dos ¢Orgaos
principais foram avaliados, incluindo cérebro, pulmao, tecido
linfdéide, tecido gastrointestinal, figado, rim, gléndulas
supra-renais e gdnadas. Se bem que fossem observadas lesdes
esporadicas nos animais do estudo, ndo houve diferencas débvias,
nos tecidos afectados ou na gravidade das lesBes, entre animais
tratados com AN1792 e animais ndo tratados. Nao se observaram
lesbes histopatoldgicas iscladas em animais imunizados com
NA1782 comparativamente com animais tratados com PBS ou nao
tratados. Também ndo houve diferencas no perfil de guimica
clinica entre grupos de adjuvante e o0s animais tratados com PBS
no Exemplo 7. Apesar se observar aumentos significativos em
varios pardmetros da hematologia entre animais tratados com
AN1792 e adjuvante de Freund no Exemplo 7 relativamente aos

animais tratados com PBS, este tipo de efeitos sao esperados do
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tratamento com adjuvante de Freund e na peritonite que o
acompanha e nao indica quaisquer efeitos adversos derivados do
tratamento com AN1792. Ainda que ndo fazendo parte da avaliacdo
toxicoldgica, a patologia do cérebro de murganhos PDAPP foil
extensivamente avaliada como parte da eficacia final. Ndo foram
observados sinais de efeitos adversos relacionados com ©
tratamento na morfologia do cérebro em qualquer um dos estudos.
Estes resultados indicam que o tratamentc com AN1792 ¢é Dbem

tolerado e pelo menos ndo implica efeitos secundarios.

XI. Prevencdo e Tratamento dos Individuos

Realizou-se & fase I de um ensaio clinico com uma unica
dose para avaliar a seguranga. Foi administrado um agente
terapéutico em dosagens crescentes a diferentes doentes,
comecando a partir de aproximadamente 0,01 do nivel de
presumivel eficdcia e aumentando por um factor de trés até ser
atingivel um nivel de aproximadamente 10 vezes a dosagem eficaz

no murganho.

Realizou-se a fase II de um ensalo clinico para determinar
a eficdcia terapéutica. Foram seleccionados doentes com doenga
de Alzheimer precoce a média definida utilizando os critérios da
Associagdo da Doenca de Alzheimer e Distlrbios Relacionadas
(ADRDA) relativamente a AD provdvel. Os doentes adequados foram
avaliados na gama de 12-26 no Mini-Exame do FEstado Mental
(MMSE) . Outros critérios de selecgdo sao que o0s doentes tenham
probabilidade de sobreviver durante a durac¢do do estudo € ndo
possuam outras complicac¢des, tal como a utiliza¢do concomitante
de medicagdes que possam interferir. As avalia¢des na linha de

base da fungao do doente sao feitas utilizando medic¢des
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psicométricas classicas, tais como a MMSE e a ADAS, que € uma
escala compreensiva para avaliacaoc do estatuto e funcao dos
doentes com Doenga de Alzheimer. Estas escalas psicométricas
proporcionam uma medida de progressao da condicao de Alzheimer.
Escalas de vida qualitativas adequadas podem igualmente ser
utilizadas para monitorizar ¢ tratamento. A progressac da doenga
pode também ser monitorizada por MRI. Os perfis sanguineos dos
doentes podem também ser monitorizados, incluindo ensaios de

anticorpos especificos de imunogénios e respostas de células T.

Apos as medigdes de linha de base, os doentes comegaram a
receber tratamento. Foram distribuidos aleatoriamente e tratados
com agente terapéutico ou placebo de forma cega. 0s doentes
foram monitorizados pelo menos de seis em seis meses. A eficdcia
foi determinada através de uma redugdo significativa na
progressdo de um grupo de tratamento relativamente ao grupo

placebo.

Foi realizado um segundo ensaio clinico de fase II para
avaliar a conversdo de doentes com perda de memdria precoce nao
atribuida a Doenca de Alzheimer, muitas vezes referido como
perda de memdéria associada a idade (AAMI), para provavel Doenga
de Alzheimer como definido pelos critérios de ADRDA. 0Os doentes
com risco elevado de conversao em Doenga de Alzheimer foram
seleccionados de uma populacdc ndo clinica através do rastreio
de populagdes de referéncia relativamente a ensalos precoces de
perda de memdéria ou  outras dificuldades associadas a
sintomatologia pré-Alzheimer, uma histéria familiar de Doencga de
Alzheimer, factores de risco genéticos, idade, sexo e outras
caracteristicas que se observou prenunciarem elevado risco de
Doengca de Alzheimer. Foram feitas avaliag¢Bes da linha de base

com paréametros adequados incluindo os de MMSE e ADAS juntamente
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com outros pardmetros destinados a avaliar uma populagdo mais
normal. Estas populag¢des de doentes foram divididas em grupos
adequados, com comparacdo do placebo contra alternativas de
dosagem com o agente. Estas populagbes de doentes foram seguidas
com intervalos de cerca de seis meses e ponto terminal para cada
doente e gquando da conversdo em provavel Doenca de Alzheimer,
conforme definido pelos critérios de ADRDA no final da

observacdo.

