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A PRESENTE INVENGCAO DIZ RESPEITO A COMPOSIGOES FARMACEUTICAS E A METODOS
PARA A PREVENGAO E PARA O TRATAMENTO DE DIVERSAS DOENGAS AMILOIDES, INCLUINDO
A DOENGA DE ALZHEIMER, DOENGAS DO PRIAO, NEUROPATIAS AMILOIDES FAMILIARES E
SEMELHANTES. AS COMPOSIGOES FARMACEUTICAS COMPREENDEM QUANTIDADES
IMUNOLOGICAMENTE ~ REACTIVAS DE COMPONENTES DE FIBRILAS AMILOIDES E EM
PARTICULAR PEPTIDOS OU PROTEINAS QUE FORMEM FIBRILAS. A INVENGAO TAMBEM DIZ
RESPEITO A COMPOSICOES TERAPEUTICAS E A METODOS NOS QUAIS SE UTILIZAM
REAGENTES IMUNES QUE REAGEM COM TAIS COMPONENTES FIBRILARES.



RESUMO

“PREVENQKO E TRATAMENTO DE DOENCAS AMILOIDOGENICAS”

A presente invengcao diz respeito a composigdes
farmacéuticas e a métodos para a prevengdo e para o0
tratamento de diversas doencas amildides, dincluindo a
doenca de Alzheimer, doengas do priao, neuropatias
amildides familiares e semelhantes. As composicgdes
farmacéuticas compreendem quantidades imunologicamente
reactivas de componentes de fibrilas amildides e em
particular péptidos ou proteinas que formem fibrilas. A
invengdo também diz respeito a composigdes terapéuticas e a
métodos nos quais se utilizam reagentes imunes gue reagem

com tais componentes fibrilares.



DESCRICAO

“PREVENQKO E TRATAMENTO DE DOENCAS AMILOIDOGENICAS”

Campo da invengdo
A invencgao diz respeito a composicdes e a métodos para
O tratamento de patologias relacionadas com a amildide em

seres humanos e em outros mamiferos vertebrados.

Antecedentes da invengdo

O termo amiloidose é um termo genérico que descreve
diversas doencas caracterizadas pelo depdsito extracelular
de fibrilas proteicas, as quais formam diversos *“depdsitos
amildides”, os quails podem ocorrer em locais definidos ou
sistemicamente. A composigdo fibrilar destes depdsitos
constituili wuma caracteristica identificadora de diversas
formas da doenga amildide, Por exemplo, o0s depdsitos
intracerebrais e cerebrovasculares constituidos principalmente
por fibrilas de péptidos B-amildides (B-AP) s40
caracteristicos da doen¢a de Alzheimer (quer na forma
familiar quer esporadica), os peptidicos amildides dos
ilhéus (IAPP; amilina) sao caracteristicos de fibrilas em
depésitos amiléides de ilhéus de células pancredticas
associadas a diabete de tipo II e a P2-microglcobulina é um
componente principal dos depdsitos amildides que se formam
como consequéncia do tratamento de hemodidlise a longo
termo. Mails recentemente, doencgas associadas ao prido, tais
como a doencga de Creutzfeld-Jacob, também foram
reconhecidas como doencgas amildides.

As diversas formas da doenca foram divididas em

classes, com Dbase principalmente no facto da amiloidose



estar ou nac associada a uma doenca sistémica subjacente.
Assim, determinados disturbios sdo considerados como
amiloidose primdria, nos quais ndo existem evidéncias para
uma doenga pré-existente ou co-existente. De um modo geral,
a amiloidose primdria da doenca ¢é caracterizada pela
presenca de fibrilas de proteinas do “tipo de cadeia leve
amildide” (tipo AL), assim designadas por homologia com a
regido do terminal N das fibrilas AL com o fragmento
varidvel de cadeia leve de imunoglobulina (x ou A).

A amiloidose secundaria ou “reactiva” é caracterizada
pelo depdsito de fibrilas de tipo AA obtidas a partir da
proteina A amildide (ApoSSA). Estas formas de amiloidose
sdo caracterizadas por um estado de doenga inflamatdério ou
infeccioso crdénico subjacente (v.g., artrite reumatdide,
osteomielite, tuberculose, lepra), caracterizadas por um
estado de doenca inflamatdério ou infecciocso crénico
subjacente (v.eg., artrite reumatdide, osteomielite,
tuberculose, lepra).

A amiloidose heredofamiliar pode apresentar depdsitos
neuropdticos, renais ou cardiovasculares associados do tipo
transtiretina ATTR. Outras amiloidoses heredofamiliares
incluem outras sindromes e podem possuir diferentes
componentes amildéides (v.g., febre mediterrdnea familiar, a
qual ¢é caracterizada por fibrilas AA). Outras formas de
amiloidose incluem as formas locais, caracterizadas por
depdsitos localizados, muitas vwvezes do tipo tumor, que
ocorrem em O6rgdos isolados. Outras amiloidoses estdo
associadas ao envelhecimento, e sdo normalmente caracterizadas
pela formacdo de placas no coragdo ou no cérebro. Também
sdo comuns depdsitos amildides associados a hemodidlise de

longa duracdo. Estas e outras formas da doenga amildide



estdao agrupadas no guadro 1. (Tan, S. Y. e Pepys,
Histopathology 25: 403-414, 1994; Harrison's Handbook of
Internal Medicine, 132 Ed., Isselbacher, K. J., et al, eds,
McGraw-Hill, San Francisco, 1995).
Quadro 1
Classificacfio das doencas amildides
Proteina/ Precursor de Variantes de Clinico
/péptido proteina proteina
amildide
AA Proteina A Am!_oldose reactiva
amiléide do soro (secundéria): febre mediterrinea
(ApoSSh) fam’’iar, neuropatia amildide
farm'’ Zar com urticdria e surderz
(sindrome Muckle-Wells)
AA Proteina A Ami’oldose sistémica reactiva
amiléide do soro associada a doencas
(ApoSSA) ‘nflamatérias sistémicas
AL Cadeias leves de 2k, A (v.g., Am:_oldose idiopatica
imunoglobulina AkKIII) (primdria): associada a mieloma
monoclonal (x, A) ou macrog_obulinemia; amiloidose
sistémica associada a discrasia
de irundcitos; gamopatia
ronoc_ona_, discrasia oculta;
am:_oZdose nodular local
associada a doengas
inf_amatérias crénicas
AH IgG (1(YD)) Ayl am:_oldose de cadela pesada
associada a diversas discrasias
de irunécitos
ATTR Iranstiretina pelo menos 30 Po_ineurcopatia amildide Zamiliar
(TTR) mutagdes pontuais (v.g., Met 30, portuguesa)
conhecidas
ATTR Iranstiretina v.g., Met 111 Cardiomiopatia amildide Zamiliar
(TTR) (dinamarquesa)
ATTR Iranstiretina ITR ou Ile 127 de | Ami_oldose senil sistémica
(TTR) tipo selvegem
AapoAl ApoAl Arg Z6 Polineuropatia amildide Zamiliar




Quadro 1
Classificac@io das doencas amildides
Proteina/ Precursor de Variantes de Clinico
/péptido proteina proteina
amildide

Agel Gelsolina Asn 1&7 Am:_oldose familiar (Zinlandesa)

Acys Cistatina C Gln €€ Hemorragia cerebral hereditdria

com amiloidose (islandesa)

AR Precursor da Diversos: Gln €18 Doenca de Alzheimer, sindrome de
proteina Down, Ami_oidose hemorrdgica
amildéide B (v.g., cerebral hereditdria (alemi),
B—APP;0s) angiopatia amildide cerebral

esporddica, miosite corporal de
inclusdo

AB,M Microgobulina Associada a hemodidlise crénica
betay

Aczal (Pro)calcitonina (Pro)calcitonina Carcinoma medular da tirdide

AANF Factor Ami_oldoses senis focais:
natriurético ami’éide auricular isolada
auricular

AR SVEP® Microglcbulina Vesculas seminals cerebrais

AR,M beta, do precursor Préstata
de proteina B-
amildide
Jqueratina Am‘_é:de cutdnea primiria

_ocalizada (macular, papular)

PrP Proteina Fragmento de Doenca de CreutzZeldt-Jacob
precurscra do proteinz com esporddica, Kuru (enceZalopatias
prido (forma 27-30 kDz espongiformes transmissiveis,
celular de 33-35 doencas do priao)
kDa)

AlAPP Ilhéus de Zlhéus de Langerhans, diabetes
polipéptide de tipo IZ, insulinoma
amildide (IAFP)

Fragmentos v.g., Am’_oZdose exdcrina assoclada a

de hormonas | precalcitonina APUDcras

de péptidos

? Proteina exécrina de vesiculas seminais




Muitas vezes, as fibrilas que formam a maior parte de
um  depdsito amildide sac derivadas de um ou varios
proteinas ou ©péptidos precursores primdrios, e estdo
normalmente associadas a glicosaminoglicanos. Além disso,
0s depdsitos amildides podem incluir proteinas e péptidos
menores de diversos tipos, em conjunto com outros
componentes, tails como proteoglicanos, ganglidsido e outros
acglicares, tal como se descreve mais minuciosamente nas
secgbes seguintes.

No presente momento, nao existem tratamentos
especificos dirigidos a amildéides para gualquer doenga
amildide. No caso de existir uma doenca subjacente ou
associada, a terapéutica ¢ dirigida & diminuigdo da
producdo de proteinas amiloidogénicas por meio do
tratamento da doen¢a subjacente. Tal é exemplificado pelo
tratamento de tuberculose com antibidticos, o qual reduz a
carga microbacteriana, dando origem a redugdo da inflamacao
e a reducdo associada da proteina SSA. No caso da amildide
AL provocada por mielomas multiplos, a guimioterapia ¢é
administrada aos pacientes, provocando uma reducdo nas
células de plasma e uma diminuigao dos niveis de
imunoglobulina no mieloma. A medida que estes niveis
diminuem, ¢é possivel fazer desaparecer a amildéide AL. Nos
pedidos de patente de inven¢dao norte-americana n¢® USSN
09/201 430, depositado a 30 de Novembrc de 1998, e n°® USSN
09/322 289, depositado a 28 de Maio de 1999, cuja
requerente ¢é co-propietdria, encontra-se descrito que o
peso da placa amildide associado a doenga de Alzheimer pode
ser bastante reduzido (e prevenido) por meio da
administragdo de agentes que produzam ou que confiram uma

resposta imune dirigida ao péptido Pp-amildide (AP) e aos



seus fragmentos. De acordo com a presente 1invencgao,
concluiu-se que a inducgado de uma resposta imune contra os
diversos componentes da placa amildéide constitui um

tratamento eficaz para diversas doencgas amildides.

Descrigao abreviada da invengao

A  presente invengao diz respeitc a composigdes
farmacéuticas e a métodos para o tratamento de diversas
doengas amildides. De acordo com um aspecto, a invengao
compreende uma composicdo farmacéutica de acordo com a
reivindicagdo 1. De um modo geral, tais composig¢des irdo
também incluir excipientes e adjuvantes. De acordo com
variantes preferidas, como adjuvantes refere-se, por
exemplo, hidrdxido de aluminio, fosfato de aluminio, MPL™,
0S-21 (Stimulon™) ou adjuvante incompleto de Freund. De
acordo com uma variante associada, tails composigdes
farmacéuticas podem incluir diversos agentes que sejam
eficazes para induzir uma resposta imune contra mais do que
um componente amildide num paciente.

O agente ¢é eficaz na produgdo de uma resposta imune
dirigida contra um componente amildéide de proteina ou
péptido fibrilar. De preferéncia, wum tal péptido ou
proteina fibrilar ¢ obtido a partir de wum precursor
proteico fibrilar, do qual se sabe que estada associado com
determinadas formas de doencas amildides, conforme aqui
descrito. Tais precursores proteicos incluem, mas sem que
isso constitua qualgquer limitacg¢do, proteina A amildide do
soro (ApoSSA), cadeia leve da imunoglobulina, cadeia pesada
da imunoglobulina, ApoAl, transtireting, lisozima,
fibrogénio de cadeia o, gelsolina, cistatina C, precursor

proteico amildide B (p-APP), microglobulina betaj, proteina



precursora de priao, factor natriurético auricular,
queratina, i1lhéus de polipéptideo amildide, wuma hormona
peptidica e sinucleina. De acordo com uma variante
preferida, o agente ¢é eficaz para induzir uma resposta
imune dirigida «contra um neoepitopc formado por uma
proteina ou péptido fibrilar, respeitante a um precursor
proteico fibrilar. Isto ¢é, conforme aqui descrito mais
minuciosamente, muitos péptidos e proteinas formadoras de
fibrilas sao fragmentos de tails precursores proteicos, tais
como 0s agrupados antes. No caso de tails fragmentos serem
formados, tal como por c¢livagem proteolitica, podem ser
revelados epitopos que ndo estavam presentes no precursor,
ndo estando portanto imunologicamente disponiveis para o
sistema imune quando o fragmento constitui uma parte do
precursor proteico. 0Os agentes dirigidos a tais epitopos
podem ser agentes terapéuticos preferidos, uma vez dJque é
menos provdvel que induzam uma resposta auto-imune no
paciente.

As composigdes farmacéuticas da invengado compreendem
agentes dirigidos aos componentes amildides seleccionados
entre o conjunto constituido pelos seguintes péptidos ou
proteinas de fibrila: cadeia A AL, ATTR, AApoAl, Alys,
Agel, AB,M, Acal, AIAPP e fragmento NAC sinucleina. Os
nomes completos e as composigdes destes péptidos sdo aqui
descritos. Tais péptidos podem ser preparados de acordo com
métodos bem conhecidos na especialidade, conforme aqui
descrito.

De acordo com uma cutra variante associada, os agentes
incluidos em tais composicdes farmacéuticas  também
compreendem determinados proteoglicanos sulfatados. De

acordo com uma variante associada, o© proteoglicano €& um



glicosaminoglicano de sulfato de heparina, de preferéncia
perlecano, sulfato de dematano, condroitina-4-sulfato ou
polissulfato de pentosano.

A presente invencdo também diz respeito a um método
para a prevengao ou para © tratamento de um disturbio
caracterizado pela deposigdo amildide num sujeito mamifero.
Administra-se ao sujeito uma dosagem de um agente eficaz
para a producgdc de uma resposta imune contra um componente
amildéide caracteristico do disturbico amildide do qual
padece o sujeito. Essencialmente, os métodos compreendem a
administragcaoc de composigdes farmacéuticas que contém
componentes amildides imunogénicos especificos do disturbio,
tais como o0s descritos antes. Esses métodos sdo ainda
caracterizados pela sua eficdcia para induzir respostas
imunogénicas num sujeito. O método é eficaz para produzir
uma resposta imunclégica, a qual é caracterizada por um
titulo no soro pelo menos de 1:1000 no que diz respeito ao
componente amildéide contra o qual o agente 1imunogénico é
dirigido, de preferéncia 1:5000 no que diz respeito ao
componente fibrila. De acordo com uma variante associada, a
resposta imune ¢ caracterizada por uma gquantidade nc soro
de imunorreactividade cerca de quatro vezes superior a um
nivel no soro de imunorreactividade, determinado numa
amcstra de soro de controlo pré-tratamento. Esta ultima
caracterizacdo ¢é particularmente adequada no caso da
imunorreactividade ser determinada por meio de técnicas de
ELISA, mas também pode ser aplicada para qualquer
determinacdo relativa ou absoluta da imunorreactividade no
SOoro. De acordo com uma variante preferida, a
imunorreactividade ¢ determinada para uma diluig¢do do soro

de cerca de 1:100.



Ainda de acordo com outro aspecto associado, a
invengado compreende um método para a determinacgao do
progndstico de um paciente que esteja a ser tratado para um
disttrbio amildide. Neste caso, a gquantidade de
imunorreactividade no scoro do paciente contra um componente
amildide  caracteristico do disturbio seleccionado ¢é
determinada, e uma quantidade de imunorreactividade no soro
do paciente pelo menos guatro vezes supericr um nivel de
controlo base de imunorreactividade no soro constitul um
indicador para um progndstico de uma melhoria do estado no
que diz respeito ao disturbio amildide particular. De
acordo com  variantes preferidas, a quantidade de
imunorreactividade contra o] componente amildide
seleccionado que estd presente no soro do paciente ¢é
caracterizada por um titulo no soro pelo menos de 1:1000,
ou pelo menos de 1:5000, no que diz respeito ao componente
amildide,

Ainda de acordo com um aspecto associado, a invencao
descreve ainda métodos designados por “imunizacao passiva”
e composicdes farmacéuticas para a prevengdo ou para o
tratamento de doengas amildides. De acordo com este
aspecto, € administrado acs pacientes uma dosagem eficaz de
um anticorpo que se liga especificamente a um componente
amildide seleccionado, de preferéncia um componente fibrila
que esteja presente em depdsitos amildides caracteristicos
da doenga que se pretende tratar. De um modo geral, tais
anticorpos sdao seleccionados em funcdo da sua aptiddo para
se ligar especificamente a diversas proteinas, péptidos e
componentes, descritos nas composig¢des farmacéuticas e
métodos dos paragrafos anteriores desta secgdo. De acordo

com uma variante associada, tais métodos e composicdes



10

podem compreender combinac¢des de anticorpos que se ligam
pelo menos a dois componentes fibrila amildide. De um modo
geral, as composicbes farmacéuticas sdo administradas para
se proporcionar uma quantidade de imunorreactividade no
soro contra o componente amildéide alvo, a qual € pelo menos
quatro vezes superior do gque um nivel de imunorreactividade
no soro contra o componente, determinado numa amostra de
soro de controlo. Os anticorpos também podem ser
administrados com um veiculo, conforme aqui descrito. De um
modo geral, de acordo com este aspecto da invencdo, tais
anticorpos serao administrados (ou formulados para
administracdao) por via peritoneal, oral, intranasal,
subcuténea, intramuscular, tépica ou intravenosa, mas podem
ser administrados ou formulados para uma administrag¢do por
qualquer via farmaceuticamente eficaz (isto é, eficaz para
a producdo dos nivels terapéuticos indicados, conforme aqui
referido antes).