XII. Materiais e Métodos Gerais

1. Medigdo de Titulos de Anticorpos

Recolheu-se sangue dos murganhos fazendo-se uma pequena
incisdo na veia da cauda e recoclhendo cerca de 200 pL de sangue
para um tubo de microcentrifuga. Foi recolhido sangue das
cobaias barbeando primeiro a &drea do dorso e depois utilizando
uma agulha de calibre 18 para perfurar a veia do metatarso e
recolher o sangue em tubos de microcentrifuga. Deixou-se o©
sangue coagular durante uma hora a temperatura ambiente (T.A.),
agitado com vdrtex, depois centrifugado a 14000 xg durante
10 min para separar o coagulo do soro. O soro fol entédo
transferido para um tubo de microcentrifuga limpo e guardado a

4 °C até ser titulado.

Os titulos de anticorpos foram medidos por ELISA. Placas de
microtitulacdo de 96 pogos (placas de EIA Costar) foram
revestidas com 100 pL de uma solugdo contendo 10 ug/mL de ABR42
ou SAPP ou outros antigénios conforme observado em cada uma das
descrigdes individuais em Tampdo de Revestimento de Pogos

(fosfato de sédio 0,1 M, pH 8,5, azida de sédic a 0,1%) e
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mantidas de um dia para o outro a TA. Os pogos foram aspirados e
os soros foram adicionados numa diluicdo de 1/100 em Diluente da
Amostra (fosfato de sdédio 0,014 M, pH 7,4, NaCl 0,15 M, de
albumina sérica bovina a 0,6%, timerosal a 0,05%). Foram feitas
sete diluicdes em série das amostras, directamente nas placas,
em passos de trés vezes até atingir uma diluigao final de
1/218700. As diluig¢des foram incubadas em pogos de placas
revestidas durante uma hora a TA. As placas foram entdo lavadas
quatro vezes com PBS contendo Tween 20 a 0,050%. O segundo
anticorpo, IgG de cabra anti-murganho conjugados com peroxidase
de rabano (adquirido & Boehringer Mannheim), foram adicionados
aos pogos como 100 uL de uma diluicgdo de 1/3000 em Diluente da
Amostra e incubados durante uma hora a TA. As placas foram
novamente lavadas quatro vezes em PBS, Tween 20. Para o
desenvolvimento da cor, foram adicionados 100 uL de TMB Lento
(3,3',5,5"'-tetrametilbenzidina adgquirida a Pierce Chemicals) a
cada pogo e foram incubados durante 15 min a TA. A reaccgdo foi
parada pela adicao de 25 uL de HySO, 2 M. A intensidade da cor
foi entdo lida num leitor Molecular Devices Vmax (a

450 nm-650 nm).

Os titulos foram definidos como o inverso da diluicdo de
Soro que proporciona metade da DO mAxima. A DO maxima foi
geralmente retirada a partir de uma diluigdo inicial de 1/100,
excepto nos casos com titulos muito elevados, situagdo em que
foli necessdrio uma diluigdo inicial mais elevada para
estabelecer a DO mdxima. Se o valor correspcndente a 50%
diminuiu entre duas diluic¢des, fol feita uma extrapolac¢do linear
para calcular o titulo final. Para calcular a média geométrica
dos titulos de anticorpos, aos titulos inferiores a 100 foi

atribuido arbitrariamente um valor de titulo de 25.
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2. Ensaio de Proliferacadao de Linfdcitos

Os murganhos foram anestesiados com isoflurano. 0s bagos
foram removidos e lavados duas vezes com 5 mL de PBS contendo
soro bovino fetdlico a 10% inactivado pelo calor (PBS-FBS) e
depois homogeneizado numa unidade Centricon de 50 pm (Dako Ais,
Dinamarca) em 1,5 mL de PBS-FBS durante 10 seg, a 100 rpm, num
Medimachine (Dako), seguido de filtracdo através de uma rede de
nylon de 100 pm de poro. Os esplendcitos foram lavados uma vez
com 15 mL de PBS-FBS, depois sedimentados por centrifugacdo a
2000 g durante 5 min. Os eritrdécitos foram 1lisados
ressuspendendo o sedimento em 5 mL de tampdo contendo NH.CL
0,15 M, KHCO; 1 M, NakEDTA 1,1 M, pH 7,4 durante cinco min a TA.
Os leucdcitos foram entdo lavados como atrds. Células do baco
foram isoladas de fresco (10° células por poco), foram cultivadas
em triplicado em placas de microtitulacdo de 96 pocos de fundo
em U, tratadas para cultura de tecidos (Corning, Cambridge, MA),
em meio RPMI 1640 (JRH Biosciences, Lenexa, KS) suplementado com
glutamina 2,05 mM, 1% de Penicilina/Estreptomicina e 10% de FBS
inactivado pelo calor, durante 96 h, a 37 °C. Os varios péptidos
AR, APl1-16, AP1-40, ABl-42 ou a proteina com a sequéncia reversa
AB40-1 foram também adicionados em doses que variam entre 5 pm e
0,18 um em quatro passos. As células nos pogos de controlo foram
cultivadas com Concanavalina A (Com A) (Sigma, cat. N° C-5275, a
1 pg/mL) sem adicionar proteina. As células foram incubadas
durante as ultimas 24 h com °‘H-timidina (1 pCi/pogo adquirido &
Amersham Corp., Arlington Heights IL). As células foram entdo
colhidas em placas UniFilter e contadas num contador de
cintilacdo Top Count Microplate (Packard Instruments, Downers
Grove, IL). Os resultados sao expressos como contagens por
minuto (cpm) de radioactividade incorporada em macromoléculas

soluveis.
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4, Prepara¢do de Tecido Cerebral