De acordo com variantes preferidas, o0s regimes de
imunizacgao descritos antes podem compreender a
administracdo de agentes, incluindo anticorpos, em dosagens
miultiplas, tais como ao longo de um periodo de 6 meses, tal
como uma imunizac¢do inicial sequida de injecgdes de reforgo
em intervalos de tempo, tais como intervalos de 6 semanas,
de acordo com métodos conhecidos na especialidade, ou de
acordo com as necessidades do paciente, conforme
determinado pela resposta imunoldgica. Em alternativa, ou
suplementarmente, tais regimes podem compreender a
utilizacdo de formulagdes de “libertacdo prolongada”, tais
como sdo conhecidas na especialidade.

Estes e outros objectos e caracteristicas da invencdo

irdo ser mais evidentes apds a leitura da seguinte
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descricdo minuciosa da invencdo, em conjunto com 0S

desenhos anexos.

Descrigdo abreviada das figuras

Fig. 1: titulo de anticorpos num murganho transgénico
apés injeccdo com ARl-42,

Fig. 2: carga amildide no hipocampo. A percentagem de
drea da regidc do hipocampo ocupada por placas amildides,
definida pela sua reactividade <com o anticorpo 3D6
monoclonal especifico de AR, foi determinada por meio de
andlise quantitativa de imagem assistida por computador de
secgBes do cérebro imuno-reagidas. Os valores para os
murganhos individuais sao apresentados por grupo de
tratamento. A linha horizontal para cada grupo indica o
valor da mediana da distribuicgao.

Fig. 3: distrofia neuritica no hipocampo. A
percentagem de A4rea da regido do hipocampo ocupada por
neurites distréficas, definida pela sua reactividade com o
anticorpo B8E5 monoclonal especifico de APP humano, foi
determinada por meio de andlise quantitativa de imagem
assistida por computador de secgbes do cérebro imuno-
reagidas. Os wvalores para 0s murganhos individuais sao
apresentados para o grupo tratado com AN1792 e para o grupo
de controlo tratado com PBS. A linha horizontal para cada
grupc indica o valor da mediana da distribuicédoc.

Fig. 4: astrocitose no coértex retroesplenial. A
percentagem de Area da regidc cortical ocupada por
astrécitos positivos para proteina acidica fibrilar glial-
astrdécitos (GFAP) foil determinada por meic de andlise
guantitativa de imagem assistida por computador de sec¢des

do cérebro imuno-reagidas. Os valores para o0s murganhos
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individuais sao apresentados para o grupc de tratamento e
os valores da mediana do grupo sao indicados pela 1linha
horizontal.

Fig. 5: média geométrica dos titulos de anticorpos
para APR42 apds imunizacdo com oito doses de ABR42
(YAN1792"), contendo 0,14, 0,4, 1,2, 3,7, 11, 33, 100 ou
300 pg.

Fig. 6: c¢inética da resposta de anticorpos a
imunizacao com AN1792. Os titulos sdo expressos como médias
geométricas dos valores obtidos para os 6 animais de cada
grupo.

Fig. 7: andlise quantitativa da imagem da carga
amildéide cortical em murganhos tratados com PBS e AN1792.

Fig. 8: andlise quantitativa da imagem da carga de
placas neuriticas em murganhos tratados com PBS e AN1792.

Fig. 9: andlise quantitativa da imagem da percentagem
do cdértex retroesplenial ocupado por astrocitose em
murganhos tratados com PBS e AN1792.

Fig, 10: ensaio de proliferacdo de linfécitos em
células do ba¢o de murganhos tratados com AN1792 (painel
superior) ou tratados com PBS (painel inferior).

Fig. 11: niveis totais de AP no cdédrtex cerebral. Um
grafico de dispersdao dos perfis individuais de AB em
murganhos imunizados com AP ou com derivados de APP
combinados com adjuvante de Freund.

Fig. 12: carga amildéide no c¢odrtex, determinada por
andlise quantitativea de imagem de secgdes do cérebro imuno-
reagidas para murganhos imunizados com os conjugados do
péptido AR, ABRl-5, AP-12 e APR13-28; o AP de comprimento
completo abrange AR42 (“AN1792") e APL1-40 (“AN1528") e o

grupo de controlo tratado com PBS.
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Fig. 13: média geométrica dos titulos do anticorpo
especifico de AP para grupos de murganhos imunizados com
derivados de AR ou de APP combinados com adjuvante de
Freund.

Fig. 14: média geométrica dos titulos do anticorpo
especifico de AP para grupos de cobaias imunizados com
AN1792, ou com um seu derivado palmitoilado, combinado com
diversos adjuvantes.

Fig. 15: niveis de AP no coértex de murganhos PDAPP com
12 meses de idade tratados com AN1792 ou AN1528 com
diversos adjuvantes.

Fig. 16: titulo médio de murganhos tratados com
anticorpo policlonal para AR.

Fig. 17: tituloc médio de murganhos tratados com
anticorpo monoclonal 10D5 para Ap.

Fig. 18: titulc médio de murganhos tratados com

anticorpo monoclonal 2F12 para Af.

Descrigdo minuciosa da invengédo

A, Definicgbes

Salvo quando indicado de outro modo, todos os termos
aqui utilizados na presente invencdo possuem as
significag¢des habituais do conhecimento dos especialistas
na matéria. Em particular refere-se a obra de Sambrook, et
al. (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual (Second
Edition), Cold Spring Harbor Press, Plainview, N. Y. e de
Ausubel, F. M., et al. (1998) Current Protocols in
Molecular Biology, John Wiley & Sons, New York, NY, para as
definigbes, termos da especialidade e métodos convencionais

conhecidos nas especialidades de bioguimica e de biologia
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molecular. Faz-se observar que a presente invencdo ndo estéd
limitada pelos métodos, protocolos e reagentes particulares
descritos, uma vez que estes podem ser alterados para se
obter o mesmo resultado.

O termo “adjuvante” designa um composto que no caso de
ser administrado em conjunto com um antigénio, aumente a
resposta imune ao antigénio, mas que no caso de ser
administrado por si s& ndo crie uma resposta imune ao
antigénio. Os adjuvantes podem aumentar uma resposta imune
por diversos mecanismos, 1incluindoc o© recrutamento de
linfécitos, a estimulagdo de células B e/ou T e a
estimulacdo de macrdéfagos.

0O termo “doenga amildide” ou “amiloidose” designa
qualquer um dos diversos disturbios que compreendem como
sintoma ou como parte da sua patologia a acumulac¢do ou a
formacao de placas amildides.

L  expressdao ‘“placa amildide” designa um depdsito
extracelular constituido principalmente  por fibrilas
proteindceas, De um modo geral, as fibrilas sSao
constituidas por uma proteina ou um péptido dominante; no
entanto, a placa também podem compreender componentes
suplementares, tals como moléculas peptidicas ou nao
peptidicas, conforme aqui descrito.

L expressdo “componente amildide” designa qualquer
entidade molecular que esteja presente numa placa amildide,
incluindo as porgdes antigénicas de tals moléculas. Os
componentes amildides compreendem, mas sem que 1isso
constitua qualguer limitacéo, proteinas, péptidos,
proteoglicanos e hidratos de carbono. A expressdo

“componente  amildide especifico” designa uma entidade
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z

molecular que é encontrada principalmente ou exclusivamente
na placa amildide relevante.

O termo "agente” designa uma molécula quimica de
origem sintética ou bioldgica. No contexto da presente
invengao, um agente é normalmente uma molécula que pode ser
utilizada numa composigao farmacéutica.

A expressdao “agente anti-amiléide” designa um agente
que ¢ capaz de produzir uma resposta imune contra um
componente da placa amildéide num sujeito vertebrado, quando
administrado por meioc de técnicas de imunizag¢do activas ou
passivas.

Os termos “polinucledtido” e *“acido nucleico”, tal
como aqui utilizados interpermutavelmente, designam uma
molécula polimérica que possul uma estrutura que suporta
bases que sejam capazes de efectuar pontes de hidrogénio a
polinucledétidos tipicos, em gque a estrutura do polimero
apresenta as bases de um modo tal que permite tal ponte de
hidrogénio numa sequéncia especifica entre a molécula
polimérica e um polinucledtido tipico (v.g., ADN de cadeia
simples). Tipicamente, tais bases sao inosina, adenosing,
guanosina, c¢itosina, uracilo e timidina. As moléculas
poliméricas incluem ADN e ARN de cadeia simples e dupla, e
as suas modificagdes estruturais, por exemplo, 1ligagdes
metilfosfonato.

0O termo “polipéptido”, tal como aqui wutilizado,
designa um composto obtido a partir de uma cadeia simples
de residuos de amincdcido ligados por ligagdes peptidicas.
0 termo “proteina” pode ser sindénimo do termo “polipéptido”
ou pode designar um complexo de dois ou mais polipéptidos.

0O termo “péptido” também designa um composto

constituido por residuos de aminodcido ligados por ligagdes
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peptidicas. De um modo geral, os peéptidos saoc constituidos
por 100 ou menos aminoadcidos, ao passo que os polipéptidos
ou as proteinas possuem mais de 100 aminodcidos. Tal como
aqui utilizado, o termo *“fragmento proteico” também pode
ser interpretado como um péptido.

A expressdo “péptido fibrilar” ou “proteina fibrilar”
designa uma forma monomérica ou agregada de uma proteina ou
de um péptido que forma as fibrilas presentes nas placas
amildides. Sdo aqul proporcionados exemplos de tais
péptidos e proteinas.

A  expressdo “composicao farmacéutica” designa uma
composicgdo quimica ou bioldgica adequada para administracdo
a um individuo mamifero. Tais composigdes podem ser
especificamente formuladas para administracdo por meio de
uma ou de diversas vias, incluindo, mas sem que 1550

constitua qualquer limitacdo, as vias oral, parentérica,

intravenosa, intra-arterial, subcuténea, intranasal,
sublingual, intraespinal, intracerebroventricular e
semelhantes.

A expressdao *excipiente farmacéutico” ou “excipiente
farmaceuticamente aceitédvel” designa um veiculo,
normalmente um liquido, no gual o agente terapéutico activo
¢ formulado. De um modo geral, © excipiente naoc proporciona
qualguer actividade farmacoldégica a formulagdo, embora
possa proporcionar estabilidade quimica e/ou biocldgica,
caracteristicas de libertacdo e semelhantes. E possivel
encontrar formulacgdes exemplificativas, por exemplo, na
obra Remington's Pharmaceutical Sciences, 19a Ed.,

Grennaro, A., Ed., 1995.
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O termo “glicoproteina” designa uma proteina a qual se
encontra covalentemente ligada pelo menos uma cadeia de
hidrato de carbono (oligopolissacdrido).

0O termo “proteoglicano” designa uma glicoproteina em
gue pelo menos uma das cadeias de hidrato de carbono € um

glicosaminoglicano, o qual é um polimero linear comprido de

D~

dissacaridos repetidos, em que um membro do par

D~

normalmente um acido de acticar (acide urdnico) e o outro
um agucar amino.

O termo resposta “imunoldgica” ou “imune” ou
“imunogénica” designa o desenvolvimento de uma resposta
humoral (mediada por anticorpos) e/ou celular (mediada por
células T especificas do antigénic ou o0s seus produtos de
secrecdo) dirigida contra um antigénio num individuo
vertebrado. Tal resposta pode ser uma resposta activa
induzida pela administracdoc de imunogéniocs ou uma resposta
passiva induzida pela administragao de anticorpos ou de
células T desencadeadas. Uma resposta imune celular é
ilustrada pela apresentacdo de epitopos polipeptidicos
associados a moléculas de MHC de classe I ou de classe II
para activar células T auxiliares CD4' especificas do
antigénio e/ou células T citotdéxicas CD8'. A resposta
também pode implicar a activagdo de mondécitos, macréfagos,
células NK, basdéfilos, células dendriticas, astrécitos,
células microgliais, eosindéfilos ou outros componentes de
imunidade natural. A presenga de uma resposta imunoldgica
mediada por células pode ser determinada por meioc de
ensaios de proliferacdo convencionais (células T CD4") ou
por ensaios CTL (linfdécito T citotdxico) conhecidos na
especialidade. As contribuig¢des relativas das respostas

humoral e celular para o efeito protector ou terapéutico de
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um imunogénio podem ser distinguidas por meio do isolamento
em separado de fracgdes de imunoglobulina (IgG) e de
células T a partir de um animal singénico imunizado e
determinacdo do efeito protector ou terapéutico num segundo
sujeito.

A expressdo *“agente imunogénico” ou “imunogénic” ou
“antigénio” designa uma molécula que é capaz de induzir uma
resposta imunoldgica contra ela propria apds a
administragdo a um paciente, gquer em conjunto com um
adjuvante quer na auséncia deste. Como exemplos de tais
moléculas refere-se péptidos de fibrila amildide, ou seus
fragmentos, conjugados com um veiculo proteico, tal como
hemocianina de diodora apertura, Cd3 ou toxina do tétano.

O termo “epitopo” ou determinante antigénico” designa
uma parte de um antigénio que se liga a regido de ligacao
do antigénio de um anticorpo.

Os termos “AR"”, “péptido AR” e péptido “amildide B~
sdo sindénimos e designam um ou vVvArias composigdes de
péptidos com cerca de 38 a 43 aminodcidos, obtidas a partir
de proteina precursora de amildéide B (B-APP), conforme aqui
descrito. O termo “APxx” designa um péptido amildide [ 1-
XX, €em gque xxX representa um numero que indica o numero de
amincacidos no péptido; v.g., AB42 ¢é idéntico a ARl/42, o
qual também ¢ aqui designado por “AN1792"” e o termo APR40 é
idéntico a AB1-40, o qual ¢ agui designado por “AN1578".

A  expressdao AP desagregado ou monomérico designa
unidades peptidicas monoméricas soluveis e Af. Um método
para a preparagdo de AP consiste na dissclugdo de um
péptido liofilizado em DMSO puro com ultra-sons. A solugdo
resultante ¢ centrifugada para se remover guaisquer

particulados insocluveis. O AP agregado ¢ uma mistura de
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oligdmeros, na qual as unidades monoméricas sdo mantidas em
conjunto por ligag¢des nao covalentes.,

A expressdo “polinucledtido desguarnecido” designa um
polinucledétido que nac foi complexado com materiais
coloidais. Os polinucledtidos desguarnecidos s3ao por vezes
clonados num vector plasmideo.

O termo *“paciente” compreende seres humanos e outros
mamiferos que sdo submetidos a um tratamento profildctico
ou terapéuticos.

As expressdes “significativamente diferente de”,
“estatisticamente significativa”, “significativamente
superior (ou inferior) a” e frases semelhantes designam
comparag¢des entre dados ou outras medigdes, em que as
diferencas entre os dois individuos ou grupos comparados
sdo evidente ou razoavelmente diferentes para um observador
treinado ou entao sdo estatisticamente significativas (se a
frase incluir o termo “estatisticamente” ou no caso de
existir alguma indicag¢dao de um teste estatistico, tal como
valor p, ou no caso de os dados, quando analisados,
produzirem uma diferenca estatistica em testes estatisticos
convencionais conhecidos na especialidade).

As composigbes ou métodos que “compreendem” um ou mais
elementos referidos podem incluir outros elementocs que nao
foram especificamente referidos. Por exemplo, uma
composigdo gque compreende um componente peptidico de
fibrila abrange o péptido iscladoc e o péptido como
componente de uma sequéncia de polipéptido mais comprida.
Num outro exemplo, uma composicdo que compreenda oS
elementos A e B também compreende uma composicdo

constituida por A, B e C.
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B. Doencas amildides

1. Visdo geral e patogénese

As doengas amildides ou amiloidoses compreendem
diversas doengas que apresentam vAarios sintomas aparentes.
Estes distirbios apresentam em comum a presenca de
depdsitos extracelulares anormais de fibrilas de proteinas,
designados por “depdsitos amildides” ou “placas amildides”,
gue possuem normalmente um difmetro de cerca de 10-100 um e
que estdo localizadas em o6rgdos ou em regides de tecidos
especificos. Tals placas sdao constituidas principalmente
por proteinas ou péptidos soltveis que ocorrem
naturalmente. De um modo geral, estes depdsitos insollveis
sao constituidos por agregadocs laterais de fibrilas que
possuem um didmetro aproximado de 10 a 15 nm. As fibrilas
amildides produzem uma birrefringéncia verde maca
caracteristica em luz polarizada, quando manchadas com o
corante vermelho do Congo. Os disturbios sdo classificados
com base nos componentes fibrila principais que formam os
depdsitos de placas, conforme a seguir se descreve.