Apds eutandsia, os cérebros foram removidos e um hemisfério
foi preparado para andlise imuno-histoquimica, enquanto que trés
regides do cérebro (hipocampo, cortex e cerebelo) foram
dissecadas do outrc hemisféric e wutilizadas para medir a
concentragdo de vdrias proteinas AB e formas de APP utilizando

ELISA especifico (Johnson-Wood et al., supra).

Os tecidos destinados a ELISA foram homcgeneizados em
10 volumes de tampdo guanidina arrefecido em gelo (guanidina-HC1
5,0 mM, Tris-HCI 50 mM, pH 8,0). Os homcgenatos foram misturados
por agitacdo suave utilizando um Adams Nutator (Fisher), durante
trés a quatro h, a TA, depois guardados a -20 °C antes da
quantificagdc de AR e APP. Experiéncias anteriores demonstraram
que o0s analitos eram estdveis nestas condigdes de armazenamento
e que a proteina sintética AP (Bachemn) podera ser
quantitativamente recuperada quando dispersa em homogenatos de
tecido cerebral de controlo derivado de ninhadas de

recém-nascidos (Johnson-Wood et al., supra).

5. Medigdo dos Niveis de AP

0Os homogenatos de cérebro foram diluides a 1:10 com
Diluente de Caseina arrefecido em gelo (caseina a 0,25%, PBS,
azida de sdédio a 0,05%, aprotinina a 20 ug/mL, EDTA 5 mM, pH 8,
0,10 upg/mL de leupeptina) e depois centrifugados a 16000 x g
durante 20 min a 4 °C. 0Os padr&es de proteina AP sintética
(1-42 amincdcidos) e os padrdes de APP foram preparados para
incluir guanidina 0,5 M e albumina sérica bovina a 0,1% (BSA) na

composigdo final. A sanduiche “total” de AR utiliza o anticorpo
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monoclonal (mAp) 266, especifico para os aminodcidos 13-28 de AB
(Seubert, et al.), como anticorpo de captura e o mAp 3D6
biotinilado, especifico para aminodcidos 1-5 de AR
(Johnson-Wood, et al.), como anticorpo repdrter. O mAR 3D6 néo
reconhece APP secretado ou APP de tamanho completo, mas detecta
apenas espécies AR com um 4acido aspdartico no terminal amina.
Este ensaioc tem um limite inferior de sensibilidade de ~50 pg/mL
(11 pM) e nao apresenta reactividade cruzada com a proteina Ap
enddgena murina a concentragfes de 1 ng/mL (Johnson-Wood et al.,

supra).

O ELISA tipo sanduiche especifico de AL emprega o mAB
21F12, especifico dos aminocdcidos 33-42 de AB (Johnson-Wood,
et al.), como anticorpo de captura. O mAp 3D6 Dbiotinilado ¢
igualmente o anticorpo repdrter neste ensaio que tem um limite
inferior de sensibilidade de aproximadamente 125 pg/mL (28 pM,
Johnson-Wood et al.). Para os ELISA de ABR, 100 puL do mAB 266 (a
10 ug/mL) ou do mAp 21F12 (a 5 ng/mL) foi wutilizado para
revestir os pocgos de placas de imunoensaio de 96 pogos (Costar)
através de incubacdo de um dia para o outro, a TA. A solugdo foi
removida por aspiragcaoc e o0s pogos foram bloqueados pela adigéo
de 200 pL de albumina sérica bovina em tampdao PBS durante pelo
menos 1 h a TA. A solucgdo de bloqueio fol removida e as placas
foram guardadas na auséncia de humidade a 4 °C até serem
utilizadas. As placas foram re-hidratadas com Tampdo de Lavagem
[solu¢do salina tamponado com Tris (NaCl 0,15 M, Tris-HCl
0,01 M, pBE 7,5), mais 0,05% de Tween 20 antes de utilizar. As
amostras e padrdes foram adicionados em triplicados de aliquotas
de 100 pL por pogo e depois incubados, de um dia para o outro, a
4 °C, As placas foram lavadas, pelo menos, trés vezes com Tampido
de Lavagem entre cada passc do ensaio. O mAp 3D6 biotinilado,

diluido para 0,5 pg/mL em Tampdo de Ensaio com Caseina (caseina
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a 0,25%, PBS, Tween 20 a 0,05%, pH 7,4) foi adicionado e
incubado nos ©pogos durante 1 h a TA. Um conjugado de
avidina-peroxidase de rdbano, (Avidin-HRP adgquirido a Vector,
Burlingame, CA), diluido a 1:4000 em Tampao de Ensaio com
Caseina, foil adicionado aos pogos durante 1 h a TA. O substrato
colorimétrico, Slow TMB-ELISA (Pierce), foli adicionado e deixado
a reagir durante 15 minutos a TA, apdés O Qque a reacgdo
enzimdtica fol parada pela adigdo de 25 ulL de HySO, 2 N. O
produto de reac¢do fol quantificado utilizando o equipamento
Molecular Devices Vmax que mede a diferencga na absorvancia a

450 nm e a 650 nm.