Os péptidos ou as proteinas que formam os depdsitos de
placas sao muitas vezes produzidos a partir de uma proteina
precursora mais comprida. Mais especificamente, a
patogénese dos depdsitos de fibrila amildide implicam
geralmente a clivagem proteclitica de uma proteina
precursora “anormal” em fragmentos. De um modo geral, estes
fragmentos agregam-se em folhas franzidas anti-paralelas f;
no entanto, foram jéd descritas formas ndo agregadas de
proteinas precursoras gque agregam e formam fibrilas em

polineuropatias amildéides familiares (variantes de fibrilas
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de transtiretina) e em amiloidoses associadas a didlise

(fibrilas e microglobulina B;) (Tan, et al., 1994, supra).

2, Sindromes clinicas

Esta sec¢do proporciona descrigdes para oS  tipos
principais de amiloidoses, incluindo as suas composicgdes de
placas de fibrila caracteristicas. De acordo com a presente
invengao, concluiu-se que as doencas amildides podem ser
tratadas por meio da administragdo de agentes gue servem
para a estimulacdo de uma resposta imune contra um
componente ou componentes dos diversos depdsitos amildides
especificos das doencas. Tal Como descrito mais
minuciosamente na secgdo C infra, tais componentes Ssao
preferencialmente constituintes das fibrilas que formam as
placas. As secgdes seguintes servem para exemplificar as

formas principais de amiloidoses.

a. Amiloidose AA (reactiva)

De um mode geral, as fibrilas AMINOACIDO séo
constituidas por fragmentos com 8000 dalton (péptido ou
proteina AMINOACIDO) formados pela clivagem proteolitica da
proteina amildéide A do soro (apoSsAa), que € uma
apclipoproteina de circulagdo que estda presente em
particulas de HDL, a qual é sintetizada nos hepatdédcitos em
resposta a citoquinas, tais como IL-1, Il-6 e TNF. A
deposicao pode ser espalhada pelo corpo, sendo
preferencialmente em d6rgdos parenguimais. O bacgo constitui
normalmente um local de deposigao, também sendo possivel
afectar o figado. A deposicdo também é habitual no coracgdo

e no tracto gastrointestinal.
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As doencas amildides AA incluem, mas sem gue 1sso
constitua qualquer limitagdo, doengas inflamatdrias, tais
como artrite reumatdide, artrite juvenil crénica,
espondilite anquilcsante, psoriase, artropatia psoriatica,
sindrome de Reiter, doenca de Still do adulto, sindrome de
Behcet e doenga de Crohn. Os depdsitos de AA também sao
produzidos como resultado de infec¢Bes microbianas crénicas,
tais como lepra, tuberculose, bronquiectasia, Ulceras
decubita, pielonefrite croénica, osteomielite e doenga de
Whipple. HA determinados neoplasmas malignos que podem dar
origem a depdsitos amildéides de fibrila AA. Estes
compreendem patologias, tais como linfoma de Hodgkin,
carcinoma renal, carcinomas do intestino, do pulmdo e do
tracto uretogenital, carcinoma das células basais e

leucemia de células pilosas.

b. Amiloidoses AL

De um modo geral, a deposicdo amildide AL estéd
associada praticamente com todas as discrasias da linhagem
de linfécitos B, desde malignidade de células do plasma
(mieloma multiplo) até gamopatia monoclonal benigna. Por
vezes, a presenga de depdsitos amildides pode constituir um
indicador primdrio de discrasia subjacente.

As fibrilas de depdsitos amildides AL sdo constituidas
por cadeias leves de imunoglobulina mcnoclonal, ou seus
fragmentos. Mais especificamente, os fragmentos sdo obtidos
a partir da regido do terminal N da cadeia leve (x ou A) e
contém a totalidade ou parte do seus dominio variavel (V).
De um modo geral, os depdsitos ocorrem em tecidos
mesenquimais, provocando neuropatia periférica e

autondémica, sindrome do tunel <céarpico, macroglossia,



23

cardiomiopatia restrictiva, artropatia das articulacdes
largas, discrasias imunes, mielomas, bem como discrasias
ocultas. No entanto, faz-se observar que podem estar
implicados praticamente todos os tecidos, em particular

¢rgdos viscerais, tals como o coracao.

c. Amiloidoses sistémicas hereditdrias

HA muitas formas de amiloidoses sistémicas hereditdrias.
Embora sejam patologilas relativamente raras, o inicio dos
sintomas em adultos e 0s seus padrbes de hereditariedade
(normalmente dominantes autossémicas) provocam uma
persisténcia de tais distlrbics na populagdo geral. De um
modo ¢geral, as sindromes sdo atribuiveis a mutagdes
pontuais na proteina precursora que provoca a producdo de
variantes de péptidos ou proteinas amiloidogénicos. No
quadro 2 encontra-se agrupada a composicdo de fibrila de

formas exemplificativas destes disturbios.

Quadro 2
Amiloidoses hereditarias®
Péptido/Proteina de Variante Sindrome clinica
fibrila genética
Transtiretina e Met30 e muitas | Polineuropatia amildéide familiar
fragmentos (ATTR) outras (FAP), (principalmente nervos
periféricos)
Transtiretina e Thr45, Ala60, Envolvimento cardiaco
fragmentos (ATTR) Ser84, Metlll, | predominante na auséncia de
Ilel2?2 neuropatia
Fragmento N-terminal de | Argz6 Polineuropatia amildide familiar
apolipoproteina Al (FAP), (principalmente nervos
(apoAI) periféricos)
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Amiloidoses hereditérias®

Péptido/Proteina de
fibrila

Variante

genética

Sindrome clinica

Fragmento N-terminal de

Arg26, Arg50,

Tipo Ostertag, ndo neuropdtica

apolipoproteina Al Arg60, outros (envolvimento visceral
(apoAl) predominante)
Lisozima (Alys) Thr56, His67 Tipo Ostertag, ndo neuropdtica

(envolvimento visceral

predominante)

Fragmento de cadeia «

de fibrogénio

Leub554, Valb526

Tipo Ostertag, ndo neuropdatica

(envolvimento visceral

predominante)
Fragmento gelsolina Asnl87, Tyrl87 | Neuropatia craniana com
(Agel) distrofia reticulada da cérnea
Fragmento de cistatina Glu68 Hemorragia cerebral hereditaria
C (angiopatia amiléide cerebral) -
tipo islandés
Proteina PB-amiléide G1ln693 Hemorragia cerebral hereditaria
(AB) obtida a partir da (angiopatia amiléide cerebral) -
proteina precursora tipo alemao
amildide (APP)
Proteina B-amiléide Ile717, Doenca de Alzheimer familiar
(AB) obtida a partir da | Phe717, Gly717
proteina precursora
amildide (APP)
Proteina B-amiléide Asn670, Leub7l | Deméncia familiar - provavel
(AR) obtida a partir da doenga de Alzheimer
proteina precursora
amildide (APP)
Proteina do priao (PrP) | LeulO2, Doenga de Creutzfeldt familiar;
obtida a partir da valle7, sindrome Gerstmann-Straussler-
proteina precursora Asnl78, Lys200 | Scheinker (encefalopatias

PrP, com insercao 51-91

espongiformes hereditéarias,

doengas do priao)

AA obtida a partir da
proteina amildide A do

soro (ApoSSA)

Febre do mediterréanea familiar,
envolvimento renal predominante

(autossémico recessivo)
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Amiloidoses hereditérias®

Péptido/Proteina de Variante Sindrome clinica
fibrila genética

AA obtida a partir da Sindrome de Muckle-Well,

proteina amildide A do nefropatia, surdez, urticéria,

soro (ApoSSA) dor lombar

Desconhecido Cardiomiopatia com paragem
auricular persistente

Desconhecido Depdsitos cutaneos (bulosos,
papulares, pustulodérmicos)

a

Dados obtidos a partir de Tan & Pepys, 1994, supra.

Os dados apresentados no quadro 2 sao exemplificativos
e nao pretendem limitar o dmbito da invengdo. Por exemplo,
foram ja descritas 40 mutagdes pontuails em separado para o
gene da transtiretina, todas as quais dao origem a formas
semelhantes de polineuropatia amildide familiar.,

A transtiretina (TTR) ¢ uma proteina com 14
quilodaltons que é por vezes designada como prealbumina. E
produzida pelo figado e pelo plexo cordide e tem como
fungdo o transporte de hormonas da tirdide e de vitamina A.
Pelo menos 50 wvariantes da proteina, todas elas
caracterizadas por alteracdo de um uUnico aminodcido, séo
responsaveis pelas diversas formas de polineuropatia
amildéide familiar. Por exemplo, a substituicdo de prolina
por leucina na posigdo 55 d& origem uma @ forma
particularmente progressiva de neuropatia; a substituicao
de metionina por leucina na posigdo 111 d& origem a uma
cardiopatia grave em pacientes dinamarqueses. 0Os depdsitos
amildides isolados de tecido do coracao de pacientes com
amilcocidose sistémica revelaram que o©os depdsitos séao
constituidos por uma mistura heterogénea de TITR e de seus

fragmentos, designados colectivamente por ATTR, cujas
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sequéncias de comprimento completo foram jéd caracterizadas.
Os componentes de fibrila de ATTR podem ser extraidos a
partir de tais placas e ¢é possivel determinar a sua
estrutura e sequéncia de acordo com métodos conhecidos na
especialidade (v.g., Gustavsson, A., et al., Laboratory
Invest. 73: 703-708, 1995; Kametani, F., et al., Biochem.
Biophys. Res. Commun. 125: 622-628, 1984; Pras, M., et al.,
PNAS 80: 53942, 1983).

Pessoas com mutagdes pontuais na molécula de
apoliproteina AI (v.g., Gly -> Arg26; Trp —-> Arg50; Leu ->
Arg60) exibem uma forma de amiloidose (“de tipo Ostertag”),
que é caracterizada por depébsitos da proteina
apclipoproteina AI ou seus fragmentos (ARpoAI). Estes
pacientes possuem niveils reduzidos de lipoproteina de
elevada densidade (HDL) e apresentam uma neuropatia
periférica ou uma insuficiéncia renal.

Uma nmutagao na cadeia o da enzima lisozima (v.g., Ile
-> Thrb6 ou Asp -> Hisb7) constitui a base de outra forma
de amildide hereditdria ndo neuropatica de tipo Ostertag
gue foil exibida por familias 1nglesas. Neste caso, as
fibrilas da proteina lisozima mutante (Alys) 540
depositadas e o©s pacientes exibem normalmente uma fungao
renal deficiente. Esta proteina, ao contrdrio da maior
parte das proteinas formadoras de fibrila aqui descritas,
estd normalmente presente numa forma completa (ndo
fragmentada) (Benson, M. D., et al. CIBA Fdn. Symp. 199:
104-131, 1996).

O péptido p-amildide (AB) € um péptido com 39 a 43
amincdcidos obtido por protedlise de uma proteina comprida,
conhecida como proteina precursora p-amiléide (BAPP). As

mutacdes na PAPP dao origem a forma familiares da doencga de
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Alzheimer, da sindrome de Down e/ou de deméncia senil,
caracterizadas pela deposigao cerebral de placas
constituidas por fibrilas de AR e outros componentes, OS
guals sao a seguir descritos mais minuciosamente. Mutagdes

conhecidas na APP associadas a doencga de Alzheimer ocorrem

junto azos locais de clivagem de secretase p ou Y ou dentro
de AR. Por exemplo, a posigdo 717 estd junto ao local de

clivagem de secretase Y de APP no seu processamento para AP
e as posigdes 670/671 estdo junto ao local de clivagem de
secretase (. As mutagdes de qualquer destes residuos podem
resultar na doen¢a de Alzheimer, presumivelmente devido a
um aumento da forma de 42/43 aminodcidos de AB gerada a
partir de APP. A estrutura e a sequéncia de péptidos AP de
varios comprimentos sdc bem conhecidas na especialidade.
Tais péptidos podem ser preparadcs por métodos conhecidos
na especialidade (v.g., Glenner e Wong, Biochem Biophys.
Res. Comm. 129: 885-890, 1984; Glenner e Wong, Biochem
Biophys. Res. Comm. 122: 1131-1135, 1984). Além disso, ha
diversas formas dos péptidos que se encontram comercialmente
disponiveis.

A sinucleina é uma proteina associada a sinapse que se
assemelha a uma apoliproteina e existe em abundédncia nos
terminais citossélicos neuronais e pré-sindpticos. Um
fragmento peptidico obtido a partir de sinucleina a,
designado por NAC, também ¢ um componente das placas
amildides da doenc¢a de Alzheimer. (Clayton, et al., 1998).
Este componente também serve como alvo para tratamentos com
base imunoldgica da presente invengdo, conforme descrito
minuciosamente infra.

A gelsolina é uma proteina de ligagdo ao calcio que se

liga a fragmentos de filamentos de actina. As muta¢des na
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posicao 187 (v.g., Asp -> Asn; Asp -> Tyr) da proteina dao
origem a uma forma de amiloidose sistémica hereditaria,
normalmente encontrada em pacientes da Finlandia, bem como
em pessocas da Alemanha ou do Japao. Em individuos que
padecem desta doenca, as fibrilas formadas a partir de
fragmentos de gelsolina (Agel), sa0 normalmente
constituidas por 173 a 243 aminoacidos (fragmento do
terminal carboxi de 68 kDa) e sao depositadas em vasos
sanguineos e em membranas basais, dando origem a distrofia
da cdérnea e a neuropatia craniana que progride para
neuropatia periférica, alteracgbes distréficas na pele e
deposigdo em outros drgdos. (Kangas, H., et al. Human Mol.
Genet. 5 (9): 1237-1243, 1996).

Outras proteinas mutadas, tais como a cadeia o mutante
de fibrogénio (AfibA) e a cistatina C mutante (Acys) também
formam fibrilas e produzem disturbios hereditdrios
caracteristicos. As fibrilas de AfibA formam depdsitos
caracteristicos de um amildéide hereditdrio ndo neuropédtico
com doenga renal; os depdsitos de Acys sac caracteristicos
de uma angiopatia amildide cerebral hereditdria encontrada
na Islédndia. (Isselbacher, et al., Harrison's Principles of
Internal Medicine, McGraw-Hill, San Francisco, 1995;
Benson, et al., supra.). Pelo mencs em alguns <¢asos, O0S
pacientes com angiopatia amildide cerebral (CAA) tém
demonstrado possuir fibrilas amildéides que contém uma forma
nac mutante de cistatina C em conjunto com a proteina f.
(Nagai, A., et al. Molec. Chem. Neuropathol. 33: 63-78,
1998) .

Determinadas forma da doengca do pridoc sao agora
consideradas como sendo hereditdrias, totalizando até 15%

dos casos, as quais se pensava 1inicialmente que possuiam
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uma natureza predominantemente infecciosa. (Baldwin, et
al., em Research Advances 1in Alzheimer's Disease and
Related Disorders, John Wiley and Sons, New York, 1995). Em
tais disttrbios do prido, os pacientes desenvolvem placas
constituidas por isoformas anormais da proteina do prido
normal (PrP°). Uma isoforma mutante predominante, Prp°c,
também designada por AScr, difere da proteina celular
normal na sua resisténcia a degradacdo de protease, na
insolubilidade apds extracgdo com detergente, na deposigado
em lisossomas secunddrios, na sintese pds-tradugdc e no
contetdo de folhas franzidas (. Foli ja estabelecida a
ligacdo genética pelo menos para cinco mutagdes que dao
origem a doenca de Creutzfeldt-Jacob (CJD), sindrome de
Gerstmann-Straussler-Scheinker (GSS) e a insdnia familiar
fatal (FFI). (Baldwin) Os métodos para a extracgdo de
péptidos de fibrila a partir de fragmentos de fibrilas, a
determinacdo de seguéncias e a preparagao de tais péptidos
sao conhecidas na especialidade (v.g., M., et al, J. Gen.
Virol., 76: 2567-76, 1995),

Por exemplo, uma forma de G3S foi associada a uma
mutacao de PrP no codac 102, ao passo que a GSS
telencefalica é segregada com uma mutacdo no coddo 117. As
mutacdes nos codbes 198 e 217 ddo origem a uma forma de GSS
em gue as placas neuriticas caracteristicas da doenga de
Alzheimer contém PrP em vez do péptido AB. Foram Ja
associadas determinadas formas de CJD familiar a mutacgdes
nos coddes 200 e 210; foram encontradas mutacdes nos coddes

129 ¢ 178 em CJD e FFI familiar. (Baldwin, supra).

d. Amiloidose sistémica senil
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A deposicdo amildide, quer sistémica quer 1local,
aumenta com a idade. Por exemplo, as fibrilas de
transtiretina (TTR) de tipo selvagem sao normalmente
encontradas no tecido do coragdao de individuos idosos.
Estas podem ser assintomdaticas, clinicamente silenciosas ou
podem provocar uma paragem cardiaca. Os depdsitos locais
fibrilares assintomdticos também podem ocorrer no cérebro
(AB), nos corpos amildceos da proéstata (microglobulina

APR;), nas articulagdes e nas vesiculas seminais.

e. Amiloidose cerebral

A deposicgdo local de amildide é frequente no cérebro,
em particular em individuos idosos. O tipo mais frequente
de amildide no cérebro ¢é constituido principalmente por
fibrilas do péptido AR, dando origem a deméncia ou a doenga
de Alzheimer esporddica (ndo hereditaria). De facto, a
incidéncia da doenga de Alzheimer esporddica excede
bastante as formas hereditdrias. As fibrilas de péptidos
gue forma estas placas sdo Dbastante semelhantes as
descritas antes, no que diz respeito as formas hereditédrias

da doencga de Alzheimer (DA).

f. Amiloidose associada a didlise

As placas constituidas por microglobulina B, (ARzM)
desenvolvem—-se normalmente em pacientes que sdo submetidos
a hemodidlise ou didlise peritoneal durante periodos
longos. A microglobulina B; € um polipéptido com 11,8 kDa e
é a cadeia leve de antigénios MHC de classe I, 0s quais
estdoc presentes em todas as células do ntclec. Em
circunsténcias normais, ¢ continuamente vertida a partir

das membranas celulares e é normalmente filtrada pelo rim.
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A deficiéncia na limpeza, tal como no saco da fungdo renal
deficiente, provoca a deposigao no riam e em outros locais
(principalmente em tecidos ricos em colagénio das
articulacdes). Ao contrario de outras fibrilas de
proteinas, as moléculas de Ap;M estdoc normalmente presentes

numa forma nado fragmentada nas fibrilas. (Benson, supra).

g. Amiloidose derivadas de hormonas

Os 6rgaos enddcrinos podemn ancorar depdsitos
amildides, em particular em individuos idosos. Os tumores
que segregam hormonas também podem conter placas amildides
derivadas de hormonas, cujas fibrilas sdo produzidas por
hormonas polipeptidicas, tais como calcitonina (carcinoma
medular da tirdide), 1lhéus de polipéptidos amildides
(amilina; que ocorrem na maior parte dos pacientes com
diabetes de tipo II) e péptidos natriuréticos auriculares
(amiloidose auricular isolada). As sequéncias e as
estruturas destas proteinas sao0 bem  conhecidas na

especialidade.

h. Amiloidoses diversas

Existem diversas outras formas da doenca amildide que
sdc normalmente manifestadas como depdsitos amildides
localizados. De um  modo geral, estas doencas Sao
provavelmente o resultado da producgdo localizada e/ou da
auséncia de catabolismo de precursores de fibrila
especificos ou de uma pré-disposigdo para um tecido
particular (tal como a articulacgdo) para um depdsito de
fibrila. Como exemplos de tal deposicdo idiopédtica refere-
se a amildéide AL nodular, amildide cutdnea, amildide

enddécrina e amildide associada a tumores.
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C. Composigdes farmacéuticas

Constitui a descoberta da presente invencdo dque as
composicdes capazes de provocar ou de proporcionar uma
resposta imune dirigida a determinados componentes das
placas amildides sao eficazes para o tratamento ou para a
prevencdo do desenvolvimento de doengas amildides. Em
particular, de acordo com a presente invengdo, € possivel
prevenir a progressdo, melhorar os sintomas e/ou reduzir a
carga de placas amildides em individuos afectados, no caso
de se administrar a um paciente uma dose imuno-estimuladora
de um agente anti-amildide, ou de um correspondente
reagente imune anti-amildéide. Esta sec¢do descreve agentes
anti-amildéides exemplificativos que produzem respostas
imunes activas e também passivas contra placas amildides e
proporciona dados exemplificativos que demonstram a
eficdcia do tratamento utilizando tais composicdes sobre a
carga de placas amildides.

De um modo geral, os agentes anti-amildides da
invengao sdao constituidos por um componente especifico da
placa, de preferéncia um componente formador de fibrila, o
gual ¢é normalmente uma proteina, um péptidc ou um seu
fragmento caracteristicos, conforme descritc na seccgdo
anterior e a seguir exemplificado. De um modo mais geral,
0s agentes terapéuticos utilizdvels na presente invencdo
produzem ou induzem uma resposta imune contra a placa ou,
mais especificamente, contra um seu componente de fibrila.
Assim sendo, tais agentes compreendem, mas sem que 13550
constitua qualquer limitagdo, o proéprio componente e suas
variantes, andlogos e miméticos do componente que induzem

e/ou interreagem com anticorpos do componente, bem como
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anticorpos ou células T que sao especificamente reactivas
com o componente amildide. De acordo com uma caracteristica
importante, as composicdes farmacéuticas nao sao
seleccionadas a partir de componentes nao especificos -
isto ¢, entre o0s componentes que estdo normalmente em
circulagao ou que estdo ubiquos em todo o corpo. A titulo
exemplificativo, a proteina amildéide do soro (SAP) é uma
glicoproteina que circula no plasma gque ¢é produzida no
figado e que se liga a mailoria das formas conhecidas de
depdsitos amildides. De preferéncia, as composicgdes
terapéuticas sdo dirigidas a este componente.

A inducdo de uma resposta imune podem ser activa, no
caso de se administrar um imunogénio para induzir
anticorpos ou células T reactivos com © componente num
paciente, ou passiva, no caso de se administrar um
anticorpo que se liga ele prdpric ac componente amildide
num paciente. Como agentes exemplificativos para a inducgao
ou para a produgcao de uma resposta imune contra as placas
amildides refere-se os descritos nas secgdes seguintes.

As composigBes farmacéuticas da presente invencgao
compreendem, para além do(s) agente(s) imunogénico(s), uma
quantidade eficaz de um adjuvante e/ou excipiente. Os
adjuvantes e excipientes farmaceuticamente eficazes e Tteis

sao bem conhecidos na especialidade, e encontram-se

descritos mais minucicsamente nas secgbes seguintes.

1. Agentes imuno-estimuladores (resposta imune activa)

a. Composicdes anti-fibrilares

Uma classe geral de agentes anti-amildides preferidos

¢ constituida por agentes obtidos a partir de proteinas de
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fibrila amildide. Tal como referido antes, a caracteristica
principal das doengas amildides é a deposicgac num drgac de
placas amildéides constituidas principalmente por fibrilas,
as quais, por sua vez, sao constituidas por proteinas ou
péptidos de fibrila caracteristicos. De acordo com a
presente invencdo, um tal componente proteina ou péptido de
fibrila constituli um agente util para a indugdo de uma
resposta imune anti-amildide.

Os quadros 1 e 2 agrupam proteinas formadoras de
fibrila exemplificativas que sdc caracteristicas de
diversas doencas amildides. De acordo com este aspecto, a
presente invengdo proporciona a administragcao a um
individuo afectado ou susceptivel de uma composig¢do imuno-
estimuladora que incluil a proteina ou o péptido de fibrila
adequado, proporcionando o tratamento terapéutico ou
profildctico da doenca amildide.

A titulo exemplificativo, o AP, também conhecido como
péptido p-amildide, ou péptido A4 (veja-se a patente de
invengdo norte-americana n°® 4 666 829; Glenner & Wong,
Biochem. Biophys. Res. Commun. 120, 1131 (1984)), & um
péptido com 39 a 43 aminocacidos, que € o componente
principal de placas caracteristicas da doenga de Alzheimer.
0 AR é gerado por meio do processamento de uma proteina APP

mals comprida através de duas enzimas, designadas por

secretases B e Yy (veja-se Hardy, TINS 20, 154 (1997)).

O exemplo 1 descreve o0s resultados de experiéncias
efectuadas para comprovar a presente inven¢do, nas quais o
péptido Ap42 fol administradec a murganhos transgénicos
heterozigdticos que sobreexpressam a APP humana com uma
mutacdo na posicdo 717. Estes murganhos, conhecidos como

“murganhos PDAPP”, exibem uma patologia do tipo Alzheimer e
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sao considerados um modelo animal para a doenca de
Alzheimer (Games, et al,, Nature 373: 523-7, 1995),
Conforme descrito minuciosamente no exemplo, estes
murganhos exibem uma neurcpatia de placas AP detectdvel nos
seus cérebros a partir dos 6 meses de idade, em que a
deposicdo das placas progride ao longo do tempo. Nas
experiéncias aqui descritas, administrou-se AB42 agregado
(AN 1792) a murganhos. A malor parte dos murganhos tratados
(7/9) ndo apresentava qualquer amiléide detectdvel nos seus
cérebros aos 13 meses de 1dade, em contraste com o0s
murganhos de controlo (injectados com soluto salinc ou nao
tratados), ©0s quais apresentavam uma carga amildide
significativa no cérebro a esta 1idade (Fig. 2). Estas
diferencas foram ainda mais pronunciadas no hipocampo (Fig.
3). Os murganhos tratados também exibiram titulos de
anticorpo no soro significativos contra AR (todos eles
superiores a 1:1000, 8/9 superiores a 1/10000; fig. 1,
quadro 3A). De um modo geral, os murganhos tratados com
soluto salino exibiram niveis de anticorpos contra AR 4 a 5
vezes inferiores para uma diluicdo de 1:100, para todos os
testes efectuados, ©pelo que se considerou gque nao
apresentavam uma resposta significativa em relacao do
controlo (quadro 3B). Estes estudos demonstraram que a
injecc¢do com o péptido AP formador de fibrila especifico
proporciona uma protecgdo contra a deposigdo de placas
amildides Af.

A proteina amildide do soro (SAP), ¢ uma glicoproteina
gque circula no plasma que ¢é produzida no figado e gque se
liga de um modo dependente do cdlcio a todas as formas de
fibrila amildéide, incluindo fibrilas de placas amildides

cerebrais na doenga de Alzheimer. Como parte das
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experiéncias subsequentes, injectou-se um grupo de
murganhos com SAP; estes murganhos apresentaram titulos no
soro significativos contra SAP (1:1000-1:30000), mas nao
apresentaram titulos no soro detectdvels contra o péptido
AB e verificou-se o desenvolvimento de neuropatologia de
placas cerebrais (fig. 2).

Outras experiéncias, descritas minuciosamente no
exemplo II, demonstraram a dependéncia da dose do efeito
imuncgénico das injecgdes de AP em murganhos tratados entre
as 5 semanas e o0s 8 meses de idade. Nestes murganhos, o0s
titulos médios no soro de anticorpos peptidicos anti-AB
aumentaram com © numerc de imunizacdes e com o aumento das
dosagens; no entanto, apds quatro imunizagdes, os titulos
no soro medidos cinco dias ap6s a imunizacdo nivelaram para
as doses superiores (1-300 ng) em niveis de cerca de
1:10000 (Fig. 5).

No exemplo III sao descritas experiéncias suplementares
para comprovar a presente invenc¢do, nas guais mnmurganhos
modelo PDAPP foram tratados com Af4Z2 com inicio num
determinado instante (cerca de 11 meses de idade) apds as
placas amildides Jja& estarem presentes nos seus cérebros.
Nestes estudos, os animais foram imunizados com AB42 ou com
soluto salino e foram sacrificados para se testar a carga
amildide com 15 ou 18 meses de idade. Conforme ilustrado na
fig. 7, as 18 meses de idade, os murganhos tratados com
AR42 exibiam uma média significativamente inferior de carga
de placa amildide (carga de placa, 0,01%) do gue os
controlos tratados com PBS com 18 meses de idade (carga de
placa, 4,7%) ou do que o0s animais ndo tratados com 12 meses
(0,28%), em que a carga de placa fol determinada por

andlise de imagem, conforme descrito na parte 8 do exemplo
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XITI. Estas experiéncias demonstraram a eficdcia dos
métodos de tratamento para a redugao da carga de placa
existente e para a prevencao da progressadao da carga de
placa em individuos doentes.

De acordo com este aspecto da invencdo, o©s agentes
terapéuticos sdo obtidos a partir de péptidos ou de
proteinas de fibrila que compreendemn as placas
caracteristicas da doenca relevante. Em alternativa, tais
agentes sdo suficientemente semelhantes do ponto de vista
antigénico com tais componentes, de modo a induzir uma
resposta imune que também inter-reaja com o componente
fibrila. 0Os quadros 1 e 2 proporcionam exemplos de tais
péptidos ou proteinas fibrilares, cujas composicgdes e
seguéncias sao conhecidas na especialidade ou podem ser
facilmente determinadas em conformidade com métodos
conhecidos na especialidade. (Ver as referéncias citadas
infra e a secgao B2 para referéncias que apresentam métodos
especificos para extracgdo e/ou composicdes de diversos
componentes peptidicos fibrilares; a seguir sao descritos
outros componentes de fibrila exemplificativos).

Quando ¢ efectuado um diagndstico de uma doencga
amildide, com base em determinacdes clinicas e/ou bidpsia,
um especialista na matéria ird ser capaz de determinar a
composigao de fibrila dos depdsitos amildides e proporciona
um agente que 1induza uma resposta imune dirigida aos
péptidos ou proteinas fibrilares.

A titulo exemplificativo, tal como descrito antes, o
agente terapéutico utilizado para o tratamento da doenca de
Alzheimer ou de outras doencgas amildides caracterizadas
pela deposicao de fibrila AP pode ser qualguer uma das

formas que ocorrem naturalmente do péptido AR e, em
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particular, as formas humanas (isto &, AP39, AR40, APR41,
AR42 ou AP43). As sequéncias destes péptidos e a sua
relacdo com o precursor APP sdo conhecidas na especialidade
(v.g., Hardy et al., TINS 20, 55-158 (1997)). Por exemplo,
o AB42 possul a sequéncia: H2N-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-Gly-Ala-Ile-Ile-Gly-Leu-Met-
Val-Gly-Gly-Val-Val-Ile-Ala-0OH., (SEQ ID NO: 1).

AB41, AR40 e AP39 diferem de AP4Z pela omissdo de Ala,
Ala-Tle e Ala-Ile-Val, respectivamente, a partir da
extremidade do terminal C do péptido. AP43 difere de APR42
pela presenga de um residuo treonina no terminal C. De
acordo com uma variante preferida da invencao, o©s agentes
terapéuticos irdo induzir uma resposta imune contra todos,
ou contra uma por¢do, do componente de fibrila da doenga
relevante. Por exemplo, uma composigdo 1munogénica AP
preferida € um agente que induz um anticorpo especifico
para o terminal N livre de AB. Tal composicdo apresenta a
vantagem de ndc reconhecer a proteina precursora, B-APP,
conferindo deste modo uma probabilidade menor de produgdo
de auto-imunidade.

Ainda a titulo exemplificativo, faz-se cbservar que os
pacientes que padecem de doengas caracterizadas pela
deposigcao de fibrilas AA, por exemplo, determinados
distlrbios inflamatdrios crdénicos, infecgbes microbianas
sistémicas ou locais <c¢rénicas e neoplasmas malignos,
conforme descrito antes, podem ser tratados com um péptido
AA, um fragmento de 8 quilodalton da proteina amildide A do
soro (ApoSSA). Como exemplos de disturbios amildides AA
refere-se, mas sem que isso constitua qualquer limitacdao,

doencas inflamatérias, talis como artrite reumatdide,



39

artrite Juvenil croénica, espondilite angquilosante,
psoriase, artropatia pscriatica, sindrome de Reiter, doenga
de Still do adulto, sindrome de Behget, doenca de Crohn,
infecgbes microbianas crdnicas, tais como lepra,
tuberculose, bronquiectasia, Ulceras decubita, pielonefrite
crénica, osteomielite e doenca de Whipple, bem como
neoplasmas malignos, tais como linfoma de Hodgkin,
carcinoma renal, carcinomas do intestino, do pulmdo e do
tracto uretogenital, carcinoma das células basais e
leucemia de células pilosas.

O péptido AA diz respeito a um ou varios de um grupo
heterogéneo de péptidos obtidos a partir da proteina
precursora amildide A do soro (ApoSSA) no terminal N, com
inicio no residuo 1, 2 ou 3 da proteina precursocra e
finalizando em qualquer ponto entre os residuos 58 e 84;
habitualmente, as fibrilas AA sao constituidas pelos
residuos 1 a 76 de ApoSSA, E possivel determinar as
estruturas precisas e composicdes e sintetizar péptidos
adequados de acordo com métodos bem conhecidos na
especialidade (Liepnieks, J. J., et al. Biochem. Biophys
Acta 1270: 81-86, 1995).

Ainda a titulo exemplificativo, os fragmentos obtidos
a partir da regido do terminal N que contém todo ou uma
parte do dominio wvaridvel (Vi) das cadeias leves de
imunoglobulina (cadeia Kk ou A) compreendem geralmente
depdsitos amildides em tecidos mesenguimails, provocando
neurcpatia periférica e autondmica, sindrome do tunel
carpico, macroglossia, cardiomiopatia restrictiva,
artropatia das articulagdes largas, discrasias imunes,
mielomas, bem como discrasias ocultas. De preferéncias, as

composic¢cdes da invencdo irdo induzir uma resposta imune
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contra uma porg¢ac da cadela leve e de preferéncia contra um
“neocepitopo” - um epitopo que é formado como resultado da
fragmentacdo da molécula congénere - para reduzir possiveis
efeitos auto-imunes.

Diversas doencas amildides hereditdrias também sdo
susceptiveis aos métodeos de tratamento da presente
invencdo. Tais doencgas encontram-se descritas na secgado
B.2, supra. Por exemplo, diversas formas de poclineuropatia
amildéide familiar constituem o© resultado pelo menos de
cinquenta formas mutantes de transtiretina (TTR) uma
proteinas com 14 quilodalton produzida pelo figado, cada
uma das quais caracterizada pela modificagcdo de um Unico
amincdcido. Embora muitas destas formas desta doenga sejam
distinguiveis com base nas suas patologias particulares
e/ou origens demograficas, faz-se observar que @ as
composicbes terapéuticas também podem ser compostas por
agentes que induzem uma resposta imune contra mais do que
uma forma de TTR, tal como uma mistura de duas ou mais
formar de ATTR, incluindo TTIR de tipo selvagem, para
proporcionar uma compcsicdo terapéutica util.