6. Medicao dos Niveis de APP

Foram wutilizados dois ensaios de APP diferentes. O
primeiro, designado AAP-u/FL, reconhece AAP-alfa (a) e as formas
de tamanho completo (FL) de APP. O segundo ensaio é especifico
de AAP-a. O ensaio de AAP-a/FL reconhece APP secretada incluindo
0s 12 primeiros aminocdcidos de AB. Uma vez gque o anticorpo
repérter (2H3) ndo ¢ especifico do local “a-clip”, ocorrendo
entre o0s aminodcidos 612-613 de APP695 (Esch et al., Science
248, 1122-1124 (1990)); este ensaio também reconhece APP de
tamanho completo (APP-FL). Experiéncias preliminares, utilizando
anticorpos APP imobilizados contra a cauda citoplasmatica de
APP-FL 1imobilizados para remover APP-FL dos homogenatos de
cérebro, sugerem que aproximadamente 30-40% do AAP-o/FLAPP é FL
(dados ndo mostrados). O anticorpo de captura para 0Ss ensaios
APP-a/FL e o0s ensaios AAP-a € o mABR B8E5, induzido contra os
aminodcidos 444 a 592 da forma APP695 (Games et al., supra). O
mAp repdrter para o ensaio AAP-o/FL é o mAP 2H3, especifico dos

aminodcidos 597-608 de APP695 (Johnson-Wood et al., supra) e ©
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anticorpo repdrter para o© ensaio de APP-ao é um derivado
biotinilado de mAf 16H9, induzido contra os aminodcides 605 a
611 de APP. O limite inferior de sensibilidade do ensaio
AAP—0/FL é cerca de 11 ng/mL (150 pM) (Johnson-Wood et al.) e o
do ensaio especifico de AAP-a ¢ 22 ng/mL (0,3 nM). Para ambos 0sS
ensaios APP, o mAp B8E5 fol utilizado para revestir os pogos de
placas de ElA de 96 pogos como descrito atras para o mAp 266.
AAP-a recombinante, secretado e purificado foi utilizado como
padréo de referéncia para o© ensaio de AAP-a e o ensaio de
APP-a/FL (Esch et. al., supra). As amostras de homogenato de
cérebro, em guanidina 5 M, foram diluidas, a 1:10, em Diluente
da Amostra para ELISA (tampdo de fosfatos 0,014 M, pH 7,4,
albumina sérica bovina a 0,6%, timerosal a 0,05%, NaCl 0,5 M,
NP40 a 0,1%). Foram depois diluidas a 1:4 em Diluente da Amostra
contendo guanidina 0,5 M. Os homogenatos diluidos foram entdo
centrifugados a 16000 x g durante 15 segundos a TA. Os padrdes
de APP e as amostras foram adicionadas a placa em duplicado e
incubados durante 1,5 h a TA. O anticorpo repdrter Dbiotinilado
2H3 ou 16H9 foi incubado com amostras durante 1 h a TA. A
estreptavidina-fosfatase alcalina (Boehringer Mannheim), diluida
a 1:1000 em diluente da amostra, foi incubada nos pogos durante
1 h a TA. O substrato fluorescente 4-metil-umbeliferil-fosfato
foi adicionado para uma incubacdo durante 30 min a TA e as
placas foram lidas num fluorimetro Cytofluor tm 2350 (Millipore)

a 365 nm de excitacdo e 450 nm de emissao.

7. Imuno-histogquimica

Os cérebros foram fixados durante trés dias em
paraformaldeido a 4% em PBS e depols guardados de um a sete dias

a 4 °C em paraformaldeido a 1% até serem cortados. Sec¢gdes
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coronais de quarenta micrones de espessura foram cortadas num
vibratomo a TA e guardadas em crioprotector (glicerol a 30%,
etilenoglicol a 30% e tampao de fosfatos) a -20 °C antes do
processamento histoquimico. Para cada cérebro, seis secgdes ao
nivel do Thipocampo dorsal, cada uma delas separada por
intervalos consecutivos de 240 um, foram incubadas, de um dia
para o outro, com um dos seguintes anticorpos: (1) um anticorpo
anti-Af biotinilado (mAPB, 3D6, especificc para AL humano)
diluido para uma concentragdo de 2 ug/mL em PBS e de soro de
cavalo a 1%; ou (2) um mAP biotinilado especifico de APP humano,
8E5, diluido para uma concentracdo de 3 ug/mL em PBS e soro de
cavalo a 1,0%; ou (3) um mAp especifico da proteina acidica
fibrilhar da glia (GFAP; Sigma Chemical Co.) diluida a 1:500 com
0,25% de Triton X-100 e soro de cavalo a 1%, em solucac salina
tamponado com Tris, pH 7,4 (IBS); ou (4) um mAB especifico de
CD11b, antigénio MAC-1), (Chemicon International) diluido a
1:100 com Triton X-100 a 0,25% e soro de coelho a 1% em TBS; ou
(5) um mAR especifico para o antigénio MHC II, (Pharmingen)
diluido a 1:100 com Triton X-100 a 0,25% e soro de coelho a 1%
em TBS; ou (6) um mAB de rato especifico para CD43 (Pharmingen)
diluido a 1:100 com soro de coelho a 1% em PBS ou (7) um mAPR de
rato especifico para CD 45RA (Pharmingen) diluido a 1:100 com
soro de coelho a 1% em PBS; ou (8) um AR monoclonal de rato
especifico para CD45RB (Pharmingen) diluido a 1:100 com soro de
coelho a 1% em PBS; ou (9) um AP monoclonal de rato especifico
para CD45 (Pharmingen) diluido a 1:100 com scoro de coelho a 1%
em PBS; ou (10) um AP policlonal Dbiotinilado de <cobaio
especifico para CD3e (Pharmingen) diluideo a 1:100 com soro de
coelho a 1% em PBS ou (11) um mAB de rato especifico para CD3
(Serotec) diluido a 1:200 com soro de coelho a 1% em PBS; ou com
(12) uma solugdo de PBS sem um anticorpo primdrio contendo soro

normal de cavalo a 1%.
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As secgdes reagiram com as solugdes de anticorpos referidas
em 1,2 e 6-12 atras foram pré-tratadas com 1,0% de Triton X-100,
perdxido de hidrogénio a 0,4% em PBS durante 20 min, a TA, para
bloquear a peroxidase enddgena. Foram em seguida incubadas de um
dia para o outro a 4 °C com anticorpo primdrio. As sec¢des que
reagiram com os mAB 3D6 ou 8E5 ou CD3e reagiram entdo durante
uma hora a TA com um complexo de peroxidase de rdbano -avidina-
biotina com os componentes do kit “A” e “B” diluidos a 1:75 em
PBS (vector Elite Standard kit, Vector Labs, Burlingame, CA). As
seccbes reagiram com anticorpos especificos para CD 45RA, CD
45RB, CD 45, CD3 e a solugdo de PBS sem o anticorpo primario,
foram incubados durante 1 hora, a TA, com anti-IgG de rato
biotinilado (Vector) diluido a 1:75 em PBS ou anticorpos anti-
IgG de murganho biotinilados (Vector) diluido a 1:75 em PBS,
respectivamente. As secgdes foram entdo incubadas durante uma
hora a TA com o complexo peroxidase de rébano-avidina-biotina
com o©s componentes do kit “A” e “B” diluidos a 1:75 em PBS

(Vector Elite Standard Kit, Vector Labs, Burlingame, CA).

As seccgbes foram reveladas em perdxido de hidrogénio a
0,01%, 3,3'-diaminobenzidina (DAB) a 0,05% a TA. As seccghes
destinadas a incubacdo com o0s anticorpos especificos de GFAP,
NAC-1 e MHC II foram pré-tratadas com perdéxido de hidrogénio a
0,6% a TA para bloguear a peroxidase enddgena, depois incubadas
durante a noite com ¢ anticorpo primdrioc a 4 °C. As seccgles que
reagiram com o anticorpo GFAP foram incubadas durante 1 h a TA
com anticorpos anti-IgG de murganho biotinilados preparados em
cavalo (Vector Laboratories; Vectastain Elite ABC Kit) diluido a
1:200 com TBS. Em seguida, as secgdes foram reagidas durante
uma h com um complexo avidina-biotina-peroxidase (Vector
Laboratories; Vectastain Elite ABC kit) diluido a 1:1000 com

TBS. As secgles incubadas com os mAR especificos de MAC-1 ou
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MHC II como o anticorpo primario reagiram subsequentemente
durante 1 h a TA com anticorpos anti-IgG de rato biotinilados
produzidos em coelho, diluidos a 1:200 com TBS, seguido de
incubacao durante uma hora com o] complexo de
avidina-biotina-peroxidase diluido a 1:1000 com TBS. As secgdes
incubadas com anticorpos especificos de GFAP, MAC-1 e MHC II
foram entdo visualizados por tratamento a TA com DAB a 0,05%,
perdéxido de hidrogénio a 0,01%, cloreto de niquel a 0,04%, TBS

durante 4 e 11 min, respectivamente.

As secgbes marcadas imunologicamente foram montadas em
laminas de vidrc (VWR, lédminas Superfrost), secas ao ar durante
a noite, mergulhadas em Propar (Anatech) e cobertas com lamelas

utilizando Permount (Fisher) como meio de montagem.

Para contrastar as placas A[p, uma subsérie das secgbes

positivas para GFAP foi montada em ldminas Superfrost e

incubadas em Thioflavin S a 1% aquoso (Sigma) durante 7 min apds
processamento  imuno-histoquimico. As secgdes foram entéo

desidratadas e mergulhadas em Propar, depols cobertas com

lamelas montadas com Permount.