Os depdésitos amildides que contém AapoAIl podem ser
encontrados em pessocas que possuem mutagdes pontuails na
molécula de apolipoproteina AI. Os pacientes com esta forma
de doenga apresentam geralmente uma neuropatia periférica
ou insuficiéncia renal. De acordo com a presente invencdo,
as composicgdes terapéuticas sdo preparadas a partir de uma
ou de varias formas de RAapoAl aqui descritas ou conhecidas
na especialidade.

Determinadas formas familiares da doenca de Alzheimer,
bem como da sindrome de Down, sdo o resultado de mutacgdes

na proteina precursora amildide B, dando origem a deposicdo
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de placas que contém fibrilas constituidas principalmente
pelo péptido B-amildide (AB). A utilizagdo do péptido AR em
composicdes terapéuticas da presente 1nvencdo encontra-se
descrita antes e é aqui exemplificada.

Outras formulagbdes para o tratamento de formas
hereditdrias de amiloidose, aqui descritas, compreendem
composigbes que produzem uma resposta 1mune contra
fragmentos de gelsolina para o© tratamentco de amiloidose
sistémica hereditdria, proteina lisozima mutante (Alys),
para o tratamento de uma neuropatia hereditédria, cadeia «
mutante de fribrogénio (AfibA) para uma forma nao
neurcpdtica de amiloidose manifestada como doenca renal,
cistatina C mutante (Acys) para o tratamento de uma forma
de angiopatia cerebral hereditdria reportada na Isléndia.
Além disso, ha determinadas formas da doenga do prido
(v.g., doenca de Creutzfeldt-Jacob (CJD), sindrome de
Gerstmann-Straussler—-Scheinker (GSS) e insdénia familiar
fatal (FFI)) que sdo caracterizadas por uma isoforma
mutante da proteina do prido, PrP®, De acordo com a
presente invencdo, esta proteina pode ser utilizada em
composigbes farmacéuticas para o tratamento e para a
prevencao de deposicdc de placas de PrP.

Tal como descrito antes, a deposicac amildide,
sistémica ou local, também estd associada ao envelhecimento.
Constitui um outro aspecto da presente invengdo que essa
deposicao seja prevenida ou tratada por meio da
administracdo de composigdes a individuos susceptiveis que
contenham uma ou VvAarias proteinas associadas a esse
envelhecimento. Assim, as placas constituidas por ATTR
obtidas a partir de TTR de tipo selvagem sdo frequentemente

encontradas no tecido do coracdo de pessoas i1dosas. De
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igual modo, determinados individuos idosos podem
desenvolver depdsitos locais fibrilares assintomaticos de
AB no cérebro; o tratamento com péptido AR, conforme aqui
descrito minuciosamente, pode ser uma garantia para tais
individuos. A microglobulina B; é um componente frequente
de corpos amildcecs da prdstata, pelo que constitui um
candidato a agente, em conformidade com a presente inveng¢do.

A titulo exemplificativo, mas sem que isso constitua
gualgquer limitag¢do, ha diversas formas ndo hereditdrias
suplementares da doen¢ga amildide que sdo candidatas aos
métodos de tratamento da presente invencdo. As placas
fibrilares de microglobulina Bo desenvolvem-se
habitualmente em pacientes que sdo submetidos a hemodidlise
ou didlise peritoneal durante periodos longos. De acordo
com a presente invengdo, tais pacientes podem ser tratados
pelo tratamento com composicdes terapéuticas dirigidas a
microglobulina B, ou, preferencialmente, aos seus epitopos
imunogénicos.

Os tumores que segregam hormonas também podem conter
placas amildides provenientes de hormonas, cuja composicao
constitui € geralmente caracteristica do drgao enddcrino
particular afectado. Assim, tais fibrilas podem ser
preparadas a partir de hormonas polipeptidicas, tais como
calcitonina (carcinoma medular da tirdide), 1lhéus de
polipéptidos amildides (que ocorrem na maioria dos
pacientes com diabetes de tipo I1) e péptidos
natriurérticos auriculares (amiloidose auricular isolada).
As composigdes dirigidas a depdsitos amildides que se
formam na intima adrtica em aterosclerose também estdo
contempladas pela presente invencao. Por exemplo,

Westermark, et al., descrevem um fragmento do terminal N
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com 69 aminodcidos da apolipoproteina A que forma tais
placas (Westermark, et al. BAm., J. Path., 147: 1186-92,
1995); as composicgdes terapéuticas da presente invengado
compreendem reagentes imunoldgicos dirigidos a um tal
fragmentos, bem como ¢ préprio fragmento.

A descricao subsequente é focada nos componentes de
fibrila amildide que podem ser utilizados como agentes
terapéuticos para o© tratamento ou para a prevencdo de
diversas formas da doenga amildide. O agente terapéutico
também pode ser um fragmento activo ou um andlogo de um
péptido ou proteina de fibrila que ocorre naturalmente ou
mutante, gque contenha um epitopc que induza uma resposta
imune protectora ou terapéutica semelhante na administracdo
a um ser humano. Tipicamente, os fragmentos imunogénicos
possuem uma sequéncia pelo menos de 3, 5, 6, 10 ou 20
aminocacidos contiguos provenientes de um péptido natural.
Como exemplos de fragmentos imunogénicos do péptido A
refere-se ABpl1-5, 1-6, 1-7, 1-10, 3-7, 1-3, 1-4, 1-12, 13-
28, 17-28, 1-28, 25-35, 35-40 e 35-42. Os fragmentos aos
quais falta pelo menos um e por vezes pelo menos 5 ou 10
amincdcidos do terminal C presentes em formas que ocorrem
naturalmente do componente de fibrila sdo utilizados em
alguns métodos. Por exemplo, um fragmento ao qual lhe falte
5 aminodcidos da extremidade do terminal C de APR43
compreende o0s primeiros 38 aminocdcidos da extremidade do
terminal N de AB. Os fragmentos da metade do terminal N de
AB sdo preferidos em alguns métodos. Como andlogos refere-
se variantes alélicas, variantes de espécies e variantes
induzidas. Tipicamente, os andlogos diferem dos péptidos
que ocorrem naturalmente numa ou em algumas posigdes,

muitas vezes em virtude de substituic¢des conservadoras.
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Tipicamente, o0s andlogos exibem pelo menos 8ou% ou 90% de
identidade de sequéncia com os péptidos naturais. Alguns
andlogos também compreendem aminodcidos ndoc naturais ou
modificagdes dos amincdcidos no terminal N ou C. Como
exemplos de aminodcidos ndo naturais refere-se, v.g.,
aminocdcidos a-dissubstituidos, N-alguil-amincdcidos, &cido
lactico, 4-hidroxiprolina, Y-carboxiglutamato, Y-N,N,N-
trimetil-lisina, Y-N-acetil-lisina, O-fosfo-serina, N-
acetilserina, N-formilmetionina, 4-metil-histidina, 5-
hidroxi-lisina, ®w-N-metilarginina.

De um modo geral, faz-se observar aos especialistas na
matéria que os fragmentos e andlogos concebidos de acordo
com este aspecto da invengdo podem ser pesquisados quanto a
inter-reactividade com componentes de fibrila que ocorrem
naturalmente e/ou gquanto a eficacia terapéutica ou
profildctica em modelos de animais transgénicos, conforme a
seguir se descreve. Tais fragmentos ou andlogos podem ser
utilizados em composigBes terapéuticas da presente invencao,
se a sua imuno-reactividade e eficdcia em modelos animais
for praticamente equivalente ou superior do que 0S8
pardmetros correspondentes determinados para os componentes
de fibrila amildide.

Tais ©péptidos, ©proteinas, fragmentos, andlogos e
outros péptidos amiloidogénicos podem ser sintetizados
através da sintese de péptidos de fase sdélida ou através de
expressao recombinante, em conformidade com métodos
convencionais bem conhecidos na especialidade ou podem ser
obtidos a partir de fontes naturais. Exemplos de
composigbes de fibrila, métodos de extraccdo de fibrilas,
sequéncias de componentes peptidicos ou proteicos de

fibrila sdo proporcionados por muitas das referéncias
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citadas em conjunto com as descricdes de componentes de
fibrila especificos agqui descritos. Além disso, héd outras
composicdbes, métodos de extracgdo e determinacdo de
sequéncias conhecidos na especialidade que se encontram
disponiveis para pesscas que pretendam preparar e utilizar
tais composigBes. E possivel utilizar sintetizadores
automdaticos de péptidos para preparar tais composigdes, 0s
guals sdo comercialmente disponibilizados por diversos
fabricantes, tais como Applied Biosystems (Perkin Elmer;
Foster City, California), e sdo conhecidos na especialidade
procedimentos para a preparagdo de péptidos sintéticos. A
expressdo recombinante pode ser numa bactéria, tal como E.
coli, levedura, células de insectos ou células de
mamiferos; em alternativa, as proteinas podem @ ser
produzidas utilizando sistemas de tradugdo 1in vivo de
células livres conhecidos na especialidade. Os
procedimentos para a expressdo recombinante encontram-se
descritos por Sambroock et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual (C. S. H. P. Press, NY, 22 ed., 1989).
Determinados péptidos e proteinas estdo comercialmente
disponiveis; por exemplo, algumas formas do péptido AP sao
disponibilizadas por fabricantes, tais como American
Peptides Company, Inc., Sunnyvale, California, e California
Peptide Research, Inc., Napa, California.

Os agentes terapéuticos também podem ser constituidos
por polipéptidos mais longos que compreendem, por exemplo,
o fragmento ou andlogo da fibrila do péptido activo em
conjunto com outros amincdcidos. Por exemplo, o péptido AP
pode estar presente como proteina APP intacta ou um seu
segmento, tal como o fragmento C-100 que tem inicio no

terminal N de AP e continua até a extremidade de APP. Tais



46

polipéptidos podem ser pesquisados quanto a eficdcia
terapéutica ou profilactica em modelos de animais, conforme
descrito infra. O péptido AP, andlogo, fragmento activo ou
outro polipéptido pode ser administradoe numa forma
associada (isto ¢, enquanto um péptido amildide) ou numa
forma dissociada. 0Os agentes terapéuticos também podem
compreender multimeros de agentes imunogénicos monoméricos
ou de conjugados ou de veiculos proteiccs e/ou, conforme
referido antes, podem ser adicionados a outros componentes
de fibrila, para proporcionar um intervalo mais amplo de
actividade anti-placas amildides.

Um péptido imunogénico, tal como um fragmento de AR,
pode ser apresentado por meio de um virus ou de uma
bactéria, como parte de uma composigcdc imuncgénica. Um
dcido nucleico que codifique o péptido dimunogénico &
incorporado num genoma ou epissoma do virus ou da bactéria.
Facultativamente, o &cido nucleico é incorporado de um modo
tal que o péptido imunogénico é expresso como uma proteina
segregada ou como uma proteina de fusado com uma proteina da
superficie exterior do virus ou com uma proteina
transmembranar de uma bactéria, de forma a que o péptido
seja apresentado. Os virus e bactérias utilizados nestes
métodos deverdo ser nado patogénicos ou atenuados. Como
virus adequados refere-se adenovirus, VHS, virus da
encefalite equina venezuelana e outros virus «, virus da
estomatite wvesicular e outros rabdo-virus, vacinia e
difteria aviédria. Como Dbactérias adequadas refere-se
Salmonella e Shigella. A fusdo de um péptido imunogénico
com HBsAg de VHB também ¢é particularmente adeguada. Os
agentes terapéuticos também compreendem péptidos e outros

compostos gue ndo possuam necessariamente uma sequéncia de
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aminocacidos significativamente semelhante com AfB, mas que
mesmo assim possam ser utilizados como miméticos de AR e
induzam uma resposta 1mune semelhante. Por exemplo,
quaisquer péptidos e proteinas que formem folhas franzidas
B podem ser pesquisados quando a sua adequabilidade. Também
podem ser utilizados anticorpos anti-idiotipicos contra
anticorpos monoclonais para AR ou outros péptidos
amiloidogénicos. Tais anticorpos anti-id imitam o antigénio
e geram uma resposta imune contra ele (veja-se Essential
Immunology (Roit ed., Blackwell Scientific Publications,
Palo Alto, 62 ed.), pag. 181). Os agentes diferentes de
péptidos AB deverdo induzir uma resposta imunogénica contra
um ou varios dos segmentos preferidos de AR listados antes
(v.g., 1-10, 1-7, 1-3 e 3-7). De preferéncia, tais agentes
induzem wuma resposta imunogénica que ¢é especificamente
dirigida a um desses segmentos sem ser dirigida aos outros
segmentos de AB.

Também ¢é possivel pesqguisar bibliotecas aleatdérias de
péptidos ou de outros compostos quanto a adeguabilidade. As
bibliotecas combinatérias podem ser produzidas por diversos
tipos de compostos que podem ser sintetizados de um modo
passc a passo. Tais compostos compreendem polipéptidos,
miméticos beta invertidos, polissacarides, fosfolipidos,
hormonas, prostaglandinas, esterdides, compostos
aromaticos, compostos  heterociclicos, benzodiazepinas,
glicinas N-substituidas oligoméricas e oligocarbamatos. E
possivel construir bibliotecas combinatdérias amplas de
compostos pelo método de bibliotecas sintéticas codificadas
(ESL) descritos em Affymax, WO 95/12608, Affymax, WO
93/06121, Columbia University, WO 94/08051, Pharmacopeia,
WO 95/35503 e Scripps, WO 95/30642 (os quais se consideram



48

aqui incorporados por referéncia para qualquer fim). As
bibliotecas de péptidos também podem ser geradas por
métodos de apresentacdoc de fagos (phage display). Veja-se,
v.g., Devlin, WO 91/18980.

As bibliotecas combinatdérias e outros compostos sao
inicialmente pesquisadas quando a sua adequabilidade por
meio da determinagao da sua capacidade para se ligar a
anticorpos ou linfdécitos (B ou T), dos quais se sabe que
sdo especificos para Ap  ou para outros péptidos
amiloidogénicos, tais como ATTR. Por exemplo, as pesquisas
iniciais podem ser efectuadas com qualquer soro policlonal
ou anticorpo monoclonal para A ou para gqualquer outro
péptido amiloidogénico relevante. 0s compostos
identificados em tais pesquisas sao entdoc novamente
analisados quanto a sua capacidade para induzir anticorpos
ou linfdécitos reactivos para AR ou para outro péptido
amiloidogénico. Por exemplo, podem ser testadas multiplas
diluicgbes de soro em placas de microtitulacdo gue foram
pré-revestidas com péptido de fibrila, e é possivel submeter
a um ensaio ELISA convencional para se testar quanto a
anticorpos reactivos para AP. Os compostos podem entao ser
testados gquanto a eficacia profilactica e terapéutica em
animais transgénicos com uma predisposicdo para uma doencga
amildide, conforme descrito nos exemplos. Como exemplos
desses animais refere-se murganhos com uma mutacdo em 717
de APP descritos por Games et al., supra, e murganhos com
uma mutacdc sueca em 670/671 de APP, conforme descrito por
et al., documentoc US 5 612 486 e Hsiao et al., Science
274,99 (1996); Staufenbiel et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 94, 13287-13292 (1997); Sturchler-Pierrat et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 94, 13287-13292 (1997); Borchelt et
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al., Neuron 19,939-945 (1997)). E possivel utilizar a mesma
abordagem de pesquisa para outros agentes potenciais, tais
como fragmentos de Ap, anadlogos de AR e péptidos mais

longos que incluam AR, conforme descrito a seguir.

b. Outros componentes de placas

Faz-se observar que as respostas imunocldgicas
dirigidas a outros componentes de placas amildides também
podem ser eficazes para prevenir, retardar ou reduzir a
deposicdo de placas em doencas amildides. Tais componentes
podem ser componentes secunddrics de fibrilas ou podem
estar associados as fibrilas ou & formacdo de fibrilas nas
placas, salientando que o0s componentes que ndao sdo ubiquos
ao longo do corpo, ou que sdo relativamente nao especificos
dos depdsitos amildides, sdo normalmente menos adequados
para a utilizac¢do comc alvos terapéuticos.

Assim, constitui wuma outra descoberta da presente
invencdo que 0s agentes que induzem uma resposta imune
contra componentes especificos de placas sao uteis para o
tratamento ou para a prevencdo da progressac de doengas
amildides. ©Esta secgdo proporciona antecedentes sobre
diversas moléculas exemplificativas associadas a placas
amildides. A inducdo de uma resposta imune contra qualquer
uma destas moléculas, por si sé ou em combinacdo com
composigbes terapéuticas imunogénicas contra os componentes
fibrilares descritos antes ou contra gquaisquer outros
componentes ndo formadores de fibrilas descritos infra,
proporciona um regime de tratamento suplementar anti-
amildéide, de acordo c¢com a presente invencdo. Também

pertencem ac Ambito da presente invengdo regimes de
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imunizacao com base em tais componentes de placas, conforme
aqui descrito.