8. Analise de Imagens

Utilizou-se um sistema de andlise de imagens Video-metric
150 (Oncor, 1Inc., Gaithersburg, MD) 1ligado a um microscdpio
Nikon Microphot-FX através de uma camara de video CCD e de um
monitor Sony Trinitron para a gquantificagdo das laminas com
reactividade imunoldégica. A imagem da secc¢ao foi guardada num
tampdo de video e determinado um patamar baseado em cor e

saturagdo para seleccionar e calcular a 4&drea total de pixéis
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ocupada pelas estruturas marcadas imunologicamente. Para cada
uma das secgdes, o hipocampo fol marcado manualmente e calculada
a area total de pixéis ocupada pelo hipocampo. A percentagem de
desenvolvimento amildide foi medida como: (a fraccdo da area do
hipocampo contendo depdsitos A que reagiram Iimunologicamente
com o mAR 3D6) x 100. De forma semelhante, a percentagem de
desenvolvimento neuritico foi medida comoc: (a fraccgdo da darea do
hipocampo contendo neurites distrdficas reactivas com mAP 8ES) x
100. O C-Imaging System (Compix, Inc., Cranberry Township, PA)
funcionandc com o programa Simple 32 Software Application foi
ligado a um microscépio Nikon Microphot-FX através de ume céamara
Optronics e utilizado para quantificar a percentagem de coértex
retroesplenial ocupado por astrdcitos positivos para GFAP e
MAC-1 e microglia positiva para MHC II. A imagem da sec¢ao que
reagiu imunologicamente foi guardada num tampdo de video e
determinadc um patamar baseado em monocromo para seleccionar e
calcular a &rea total de pixéis ocupada pelas células marcadas
imunclogicamente. Para cada secgdo, O cdértex retroesplenial
(RSC) foi marcado manualmente e a area total de pixéis ocupada
pelo RSC foi calculada. A percentagem de astrocitose foi
definida como: (a fraccao de RSC ocupada por astrdcitos
reactivos com GFAP) x 100. De forma semelhante, a percentagem de
microgliose foi definida como: (a fracgdo da RSC ocupada por
microglia que reage com MAC-1 cu MHC II) x 100. Para todas as
andlises de imagens, seils secgles ao nivel do hipocampo dorsal,
cada separada por intervalos consecutivos de 240 pm, foram
quantificadas para cada animal. Em todos os casos, o estatuto de

tratamento dos animais nao era conhecido do observador.

Embora a presente invencao tenha sido descrita em detalhe

com objectivos de clareza e compreensdo, serd bbvio que podem
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ser efectuadas certas modificagbes dentro do Ambito das
reivindicagdes em anexo
Tabela 1
Titulo a 50% ca DG maxima
AB agregado
injectado em
murganhos
Idade
Murga— Murca-— Murge-— Murga-— Murga-— Murga-— Marga-— Marga-— Murga-—
de
nho 100 nko 101 nho 102 nho 103 nho 204 nho 105 nno 106 nnho 137 nho 108
PDAPP
4 70000 15CC00 15000 120000 1000 15000 50000 82000 100000
6 15000 6ECCO 30000 55000 300 15000 15000 53333 60000
8 20000 SECCO 50000 50000 400 15000 18000 500030 60000
10 40000 20CC0 60000 50000 900 15000 50000 23220 40000
12 25000 3CCCO 60000 40000 2700 20000 70000 25300 20000
Murganhos injectadeos com PBS
em ambos os imunogénios
a 1/100
Icace de | Murgenhc | Murganho | Murganho | Murganho | Marzganho
PDAPF 113 114 125 116 117
3 <Lx bKc <4dx bKg <4dx bKg <dx bKg <4x bKg
1C 5 % DbKc <4x bKg <4x bKg <ix bKg <4x bKg
12 <lx bKc <4x bKg <4x bKg <4x bKg <4x bKg
Lisboa, 11 de Fevereiro de 2011
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REIVINDICACOES

Composicao farmacéutica compreendendo um anticorpo contra AP
e um veiculo ou diluente ndo téxico farmaceuticamente
aceitdvel, para utilizagdo na prevencdo ou tratamento de uma
doenga caracterizada por depdsito amildide num doente, em

que o isotipo do anticorpo é a IgGl humana.

Composicao farmacéutica para utilizagdo na prevengdc ou
tratamento de uma doencga caracterizada por depdsito amildide
num doente da reivindicacgdo 1, em gue o anticorpo ¢ um

anticorpo monoclonal.

Composigao farmacéutica para utilizagdao na prevengdoc ou
tratamento de uma doenca caracterizada por depdsito amildide
num doente da reivindicagdo 1, em gue o anticorpo € um

anticorpo humanizado ou um anticorpo humano.

Composigcao farmacéutica para utilizagcdoc na prevencao ou
tratamento de uma doenca caracterizada por depdsito amildide
num doente de qualquer reivindicagao anterior, em gue O
anticorpo se liga especificamente a forma agregada do

péptido AR sem se ligar a forma dissociada.