A titulo exemplificativo, a sinucleina é uma proteina
que é estruturalmente semelhante a apolipoproteinas, mas ¢é
encontrada em citossol neuronal, em particular na

vizinhanga dos terminais pré-sindpticos. HA pelo menos trés

formas da proteina, designadas por sinucleina o, P e ¥.
Recentemente, concluiu-se que as sinucleinas o e p estdo
implicadas na nucleagdoc dos depdsitos amildides em
determinadas doengas amildides, em particular na doenga de
Alzheimer. (Clayton, D. F., et al., TINS 21 (6): 249-255,
1998). Mais especificamente, um fragmento do dominio NAC de
sinucleinas o e B (residuos 61 a 95) foi isolado a partir
de placas amildides em pacientes com Alzheimer; de facto,
este fragmento compreende <cerca de 10% de placa que
permanece insoluvel apds solubilizag¢do com dodecil-sulfato
de soédio (SDS). (George, J. M., et al. Neurosci. News 1:
12-17, 1995). Além disso, tanto a sinucleina de comprimento
completo como o seu fragmento NAC foram descritas como
capazes de acelerar a agregacac de péptidos p-amildides em
amildéides insoluveils in vitro. (Clayton, supra).
Componentes suplementares associados a placas
amildides compreendem componentes ndo peptidicos. Por
exemplo, perclanc e glicosaminoglicanos provenientes de
perclano sdo proteocglicanos compridos de sulfato de
heparina que se encontram presentes em placas amildides que
contém AP na doenga de Alzheimer e outras amiloidoses
sistémicas e do SNC, incluindo as placas de amilina
associadas a diabetes. Estes compostos demonstraram
potenciar a formacdo de fibrila AR. A proteina nuclear e as

cadeias de glicosaminoglicano de perclano demonstraram
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participar na ligacao a AB. Glicosaminoglicanos
suplementares, em particular, sulfato de dermatano,
condroitina-4-sulfato e polissulfato de pentosano, sao
habitualmente encontrados em placas amildides de diversos
tipos e também demonstraram potenciar a formagdo de
fibrila. O sulfato de dextrano possul esta propriedade.
Este aumento ¢é significativamente reduzido no caso de as
moléculas seres des-sulfatadas. Os terapéuticos imunogénicos
dirigidos contra as formas sulfatadas de glicosamincglicanos,
incluindo os préprios glicosaminoglicanos especificos,
constituem uma variante suplementar da presente invencao,
guer como tratamento primdric quer como secunddrio. A
producdo de tais moléculas, bem como de composigdes
terapéuticas adequadas que contenham tais moléculas, é do

conhecimento dos especialistas na matéria.

2. Agentes que induzem uma resposta imune passiva

Os agentes terapéuticos da invencdo também compreendem
reagentes imunes, tais como anticorpos, que se ligam
especificamente a péptidos de fibrila ou a outros
componentes de placas amildides. Tals anticorpos podem ser
monoclonais ou policlonais e possuem especificidades de
ligacao que sao concordantes com o tipo de doenca amildide
ao qual sao dirigidos. As composicBes terapéuticas e o0s
regimes de tratamento podem compreender anticorpos
dirigidos a um unico dominio ou epitopo de ligacdaoc de um
componente particular de fibrila ou ndo fibrila da placa,
ou podem compreender anticorpos dirigidos a dois ou mais
epitopos do mesmo componente ou anticorpos dirigidos a

epitopos em multiplos componentes da placa.
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Por exemplo, nas experiéncias efectuadas para apolar a
presente invenc¢ao, foram administradas a murganhos PDAPP
com 8 1/2 a 10 1/2 meses de idade injeccgbes
intraperitoneais (i.p.) de anticorpos policlonal anti-APR42
ou monoclcnais anti-Ap, preparados contra epitopos
especificos do péptido AB, ou de soluto salino, conforme
aqul apresentadc mals minuciosamente no exemplo XI. Nestas
experiéncias, foram monitorizadas as concentracgdes de
anticorpo em circulagac e foram administradas injecgdes de
reforgo conforme necessario para manter uma concentracdo de
anticorpo em circulagdo superior a 1:1000 no que diz
respeito ao antigénio especifico para o qual se preparou o
anticorpo. Foram observadas redu¢les nos nivels totais de
AB, em comparacdc com o controlo, nas regides cerebrais do
cértex, do hipocampo e do cerebelo de murganhos tratados
com O anticorpo; nestes estudos, as redugdes mais elevadas
foram exibidas pelos murganhos tratados com anticorpos
policlonais.

Noutras experiéncias efectuadas para apoiar a presente
invencdo, foi wutilizado um ensaio de previsdao ex vivo
(exemplo XIV) para testar a limpeza de um anticorpo contra
um fragmento de sinucleina, designado por NAC. A sinucleina
demonstrou ser uma proteina associada a placas amildides.
Efectuou-se o contacto de um anticorpo para NAC com uma
amocstra de tecido cerebral que continha placas amildides e
células microgliais. Utilizou-se soro de coelho como
controlo. A monitorizacdo subsequente revelou uma reducdo
significativa no numero e no tamanho das placas, indicando
uma actividade de limpeza do anticorpo.

A partir destes dados, concluiu-se que a carga de

placa amildide associada a doenga de Alzheimer e a outras
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doencas amildides pode ser significativamente reduzida por
meio da administracaoc de reagentes imunes dirigidos contra
epitopos do péptido AR ou contra o fragmento NAC de
sinucleina, os quais sao eficazes para a redugao da carga
em placas amildides. Faz-se ainda observar que ¢ possivel
vtilizar diversos anticorpos em tais composigbes. Os
anticorpos que se ligam especificamente a forma agregada de
AR sem no entanto se ligarem a forma desagregada sdao
adequados para a utilizagdao na invengdo, tal como 540 O0s
anticorpos que se ligam especificamente a forma desagregada
sem no entanto se ligarem a forma agregada. HA outros
anticorpos adequados que se ligam as formas agregada e
desagregada. Alguns destes anticorpos ligam-se a forma
curta que ocorre naturalmente de AR (isto é, APR39, 40 ou
41), sem se ligarem a forma longa que ocorre naturalmente
de AB (isto &, AR42 e AP43). Alguns anticorpos ligam-se a
forma longa sem se ligarem a forma curta. Alguns anticorpos
ligam-se a AP sem se ligarem a proteina precursora amildide
de comprimento completo. Alguns anticorpos ligam-se a AB
com uma afinidade de ligacdo superior ou igual a cerca de
10°, 107, 10%, 107 ou 10'" M',

Tipicamente, o soro policlonal contém populacdes
misturadas de anticorpos que se ligam a diversos epitopos
ao longo do comprimento de AB. Os anticorpos monoclonais
ligam-se a um epitopo especifico dentro de AR, o qual pode
ser um epitopo conformacional ou ndo conformacional. Alguns
anticorpos monoclonais ligam-se a um epitopo nos residuos 1
a 28 de AP (sendo o primeiro residuo do terminal N de Ap
natural designado por 1). HA outros anticorpos monoclonais
que se ligam a um epitopo nos residucs 1 a 10 de APR. Também

existem anticorpos monoclonais que se ligam a um epitopo
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nos residuos 1 a 16 de AB. Ha outros anticorpos monoclonais
gue se ligam a um epitopo com residuos 1 a 25 de AB. HA
alguns anticorpos monoclonais que se ligam a um epitopo com
os aminodacidos 1-5, 5-10, 10-15, 15-20, 25-20, 10-20, 20,
30 ou 10-25 de AB. A eficacia terapéutica ou profilactica
dos anticorpos pode ser testada utilizando os procedimentos
de modelos de animais transgénicos descritos nos exemplos.
De um modo geral, a partir dos ensinamentos aqui
descritos, os especialistas na matéria podem conceber,
produzir e testar anticorpos dirigidos a proteinas ou
péptidos de fibrila caracteristicos de outras doengas
amildides, tais como as doengas aqui descritas na seccgdo 2,
utilizando as composi¢des aqui descritas, bem como o0s

anticorpos contra outros componentes amildides.

a. Caracteristicas gerais de imunoglobulinas

Sabe-se que a unidade estrutural basica do anticorpo
compreende um tetrdmero de subunidades. Cada tetrémero £
constituido por dois pares idénticos de cadeias
polipeptidicas, em que cada par possul uma cadeia “leve”
(cerca de 25 kDa) e uma cadeia “pesada” (cerca de 50 a 70
kDa). A porgdo do terminal amino de cada cadeia compreende
uma regido varidvel com cerca de 100 a 110 ou mais
aminodcidos que sdo ©0s responsdveis principais pelo
reconhecimento do antigénio. A porgdo do terminal carboxi
de cada cadeia define uma regido constante que ¢é a
responsavel principal pela fungdo efectora.

As cadeias 1leves s3o classificadas como x ou A. As
cadeias pesadas sao classificadas como Y, |, o, d ou g, €
definem o isotipo do anticorpo como IgG, IgM, IgA, IgD e

IgE, respectivamente. Nas cadeias leve e pesada, as regides
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constante e varidvel s&o unidas por uma regido *“J” com
cerca de 12 ou mais amincdcidos, em que a cadeia pesada
inclui ainda uma regido “D” com cerca de 10 ou mais
amincdcidos. (Veja-se Fundamental Immunology (Paul, W.,
cd., 2% c¢d. Raven Press, N. Y., 1989), Cap. 7 (aqui
incorporado na sua totalidade por referéncia para todos os
fins).

As regibdes varidveis de cada par de cadeias leve/
/pesada formam o local de ligagdo do anticorpo. Assim, um
anticorpo intacto possul dois localis de 1ligagdo. Com a
excepgdo de anticorpos bi-funcionais ou bi-especificos, os
dois locais de ligacao sao os mesmos. Todas as cadeias
exibem a mesma estrutura geral de regides com regides
estruturais relativamente conservadas (FR) unidas por trés
regides hiper-varidveils, também designadas por regides de
determinacao da complementaridade ou CDR. As CDR das duas
cadeias de cada par sao alinhadas pelas regides
estruturais, o que permite a ligagcdo a um epitopo
especifico. A partir do terminal N até ao terminal C, as
cadeias leve e pesada compreendem os dominios FR1, CDRI1,
FR2, CDR2, FR3, CDR3 e FR4. A atribuig¢do de aminoacidos
para cada dominio ¢é efectuada em conformidade com as
definicdes de Kabat, Sequences of Proteins of Immunological
Interest (National Institutes of Health, Bethesda, MD, 1987
e 1991), ou de Chothia & Lesk, J. Mol. Bicl. 19%6: 901-917
(1987); Chothia et al., Nature 342: 878-883 (1989).

b. Produgdo de anticorpos ndo humanos
A produgcdo de anticorpos monoclonais ndo humanos,
v.g., de murganho, c¢obaia, coelho ou rato, pode ser

efectuada, por exemplo, por imunizacdo do animal com um
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componente da placa, tal como Ap ou outros componentes de
fibrila., Também €& possivel wutilizar wum péptido mais
comprido que compreende A ou um fragmento imunogénico de
AR ou anticorpos anti-idiotipicos para um anticorpo contra
AB. Ver, v.g., Harlow & Lane, Antibodies, A Laboratory
Manual (CSHP NY, 1988) (incorporado por referéncia para
todos os fins). Um tal imunogénioc pode ser obtido a partir
de uma fonte natural, por sintese de péptidos ou por
expressdo recombinante. Facultativamente, o imunogénio pode
ser administradc numa forma fundida ou de um outro modo
complexado com um veiculo proteico, conforme a seguir se
descreve. Facultativamente, o imunogénio pode ser administrado
com um adjuvante. E possivel utilizar diversos tipos de
adjuvante, tal como a seguir se descreve. De preferéncia,
utiliza-se adjuvante completo de Freund seguido de
adjuvante incompleto de Freund para a imunizacdo de animais
de laboratdério. Tipicamente, utiliza-se coelhos ou cobaias
para a producdo de anticorpos policlonais. 0s murganhos sao
tipicamente wutilizados para a produgcdao de anticorpos
monoclonais. 0s anticorpos sdo pesquisados quanto a uma
ligagao especifica para o imunogénio. Facultativamente, os
anticorpos sdo ainda pesquisados quanto a ligacdo a uma
regido especifica do imunogénio. Por exemplo, no caso do
péptido AR engquanto imunogénic, a pesquisa pode ser
efectuada por meilio da determinacdo da 1ligagdo de um
anticorpo a uma colecgao de mutantes de supressac de
mutante de um péptido AR e por meio da determinacdo de qual
mutantes de supressdo se ligam ao anticorpo. A ligac¢do pode
ser testada, por exemplc, por melo das andlises de
transferéncia de Western ou de ELISA. O fragmento mais

pegqueno que apresente uma ligacdoc especifica ao anticorpo
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designa o© epitopo do anticorpo. Em alternativa, a
especificidade do epitopo pode ser determinada por meio de
um ensaio de competicao em que um anticorpo de teste e um
anticorpo de referéncia competem  pela ligagao ao
componente. No caso de o0s anticorpos de teste e de
referéncia competirem, entdo ligam-se ao mesmo epitopo ou a
epitopos suficientemente proéximos, para os quais a ligacgdo

de um anticorpo interfere com a ligacgdo do outro.

c. Anticorpos quiméricos e humanizados

Os anticorpos gquiméricos e humanizados possuem a
mesma, ou semelhante, especificidade e afinidade de ligacao
do que um anticorpos de murganho ou outro anticorpo nao
humano, que proporcione o material de rpartida para a
construgao de um anticorpo quimérico ou humanizado. Os
anticorpos guiméricos sao anticorpos cujos genes das
cadeias leve e pesada foram construidos, tipicamente por
manipulacgdo genética, a partir de segmentos de genes de
imunocglobulina que pertencem a espécies diferentes. Por
exemplo, o0s segmentos varidveis (V) de genes provenientes
de um anticorpo monoclonal de murganho podem ser unidos a
segmentos constantes (C) humanos, tais como IgGl e IgG4.
Assim, um anticorpo quimérico tipico é uma proteina hibrida
constituida pelo dominio V ou dominio de 1ligagdo ao
antigénio proveniente de um murganho e o dominio C ou
dominio efector proveniente de um anticorpo humano.

Os anticorpos humanizados possuem residuos estruturais
da regido wvaridvel provenientes substancialmente de um
anticorpo humano (designado por anticorpe aceitador) e
regides determinantes complementares provenientes

substancialmente de um anticorpo de murganho (designado por



58

imunoglobulina dadora). Ver, Queen et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 86: 10029-10033 (1989) e os documentos WO
90/07861, US 5 693 762, US 5 693 761, US 5 585 089, US 5
530 101 e Winter, US 5 225 0539 (incorporados na sua
totalidade por referéncia para todos os fins). Se presente,
a(s) regido(&es) constante(s), também sao provenientes,
total ou substancialmente, de uma imunoglobulina humana. Os
dominios varidveis humanos sdo normalmente seleccionados a
partir de anticorpos humanos cujas sequéncias estruturais
exibem um grau elevado de identidade de sequéncia com o0s
dominios wvaridveis de murinos, a partir dos quais sé&o
obtidos os CDR. Os residuos estruturais da regido varidvel
das cadeias pesada e leve podem ser obtidos a partir das
mesmas sequéncias de anticorpo humano, ou de diferentes
sequéncias. As seguéncias de anticorpo humano podem ser
seguéncias de anticorpos que ocorrem naturalmente ou podem
ser sequéncias de consenso de diversos anticorpos humanos.
Ver, Carter et al., WO  92/22653. Ha determinados
aminoacidos provenientes de residuos estruturais da regiao
varidvel humana que sdo seleccionados para substituicgéo,
com base na sua possivel influéncia na conformacao de CDR
e/ou de ligacdo ao antigénio. A investigacdo de tais
possiveis influéncias ¢ efectuada por modulacdo, por meio
de um exame as caracteristicas dos aminodcidos em
localizagbes particulares ou a observacdes empiricas dos
efeitos da substituigdoc ou mutagénese de aminodcidos
particulares.

Por exemplo, no caso de um aminodcido apresentar
diferencas entre um residuo estrutural da regido varidvel
de murinc e um residuo estrutural da regido varidvel de um

ser humano, entdo o aminodcido estrutural humano devera ser
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normalmente substituido pelo equivalente aminodcido
estrutural do anticorpo de murino, quando seja razoavelmente
expectdvel que o aminodcido:

(1) se ligue directamente de um modo nac covalente ao
antigénio,

(2) esteja adjacente a uma regido CDR,

(3) interactue de um outrc modo com uma regido CDR
(v.g., esteja a cerca de 6 A da regiao CDR) ou

(4) participe na regiao VL-VH.

Como outros candidatos a substituicdo refere-se os
aminocdcidos estruturais aceitadores humanos gue ndo sejam
habituais para a imunoglobulina humana nessa posicdo. Estes
amincdcidos  podem  ser substituidos com  aminoacidos
provenientes de uma posicaoc equivalente de um anticorpo
dador de murganho ou provenientes de posic¢des equivalentes
de imunoglobulinas humanas mais tipicas. Como outros
candidatos a substituigao refere-se 0s aminoacidos
estruturais aceitadores humanos que nao sejam habituais
para uma imunoglobulina humana nessa posig¢dao. As regides
varidveis estruturais de imunoglobulinas humanizadas
apresentam normalmente pelo mencs 85% de identidade de
sequéncia com uma sequéncia estrutural da regido varidvel

humana ou um consenso de tais sequéncias.

d. Anticorpos humanos

Os anticorpos humanos contra AP sd&o proporcionados por
diversas técnicas a seguir descritas. Alguns anticorpos
humanos sdo seleccionados por experiéncias de ligacgao
competitiva ou entdo apresentam a mesma especificidade para
o epitopo do gque um anticorpo particular de murganho, tal

como um dos anticorpos monoclonais de murganho descritos no
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exemplo XI. Os anticorpos humanos também podem ser
pesquisados quanto a especificidade para um epitopo
particular por meio da utilizacdo apenas de um fragmentos
de AR enquanto imunogénio e/ou por pesquisa de anticorpos

contra um conjunto de mutantes de supressdo de AB.

(1) Metodologia Trioma

A abordagem bésica, bem comc um parceiro de fusao
celular exemplificativo, SPAZ-4, utilizdveis nesta
abordagem foram jad descritos por Oestberg et al., Hybridoma
2: 361-367 (1983); Oestberg, patente de inven¢do norte-
americana n°® 4 634 664; e Engleman et al., patente de
invencdo norte-americana n° 4 634 666 (as quais se
consideram aqui incorpcradas na sua totalidade por
referéncia para todos os fins). As linhagens celulares que
produzem o anticorpo obtidas por meio deste método sao
designadas por triomas, uma vez que sao obtidas a partir de
trés células - dwuas humanas e uma de murganho.
Inicialmente, efectua-se a fusao de uma linhagem de mieloma
de murganho com um linfécito B humano para se obter uma
célula hibrida xenogénica que nao produz o anticorpo, tal
coc a linhagem de c¢élula SPAZ-4 descrita por CQestbergq,
supra. A célula xenogénica é entdo fundida com um linfécito
B humano imunizado para se obter uma linhagem de célula de
trioma que produz o anticorpo. Concluiu-se que as triomas
produzem o anticorpo de um modc mais estdvel do que o0s
hibridomas comuns preparados a partir de células humanas.

Os linfdécitos B imunizados sdo obtidos a partir do
sangue, do bacgo, dos ndédulos linfdticos ou da medula éssea
de um dador humano. No caso de se pretender anticorpos

contra um antigénio ou epitopo especifico, entdao é
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preferivel utilizar esse antigénio ou um seu epitopo para a
imunizacgao. A imunizacdo pode ser efectuada in vivo ou in
vitro. Para a imunizacao in vivo, as células B sao
tipicamente isoladas a partir de um ser humano imunizado
com AB, um seu fragmento, um polipéptido comprimido que
contém AP ou um fragmento ou um anticorpo anti-idiotipico
de um anticorpo de APR. De acordo com alguns métodos, as
células B sdo iscladas a partir do paciente ao gual seréa
administrada a terapia com o anticorpo. Para a imunizac¢do
in vitro, o©s linfdécitos B sdo tipicamente expostos ao
antigénio durante um periodo compreendido entre 7 e 14 dias
num meio, tal como RPMI-1640 (ver Engleman, supra) com um
suplemento de 10% de plasma humano.

Os linfécitos B imunizados sao fundidos com uma célula
hibrida xenogénica, tal como SPAZ-4, utilizando métodos bem
conhecidos. Por exemplo, as células sac tratadas com 40%-
50% de polietileno-glicol com um PM de 1000-4000, a cerca
de 37°C, durante 5 a 10 minutos. As células sdo separadas
da mistura de fusdo e propagadas num meio selectivo para os
hibridos desejados (v.g., HAT ou AH). Os anticorpos que
segregam clones com a especificidade de ligacdo necessdria
sao identificados por meio de testes ao meio de cultura de
trioma quanto a sua aptiddo para se ligarem a AP ou a um
seu fragmento. As triomas que produzem anticorpos humanos
gue possuem a especificidade desejada sdo subclonados
através da técnica de diluigcdo limitada e sdo deixados a
desenvolver 1in vitro em meio de cultura. As linhagens de
células de triomas sdo entdo testadas quanto a sua aptidao
para se ligar a AB ou a um seu fragmento.

Embora as triomas sejam geneticamente estdveis, nao

produzem anticorpos em niveis muito elevados. Os niveis de
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expressao podem ser aumentados por meio de clonagem de
genes do anticorpo a partir da trioma num ou em vAarios
vectores de expressao, e transformando o vector em
linhagens de c¢élulas de mamiferos, de bactérias ou de
leveduras, de acordo com métodos Dbem conhecidos na

especialidade.

(2) Mamiferos transgénicos nao humanos

Os anticorpos humanos contra AP também podem ser
produzidos a partir de mamiferos transgénicos ndo humanos
gque possuam transgenes qgue codifiquem pelo menos um
segmento do local de imunoglobulina humana. Normalmente, o
local enddégeno de imunoglobulina de tais mamiferos
transgénicos estd funcionalmente inactivo. De preferéncia,
0 segmento do local de imunoglobulina humana compreende
seguéncias naoc arranjadas de componentes de cadeias pesada
e leve. Tanto a inactivagao de genes enddgenos de
imuncglobulina como & introducdo de genes exdgenos de
imuncglobulina podem ser alcangadas por meio de
recombinacdo homdéloga dirigida ou por introducdo de
cromossomas YAC. Os mamiferos transgénicos resultantes
deste processo sdo capazes de rearranjar funcionalmente as
sequéncias do componente de imuncglobulina e expressar um
conjunto de anticorpos de diversos isotipos codificados
pelos genes de imunoglobulina humanos, sem expressarem O0S
genes enddégenos de imunoglobulina. A produgdo e as
propriedades de mamiferos que possuem estas propriedades
encontram-se descritas mais minuciosamente, v.g., por
Lonberg et al., e nos documentos WO 93/12227 (1993); US 5
877 397, US 5> 874 299, US 5 814 318, US 5 789 650, US 5 770
429, US 5 661 016, US 5 633 425, US 5 625 126, US 5 569
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825, US 5 545 806, Nature 148, 1547-1553 (1994), Nature
Bictechnology 14, 826 (1996), Kucherlapati, WO 91/10741
(1991) (as qguais sao incorporadas na sua totalidade por
referéncia, para todos os fins). Os murganhos transgénicos
sao particularmente adequados para este fim. OS anticorpos
anti-Apfp sdoc obtidos por imunizagdo de um mamifero
transgénico ndo humano, tal como descrito por Lonberg ou
Kucherlapati, supra, com Af ou um seu fragmento. Os
anticorpos monoclonais sao preparados, v.g., por fusao de
células B provenientes de tais animais com linhas de
células de mieloma adecguadas, utilizando a tecnologia
convencional de Kohler-Milstein. Os anticorpos policlonais
humanos também podem ser obtidos sob a forma de sorc a
partir de humanos imunizados com um agente 1imunogénico.
Facultativamente, tais anticorpos policlonais podem ser
concentrados por meio de purificacdo por afinidade,
utilizando AP ou outro péptido amildide imunogénio enquanto

reagente de afinidade.

(3) Métodos de apresentacdo de fagos

Uma outra abordagem para a obtengao de anticorpos
anti-AB humanos consiste no rastreio de uma biblioteca de
ADN de células B humanas, de acordo com o protocolo geral
descrito por Huse et al., Science 246: 1275-1281 (1989).
Por exemplo, conforme descrito na metodologia de trioma,
tais células B podem ser obtidas a partir de um ser humano
imunizado com AP, fragmentos, polipéptidos compridos que
contém AB ou fragmentos ou anticorpos anti-idiotipicos.
Facultativamente, tais células B sdo obtidas a partir do
paciente aoc qual se 1ird administrar o tratamento com

anticorpo. S&o seleccionados 0s anticorpos que se ligam a
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um epitopo do componente amildide relevante, tal como AP ou
um  seu fragmento., As sequéncias que codificam tais
anticorpos (ou fragmentos de ligacao) sao entdao clonadas e
amplificadas. O  protocolo descrito  pode Huse tem
demonstrado ser mais eficaz em combinagdo com a tecnologia
de apresentacdo de fagos. Veja-se, v.g., Dower et al., WO
91/17271 e McCafferty et al., WO 92/01047, US 5 877 218, US
5 871 907, US 5 858 €57, US 5 837 242, US 5 733 743 e US 5
565 332 (as guails sdo aqui incorporadas na sua totalidade
por referéncia, para qualquer fim). Nestes métodos, séao
produzidos bibliotecas de fagos em que o0s membros
apresentam anticorpos diferentes nas suas superficies
exteriores. Os anticorpos sdao normalmente apresentados como
fragmentos Fv ou Fab. Os anticorpos de apresentacdo de
fagos que possuem a especificidade desejada ETe)
seleccionados por enriquecimento de afinidade para um
péptido AP ou um seu fragmento.

De acordo com uma variante do método de apresentacao
de fagos, ¢é possivel produzir os anticorpos humanos gque
possuem a especificidade de 1ligacdo de um anticorpo de
murino seleccionado. Veja-se, Winter, WO 92/20791. Neste
método, utiliza-se a regido varidvel da cadeia pesada ou
leve do anticorpo de murino seleccionado como material de
partida. Por exemplo, no caso de se seleccionar a regido
variavel de cadeia leve como material de partida, entdo é
construido wuma biblioteca de fagos em gque 0s membros
apresentam a mesma regido varidvel de cadeia leve (isto é,
0 material de partida de murino) e uma regido varidvel de
cadeia pesada diferente. As regifes varidveis de cadeia
pesada sdo obtidas a partir de uma biblioteca de regides

varidveis de —cadeia pesada humanas rearranjadas. E
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seleccionado um fagc que apresente uma ligacado especifica
forte para o componente relevante (v.g., pelo menos 10° M
e preferencialmente pelo menos 10° MY, A regido varidvel
de cadeia pesada humana deste fago é entao utilizada como
material de partida para a construgdo de outra biblioteca
de fagos. Nesta biblioteca, cada fago apresenta a mesma
regido wvaridvel de cadeia pesada (isto ¢é a regido
identificada na primeira bbibliocteca de apresentacdo) e uma
regido wvariavel de cadeia leve diferente. As regides
varidveis de cadelia leve sdo obtidas a partir de uma
biblioteca de regides varidveis de cadeia leve humanas
rearranjadas. Novamente, ¢ seleccionado o fago que
apresente uma ligacgdo especifica forte para o componente de
péptido amildéide. FEstes fagos apresentam as regibes
varidveis de anticorpos de  péptidos anti-amildides
totalmente humanos. Estes anticorpos possuem normalmente
uma especificidade para um epitopo igual ou semelhante a do

material de partida do murino.

e. Selecgao da regido constante

As regibes variaveis de cadeias pesada e leve de
anticorpos quiméricos, humanizados ou humano podem ser
ligadas pelc mencs & uma porg¢do de uma regido constante
humana. A escolha da regido constante depende, em parte, de
se desejar um complemento dependente de anticorpc e/ou uma
toxicidade mediada por células. Por exemplo, o0s 1sotipos
IgGl e IgG3 possuem actividade complementar ao passo que 0S
isctipos IgG2 e IgG4 ndo. A selecgdo do isotipo também pode
afectar a passagem do anticorpo para o cérebro. As regides
de cadeia leve podem ser A ou k. Os anticorpos podem ser

expressos sob a forma de tetrémeros que contém duas cadeias
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leves e duas cadeias pesadas, como cadeias pesadas
separadas, cadeias leves, como Fab, Fab’, F(ab’)2 e Fv, ou
como anticorpos de cadeia singular, nos quais os dominios
varidvels de cadeia pesada e leve estdo ligados por meio de

um ligador.

f. Expressdao de anticorpos recombinantes

Os anticorpos quiméricos, humanizados e humanos sao
tipicamente produzidos por expressdo recombinante. As
construgbes de polipéptidos recombinantes compreendem
tipicamente uma sequéncia de controlo de expressdo que esta
funcionalmente 1ligada as sequéncias codificadoras das
cadeias do anticorpo, 1incluindo as regifes promotoras
associadas naturalmente ou heterdlogas. De preferéncia, as
sequéncias de controlo de expressdo sdo sistemas promotores
eucaridticos em vectores capazes de transformar ou
transfectar células hospedeiras eucaridticas. Apds a
incorporacao do vector no hospedeiro adequado, o hospedeiro
¢ mantido sob condigdes adequadas para a expressao de nivel
elevado das sequéncias de nucledtidos e recolha e
purificacgao dos anticorpos de inter-reacgao.

Estes vectores de expressao 540 tipicamente
replicédveis em organismos hospedeiros quer sob a forma de
epissomas quer como parte integrante do ADN cromossémico do
hospedeiro. Habitualmente, os vectores de expressdo contém
marcadores de selecgdo, v.g., resisténcia a ampicilina ou
resisténcia a higromicina, para permitir a deteccdo dessas
células transformadas com as sequéncias de ADN desejadas.

E. coli é um hospedeiro procaridtico particularmente
ttil para a clonagem de sequéncias de ADN da presente

invencgao. Os micrdébios, tais como leveduras, também sao
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Utels para a expressao. As Saccharomyces sdao um hospedeiro
de leveduras preferivel, com vectores adequados gue possuem
seguéncias de controlo de expressao, uma origem de
replicacgao, sequéncias de terminagdao e semelhantes,
conforme desejado. Como promotores tipicos refere-se 3-
fosfoglicerato-cinase e outras enzimas glicoliticas. Como
promotores indutiveis de leveduras refere-se, entre outros,
os promotores de dalcool desidrogenase, isocitocromo C e
enzimas responsdveis pela utilizagdo de maltose e de
galactose.

As células de mamiferos constituem um hospedeiro
preferido para a expressdo de segmentos nucleotidicos que
codificam imunoglcbulinas ou seus fragmentos. Veja-se
Winnacker, From Genes to Clones, (VCH Publishers, NY,
1987). HA diversas linhas de células hospedeiras adequadas
capazes de secretar proteinas heterdlogas intactas que
foram desenvolvidas na especialidade, as quais compreendem
linhas de células de CHO, diversas linhas de células COS,
células Hela, células L e linhas de células de mieloma. Os
vectores de expressdac para estas células podem incluir
sequéncias de controlo de expressao, tals como uma origem
de replicacdo, um promotor, um potenciador (Queen et al.,
Immuncl. Rev. 89%9: 49 (1986)), e locais de informacdo de
processamento necessarios, tails como locais de ligagdo de
ribossomas, locais de unido de ARN, locais de
poliadenilagdo e sequéncias terminadoras de transcrigdo.
Como sequéncias de controlo de expressdo preferidas refere-
se o0s promctores obtidos a partir de genes enddgenos,
citomegalovirus, Sv40, adenovirus, virus papiloma de bovino

e semelhantes. Ver Co et al., J. Immunol. 148: 1149 (1992).
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Em alternativa, € possivel incorporar em transgenes
sequéncias que codifiquem o anticorpo para a introdug¢do no
genoma de um animal transgénico e subsequente expressao no
leite do animal transgénico (v.g., de acordo com os métodos
descritos nos documentos US 5 741 957, US 5 304 489, US 5
849 992, os quals se consideram aqui incorporados na sua
totalidade por referéncia). Como transgenes adequados
refere-se as sequéncias codificadoras para as cadeias leve
e/ou pesada numa ligagdo funcional com um promotor e
potenciador proveniente de um gene especifico da glédndula
mamaria, tal como caseina ou B-lactoglobulina.

Os vectores que contém os segmentos de ADN relevantes
podem ser transferidos para a célula hospedeira por meio de
métodos bem conhecidos, em fungcdo do tipo de hospedeiro
celular. Por exemplo, a transfecgdo de cloreto de cdlcio é
bastante utilizada para células procaridticas, ao passo que
0 tratamento de fosfato de calcio, electroporagao,
lipofecgdo, biclistico ou transfeccdo a base de virus pode
ser utilizado para outros hospedeiros celulares. Como
outros métodos utilizados para transformar células de
mamiferos refere-se a utilizacao de polibreno, fusao de
protoblastos, lipossomas, electroporagdo e micro-injecgao
(veja-se Sambrook et al., supra). Para a produgac de
animais transgénicos, ¢ possivel administrar por micro-
injecgdo os transgenes a od6citos fertilizados ou entdo ¢é
podem ser incorporados no genoma de c¢élulas estaminais
embridnicas, sendo o© nucleo de tais c¢élulas transferido
para odcitos enucleados.

Apds a expressdo, 0s anticorpos podem ser purificados
de acordo com procedimentos convencionais conhecidos na

especialidade, incluindo purificacéao por HPLC,
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cromatografia em coluna, electroforese em gel e semelhantes
(veja-se Scopes, Protein Purification (Springer-Verlag, NY,

1982)).