Composicdo farmacéutica para utilizagdao na prevengdo ou
tratamento de uma doenca caracterizada por depdsito amildide
num doente de qualquer das reivindicag¢des 1-3, em que o©
anticorpo se 1liga especificamente a forma dissociada do

péptido AR sem se ligar a forma agregada.



10.

11.

Composigcao farmacéutica para utilizacdoc na prevencao ou

tratamento de uma doenca caracterizada por depdsito amildide
num doente de qualquer das reivindicagdes 1-3, em que O
anticorpo se liga a ambas as formas agregada e dissociada do

péptido AB.

Composigao
tratamento
num doente

o depdsito

Composicédo
tratamento
num doente

o0 doente é

Composicgao
tratamento
num doente

a doenca é

Composicgao
tratamento
num doente

o doente &

farmacéutica para utilizagdo na prevengdoc ou
de uma doenga caracterizada por depdsito amildide
de qualquer das reivindicag¢bes anteriores, em que
amildéide compreende o péptido AP agregado.
farmacéutica para utilizacdo na prevengdc ou
de uma doenga caracterizada por depdsito amildide
de qualquer das reivindicacdes anteriores, em que
um humano.

farmacéutica para utilizagdo na prevengdc ou
de uma doencga caracterizada por depdsito amildide
de qualquer das reivindicacgbes anteriores, em que
a doenca de Alzheimer.
farmacéutica para utilizacdo na prevencdoc ou
de uma doenga caracterizada por depdsito amildide
de qualquer das reivindicag¢bes anteriores, em que
opcionalmente,

assintomdatico, em que o doente tem

menos de 50 e/ou tem factores de risco inerentes indicando

susceptibilidade a doenca de Alzheimer.

Composicgao
tratamento

num doente

o anticorpo é

farmacéutica para utilizagdo na prevengdoc ou

de uma doenga caracterizada por depdsito amildide
de qualquer das reivindicacdes anteriores, em que

administrado oralmente, subcutaneamente,



12.

13.

14.

15.

intramuscularmente, topicamente ou intravenosamente.

Composigcao farmacéutica para utilizagcdoc na prevencao ou
tratamento de uma doenca caracterizada por depdsito amildide
num doente de qualquer das reivindicac¢des anteriores, em que
0 anticorpo ¢ administrado a uma dosagem de cerca de 0,01 a

5 mg/kg do peso corporal do hospedeiro.

Composicdo farmacéutica para utilizagdao na prevengdoc ou
tratamento de uma doenca caracterizada por depdsito amildide
num doente de qualquer das reivindicagdes anteriores, que é
administrado por uma primeira imunizacdoc seguida de reforcgo
com intervalo de 6 semanas, ou que ¢é administrado por uma
primeira imunizacdo seguida por reforgos, 1, 2 e 12 meses

depois ou que é administrada a cada dois meses de vida.

Método in vitro de monitorizagdo da doenga de Alzheimer ou
com susceptibilidade a esta num doente, compreendendo:
detecgao de um anticorpo que se liga especificamente ao
péptido AR numa amocstra do doente, em que uma composicdo
farmacéutica, como referida em qualquer das reivindicagdes
1-6, eficaz para o tratamento ou prevencac da doenga de
Alzheimer, foi administrada ao doente e o nivel do anticorpo

detectado determina o futuro regime de tratamento do doente.

Método in vitro de avaliacdo da eficdcia de um método de
tratamento da doenca de Alzheimer num doente, compreendendo
a determinacdo de um valor para uma quantidade de anticorpo
especifico para o péptido AR, numa amostra de tecido de um
doente que foi tratado com uma composig¢do farmacéutica, como

apresentada em qualquer das reivindicacgdes 1-6;



comparacao do valor com um valor de controlo determinado a
partir de uma populagado de doentes que apresentam melhorias
ou que estao livres de sintomas da doenca de Alzheimer
devido ao tratamento com o anticorpo, como apresentado em

qualquer das reivindicaces 1-6;

em que um valor no doente, pelo menos, igual ao valor de

controlo, indica uma resposta positiva ao tratamento.

Lisboa, 11 de Fevereiro de 2011
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FIGURA 2
Estudo 001
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Figura 3
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Figura 4
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Figura 5

Titulo de anticorpo da resposta a varias doses de AN 1792 apds
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Figura 6

Cinéticas da Resposta por Anticorpos a AN1792
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Figura 7
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Figura 8
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Figura 9
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Figura 10

Estudo 002: Ensaio de Proliferacac de Esplendcitos
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Figura 11
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Figura 12
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Figura 13

Estudo 006
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Figura 14

Respostas por anticorpos contra AN1792 com diferentes adjuvantes
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CORTEX
Controlo de PBS Controlo nao tratado
624-165 272 764-181 3470
625-166 1802 785-182 171
626-167 62 766-183 91
633-168 4696 767184 6692
634-169 3090 768-185 1353
671-170 2417 771-186 1153
672-171 2840 772187 3800
829-172 3320 780-188 3740
830-173 1833 843-189 163
831-174 416 844-190 122
792-175 126 845-191 427
793-176 2559 846-192 2674
794177 289 887-193 453
732178 179 888-194 2996
733179 1329 889-195 1075
734-180 5665
Média 1817 Média 1153
valor de p (M-W) valor de p (M-W)

Média 1931 Média 1825

Des.Pad. 1718 Des.Pad. 1769

% GV 89 |%cv 97

Valor de p (teste de 1) Valor de p (teste de t)

n=16 n=15

FIG.

15A
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CORTEX

2 mg de ALUM 50 pg de ALUM
100 pg AN1528 100 pg AN1528
660-083 295 643-105 385
661-084 3180 644-106 2640
662-085 2480 645-107 2403
633-086 3014 654-108 1741
664-087 5870 655-109 3053
665-088 5978 656-110 5990
693-089 1620 678-111 3360
694-090 35 679-112 1230
695-091 3400 704-114 2680
697-092 2630 705-115 78
698-093 983 706-116 1290
699-094 5327 729-117 3180
701-095 1862 730-118 1833
702-096 1849 731-119 4590
703-097 2239 736-120 1112
739-098 806 737-121 1653
740-099 5303 757-122 992
741-100 459 758-123 4692
300-103 154 808-124 785
801-104 852 809-125 244
810-126 32
Média 2051 Média 1741
valor de p (M-W) valor de p (M-W)
Média 2407 Média 2141
Des.Pad. 1913 Des.Pad. 1659
% CV 79 % CV 78

Valor de p (teste de t)

Valor de p (teste de t)

FIG.

15B
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CORTEX
25 ug de QS21 CFA/IFA
100 pg AN1528 100 pg AN1792
615-128 1257 539-068 693
616-129 361 640-069 508
617-130 1008 641-070 440
536-131 3290 - 642-071 467
637-132 2520 690-072 42
638-133 3880 691073 2491
744-134 627 692-074 121
745-135 58 795-075 137
746-136 2610 796-076 822
747137 1509 797-077 475
769-138 1788 748-087 600
770-139 988 749-079 78
773-140 1199 750-080 1267
774141 339 751-081 1351
775-142 402 761-082 69
776-143 537
840-144 1119
841-145 194
821-146 12569
822147 5413
823-148 2233
Média 1199 Média 475
valor de p (M-W) valor de p (M-W) 0,0481
Média 1552 Media 637
Des.Pad. 1364 Des.Pad. 655
% CV 88 % GV 103
Valor de p (teste de t) Valor de p (testedet) 0,0106
n=21 n=15
FIG. 15C
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CORTEX

5 pg de TIMEROSAL/PBS 2mg de ALUM
100 pg AN1792 100 pg AN1792
635-149 1337 610-001 432
669-150 4644 611-002 1012
670-151 6335 612-003 3607
673-152 3700 613-004 508
674-153 2750 620-005 465
676-154 1687 621-006 16
681-156 185 622-007 28
682-157 8031 623-008 217
683-158 3450 708-009 2738
754-159 157 709-010 927
755-160 6857 710-011 1609
756-161 482 716-012 1608
805-162 524 784-014 3890
- 806-163 397 785-015 1614
807-164 234 786-018 285
787-017 3102
788-018 1617
789-019 1474
815-020 424
816-021 1375
817-022 2323
Média 1687 Média 1375
valor de p (M-W) valor de p (M-W) 0,5000
Média 2718 Média 1394
Des.Pad. 2685 Des.Pad. 1168
% CV 99 % CV 84
Valor de p (teste de t) Valor de p (feste det) 0,2650
n=15 n=21

FIG.

15D
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CORTEX

50 pg de MPL 25 pg de QS21
100 pg AN1792 100 pg AN1792
646-023 2002 627-045 91
647-024 147 628-046 3397
648-025 1304 631-049 3702
649-026 34 632-050 1776
650-027 980 667-052 1832
724-028 1282 668-053 3023
726-030 1966 686-054 189
727-031 733 687-055 891
720-032 2563 688-056 240
721-033 5563 689-057 110
802-034 113 712-059 3311
803-035 671 825-061 1009
804-036 - 51 826-082 18165
811-037 613 827-063 73
812-038 332 828-064 78
813-039 1454 837-065 1051
814-040 2441 838-066 270
833-014 742 839-067 - 371
834-042 40
836-044 807
Média 774 Média 950
valor de p (M-W) 0,1710 valor de p (M-W) 0,4076
Média 1192 Média 2199
Des.Pad. 1299 Des.Pad. 4187
% CV 109 % CV 190
Valor de p (teste det) 0,1506 Valor de p (teste det) 0,8131
n=21 n=18

FIG.

15E




RESUMO

"PREVENQAO E TRATAMENTO DE DOENCA AMILOIDOGENICA"

A  invencgdo proporciona composicbes e métodos para o©
tratamento de doencgas amiloidogénicas. Tais métodos
caracterizam-se pela administracdo de um agente que induz uma
reposta iImunitdria Dbenéfica contra um depdsito amildide no
doente. 0Os métodos sdo particularmente uUteis para © tratamento
profildtico e terapéutico da doenga de Alzheimer. Em tais
métodos, um agente adequado ¢ o péptido AP ou um anticorpo

contra o mesmo.
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