4, Outros agentes terapéuticos

Os agentes terapéuticos utilizdveis nos métodos da
presente invenc¢do também compreendem células T que se ligam
a um componente da placa, tal comc o péptido AB. Por
exemplo, as células T podem ser activadas contra o péptido
AR por expressdo de um gene MHC de classe I humanc e de um
gene de p-2-microglobulina humano a partir de uma linhagem
de células de insecto, em que se forma um complexo vazio
sobre a superficie das células, o qual se pode ligar ao
péptido AB. As células T que contactaram com a linhagem de
células tornam-se especificamente activadas contra o
péptido. Veja-se Peterson et al., US 5,314,813. As
linhagens de células de insectos que expressam um antigénio
MHC de classe II também podem ser igualmente utilizadas

para activar as células T CD4,

5. Veiculos proteicos

Alguns agentes para a 1indug¢do de uma resposta imune
contém o epitopo adequado para induzir uma resposta imune
contra os depdsitos amildides, embora sejam demasiado
peguenos para serem imunogénicos. Nesta situacdo, ¢
possivel ligar um péptido imunogénio a um veiculo adequado
para auxiliar a obtencdo de uma resposta imune. Como
veiculos adequados refere-se albuminas do soro, hemocianina
de diodora apertura, moléculas de imunoglobulina,
tiroglobulina, ovalbumina, toxéide do tétano ou um toxdide

proveniente de outra bactéria patogénica, tal como
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difteria, E. coli, cdélera ou H. pylori, ou um derivado de
toxina atenuado. Como outros veiculos refere-se epitopos de
células T que se ligam a alelos maltiplos de MHC, v.g., a
pelo menos 75% de todos o©s alelos MHC humanos. Tais
veiculos sao por vezes designados na especialidade como
“epitopos de <c¢élulas T universais”. Como exemplos de
epitopos de células T universals refere-se:

Hemaglutinina de influenza: HAsp7 315 PKYVKONTLKLAT (SEQ
ID NO: 1)

PADRE (residuos comuns a negrito) AKXVAAWTLKAAA (SEQ
ID NO: 2)

Maldria CS: epitopc T3 EKKIAKMEKASSVENV (SEQ ID NO: 3)

Antigénio da superficie de hepatite B: HBSAJis_ps
FFLLTRILTI (SEQ ID NO: 4)

Proteina 65 de choque térmico: hsp65is3-171
DOSIGDLIAEAMDKVGNEG (SEQ ID NO: 5)

Bacilo Calmette-Guerin: QVHFQPLPPAVVKL (SEQ ID NO: 6)

Toxdide do tétano: TTgso-pee QYIKANSKFIGITEL (SEQ ID NO:
7)

Toxdide do tétano: TTgu7 g9¢7 FNNFTVSFWLRVPKVSASHLE (SEQ
ID NO: 8)

VIH gpl20 Tl: KQIINMWQEVGKAMYA. (SEQ ID NO: 9)

Como outros veiculos para estimular ou potenciar uma
resposta imune refere-se citoquinas, tais como IL-1, IL-1lu
e péptidos B, IL-2, YINF, IL-10, GM-CSF e guimoquinas, tais
como MIPla e RANTES. Os agentes imunogénicos também podem
estar ligados a péptidos gue potenciem o transporte através
de tecidos, conforme descrito por O'Mahony, nos documentos
WO 97/17613 e WO 97/17614.

Os agentes imunogénicos podem ser ligados a veiculos

por reticulacdo quimica. As técnicas para ligar um
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imunogénio a um veiculo compreendem a formagdo de ligacdes
dissulfureto utilizando propionato de N-succinimidil-3-(2-
piridil-tio) (SPDP) e 4-(N-maleimidometil)-ciclo-hexano-1-
carboxilato de succinimidilo (SMCC) (no caso de faltar ao
péptido um grupo sulfidrilo, este pode ser proporcionado
por meio da adigdo de um residuo cisteina). Estes reagentes
criam uma ligac¢do dissulfureto entre eles proprios e o0s
residuos cisteina do péptido numa proteina e uma ligacdo
amida através de g-amino numa lisina ou outro aminodcido
livre em outros aminodcidos. No documento Immun. Rev. 62,
185 (1982) encontram-se descritos diversos agentes
formadores de tais dissulfureto/amida. Outros agentes de
acoplamento bifuncional formam um tiocéter em vez de uma
ligacdo dissulfureto. Muitos destes agentes formadores de
tic-éter encontram-se comercialmente disponiveis e
compreendem ésteres reactivos de Aacido 6-maleidimido-
caprdico, acido 2-bromoacético, acido 2-iodoacético e acido
4-(N-meleidimido-metil)-ciclo-hexano-1-carboxilico. Os grupos
carboxilo podem ser activados por meio da sua combinacao
com succinimida ocu com sal de sdédio do 4cido 1-hidroxil-2-
nitro-4-sulfénico.

Os péptidos imunogénicos também podem ser expressos,
como proteinas de fusdo, com veiculos (isto ¢, péptidos
heterdlogos). O péptido imuncgénico pode ser 1ligado por
meio do seu terminal amino, terminal carboxilo ou ambos ao
veiculo. Facultativamente, podem estar presentes multiplas
repetigdes do péptido imuncgénico na proteina de fusdo.
Facultativamente, um péptido imunogénico pode ser ligado a
multiplas coédpias de um péptido heterdlogo, por exemplo, nos
terminais N e C do péptide. Alguns veiculos de péptidos sao

utilizados para induzir uma resposta de células T
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auxiliares contra o veiculo peptidico. Por sua vez, as
células T induzidas auxiliares induzem uma resposta contra
0 péptido imunogénico ligado ao veiculo peptidico.

Alguns agentes da invengdo compreendem uma proteina de
fusdo, na qual um fragmento do terminal N de AR esta ligado
pelo seu terminal C a um veiculo peptidico. Em tais
agentes, o residuo do terminal N do fragmento de AP
constitui o residuo do terminal N da proteina de fusdo.
Assim sendo, tails proteinas de fusdo sdo eficazes para a
inducdo de anticorpos que se ligam a um epitopo para o qual
seja necessario que residuo do terminal N de AP esteja sob
uma forma livre. Alguns agentes da 1invencdo compreendem
diversas repetic¢bes de um segmento do terminal N de AR
ligadas pelo terminal C a uma ou varias coépias de veiculo
peptidico. O fragmento do terminal N de AP incorporado em
tals proteinas de fusdo tem inicio, por vezes, em ABRL-3 e
termina em Ap7-11. Como fragmentos do terminal N de AB
preferidos refere-se AB1-7, Apl1-3, 1-4, 1-5 e 3-7. Algumas
proteinas de fusdo compreendem diferentes segmentos do
terminal N de AB em linha. Por exemplo, uma proteina de
fusao pode compreender ARl-7 seguida por ABl-3 seguida por
um péptido heterdlogo.

Em algumas proteinas de fusdo, um segmento do terminal
N de AP ¢ fundido na sua extremidade do terminal N a um
veiculo peptidico heterélogo. E possivel utilizar a mesma
variedade de segmentos do terminal N de AB para as fusdes
do terminal C. Algumas proteinas de fusdo compreendem um
péptido heterdlogo ligado ac terminal N de um segmento do
terminal N de AB, o qual estd ligado por sua vez a um ou
vadrios segmentos do terminal N de AR suplementares em

linha.
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A seguir sdo apresentados alguns exemplcs de proteinas
de fusao adequadas para utilizacao de acordo com a
invencao. Algumas destas proteinas de fusdc compreendem
segmentos de AP ligados a epitopos de toxdide do tétano,
tais como os descritos nos documentos US 5 196 512, EP 378
881 e EP 427 347. Algumas proteinas de fusao compreendem
segmentos de AP ligados a veiculos peptidicos descritos nos
documentos US 5 736 142. Alguns péptidos heterdlogos sao
epitopos de c¢élulas T universais. Em alguns métodos, ©
agente para administracdo ¢ simplesmente uma proteina de
fusdo com um segmento de AP ligado a um segmento heterdlogo
numa configuracdo linear. Em alguns métodos, o agente & um
multimero de proteinas de fusdo representado pela fdérmula
2%, em que x representa um numero inteiro compreendido
entre 1 e 5. De preferéncia, x representa 1, 2 ou 3 e mais
preferencialmente 2. No caso de x representar 2, entdo tal
multimero possul quatro proteinas de fusao ligadas, numa
configuracdo preferida, sendo designado por MAP4 (ver US 5
229 490). Os epitopos de AP estao sublinhados.

A configuracdaoc MAP4 é a seguir apresentada, em que as
estruturas ramificadas sao produzidas por melo de uma
sintese peptidica inicial no terminal N e nas cadeias
laterais de aminas da lisina. Em funcdo do numero de vezes
que a lisina é incorporada na sequéncia e é permitida a sua
ramificacdo, a estrutura resultante ird apresentar multiplos
terminais N. Neste, exemplo, foram produzidos quatro
terminais N idénticos no nucleo que contém a lisina
ramificada. Tal multiplicidade potencia  bastante a

reactividade de células B congéneres.
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Péptido ~
. BGG ~
Péptido ~ e

L
Péeptido S gﬂ,f”
R55

Péptido

KA

AN90549 (AB 1-7/toxdide de tétano 830-844 numa configuragdo
MAP4): DAEFRHDQYIKANSKFIGITEL (SEQ ID NO: 10)

AN90550 (AB 1-7/toxdide de tétano 947-967 numa configuragdo
MAP4): DAEFRHDFNNFTVSFWLRVPKVSASHLE (SEQ ID NO: 11)

AN90542 (AR 1-7/toxdide de tétano 830-844 + 947-967 numa
configuracdo linear):
DAEFRHDQYTIKANSKFIGITELFNNFTVSFWLRVPKVSASHLE (SEQ ID NO: 12)
AN90576: (AR 3-9/toxdide de tétano 830-844 numa
configurac¢do MAP4): EFRHDSGQYIKANSKFIGITEL (SEQ ID NO: 13)
Péptido descrito no documento US 5 736 142 (os quais estdo
em configuracgdes lineares):

AN90562 (A 1-7/péptido) AKXVAAWTLKAAADAEFRHD (SEQ ID NO:
14)

AN90543 (AB1-7x3/péptido):
DAEFRHDDAEFRHDDAEFRHDAKXVAAWTLKAAA (SEQ ID NO: 15)

Como outros exemplos de proteinas de fusdo (epitopo
imunogénico de AP a negrito) refere-se
AKXVAAWTLKAAA-DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD (SEQ ID NO: 16)
DAEFRHD-AKXVAAWTLKAAA (SEQ ID NO: 17)
DAEFRHD-ISQAVHAAHAEINEAGR (SEQ ID NO: 18)
FRHDSGY-TSOAVHAAHAEINEAGR (SEQ ID NO: 19)
EFRHDSG-ISQAVHAAHAEINEAGR (SEQ ID NO: 20)
PKYVKQNTLKLAT-DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD (SEQ ID NO: 21)
DAEFRHD-PKYVKQONTLKLAT-DAEFRHD (SEQ ID NO: 22)
DAEFRHD-DAEFRHD-DAEFRHD-PKYVKQNTLKLAT (SEQ ID NO: 23)
DAEFRHD-DAEFRHD-PKYVKQNTLKLAT (SEQ ID NO: 24)
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DAEFRHD-FRYVEKONTLELAT-EXKIAKMERASSVENY-
OYIKANSKFIGITEL-FNMFTVEFWLRVPKVSASHLE-DAEFRHD
DAEFRHD-DAEFRHD-DALFRHD-QYIRANSEFIGITEL-
FNRFTVSFWLEVPKVSASHLE (SRQ D
N 33}

DAEFRHD-QYIKANSKFIGITELCFNNFTVSEFWLRVPKVSASHLE (SEQ ID NO: 26)

DAEFRHD-OYIKANSKFIGITELCENNFTVSFWLR VPEVSASHLE-
DAEFRHED
{(SEQ D NG 2T

DAEFRHD-QYIKANSKFIGITEL (SEQ ID NO: 28) numa resina com 2
ramificacdes
Péptido -

o LowseGhy-Cys
Péptido

EQVTNVGGAISQAVHAAHAEINEAGR (proteina de fusdo de sinucleina
numa configuracao MAP-4; SEQ ID NO: 29).

E possivel utilizar os mesmos, ou semelhantes, veiculos
proteicos e métodos de ligagcdao para gerar imunogénios
utilizadveis na criacdo de anticorpos contra AP para a
utilizacdo na imunizacdo passiva. Por exemplo, € possivel
administrar AP ou um fragmento ligado a um veiculo a um
animal de 1laboratdéric para a produgdo de anticorpos

monoclonais para AR.

6. Agentes terapéuticos que codificam &cido nucleico

As respostas imunes contra depdsitos amildides também
podem ser induzidas por meio da administracdo de 4&cidos
nucleicos que codificam imunogénios peptidicos
seleccionados ou anticorpos e as suas cadeia de componentes
utilizadas para imunizagdoc passiva. Tais acidos nucleicos
podem ser ADN ou ARN. Um segmento de &cido nucleico que
codifique um imunogénic encontra-se tipicamente ligado a

elementos reguladores, tais como um promotor ou um
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potenciador, que permitem a expressdao do segmento de ADN
nas células alvo pretendidas de um paciente. Para a
expressdao em células sanguineas, conforme € desejdvel para
a inducao de uma resposta imune, sdo adequados para a
expressao directa elementos promotores e potenciadores
provenientes de genes das cadelas pesada e leve de
imunoglobulina ou o ©promotor e potenciador precoce
intermedidrio principal de CMV. Os elementos reguladores
ligados e as sequéncias codificadoras sao muitas vezes
clonadas num vector. Para a administracdo de anticorpos de
cadeia dupla, ¢é possivel clonar as duas cadeias no mesmo
vector ou em vectores separados.

Encontram-se disponiveis diversos sistemas de vectores
virais, incluindo sistemas retrovirais (ver, v.g., Lawrie e
Tumin, Cur. Opin. Genet. Develop. 3, 102-109, 1993);
vectores adenovirais (ver, v.g., Bett et al., J. Virol. 67,
5911, 1993); vectores de virus adeno-associados (ver, v.g.,
Zhou et al., J. Exp. Med. 179, 1867, 1994), vectores virais
provenientes da familia da variola, incluindo o virus de
vacinia e os virus de variola avidria, vectores virais
provenientes do género o-virus, tais como os obtidos a
partir de wvirus Sindbis e Semliki Forest (ver, Vv.g.,
Dubensky et al., J. Virol. 70, 508-519, 1996), virus de
encefalite equina venezuelana (ver o documento US 5 643
576) e rabdo-virus, tals como o virus de estomatite
vesicular (ver o documento WO 96/34625) e virus do papiloma
(Ohe et al., Human Gene Therapy 6, 325-333, 1995); Woo et
al., WO 94/12629 e Xiao & Brandsma, Nucleic Acids. Res. 24,
2630-2622, 1996).

O ADN qgue codifica um imunogénio, ou um vector gue

contém o mesmo, pode ser embalado em lipossomas. Como
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lipidos adequados e andlogos associados refere-se 0s
descritos nos documentos US 5 208 036, 5 264 618, 5 279 833
e 5 283 185. 0SS wvectores e o ADN que codificam um
imunogénio também podem ser adsorvidos em veiculos
particulados ou estarem associados a estes, cujos exemplos
compreendem polimeros de polimetil-metacrilato e
polilactidas e poli(lactida-co-glicélidos), ver, v.g.,
McGee et al., J. Micro Encap. (1996).

Os vectores de terapia de genes ou o ADN desguarnecido
podem ser administrados in vivo por meioc da administracgdo a
um paciente individual, tipicamente por administracdo
sistémica (v.g., intravenosa, intraperitoneal, intranasal,
gastrica, intradérmica, intramuscular, subdérmica ou
infusdo intracraniana) ou por aplicagaoc tépica (ver, v.g.,
o documento US 5 399 346). Tails wvectores podem ainda
incluir agentes facilitadores, tais como bupivacaina
(documento US 5 583 970). O ADN também pode ser
administrado utilizando uma pistocla de genes. Veja-se Xiao
& Brandsma, supra. O ADN gue codifica um imunogénio é
precipitado sobre uma superficie de gotas metalicas
microscoépicas. Os microprojécteis sao acelerados com uma
onda de choque ou por expansac de hélio gasoso e penetram
nos tecidos a uma profundidade de diversas camadas. Por
exemplo, ¢é adequada a utilizacdo do dispositivo de
administragdo de genes Accel™ produzido por Agracetus,
Inc., (Middleton, WI). Em alternativa, o ADN desguarnecido
pode passar através da pele para a corrente sanguinea
simplesmente por aplica¢do do ADN sobre a pele com
irritacdo quimica ou mecédnica (veja-se o documentoc WO

95/05853) .
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De acordo com outras variantes, o0s vectores dgue
codificam imunogéniocs podem ser administrados ex vivo a
células, tais como células removidas de um paciente
individual (v.g., linfdcitos, aspirados de medula dssea,
tecidos de bidpsia) ou células estaminais hematopoiéticas
de dadores universais, seguindo-se a re-implantagao das
células no paciente, normalmente apds selecg¢do das células

que possuem O vector incorporado.

7. Pesquisa de anticorpos para actividade de limpeza

0 exemplo XIV descreve métodos para a pesquisa de um
anticorpo para a actividade de limpeza de um depdsito
amildide. Para a pesquisa de actividade contra um depdsito
amildide, faz-se contactar uma amostra de tecido
proveniente de um paciente com amiloidose, tal como um
tecido cerebral na doenca de Alzheimer, ou um modelo animal
gue possui uma patologia amildide caracteristica com
células fagociticas que suportam um receptor Fc, tais como
células microgliais, e com o anticorpo que se pretende
ensaiar num meio in vitro. As células fagociticas podem ser
uma cultura primdria ou uma linhagem de células, tals como
BvV-2, (C8-B4 ou THP-1. Estes componentes sao combinados
ldmina de microscépio para facilitar a monitorizacgao
microscoépica, ou entdc podem ser efectuadas multiplas
reacgBes em paralelo nas cavidades de uma placa de
microtitulagdo. ©Nesse formato, ¢é possivel montar em
separado uma ldmina de microscépio em miniatura em
cavidades separadas, ou num formato de detec¢do ndao
microscépico, tal como ELISA, ¢é possivel wutilizar a
detecgdo de A[B. De preferéncia, sao efectuadas diversas

medicdes da quantidade de depdsito amildéide ma mistura de
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reacgao in vitro, a partir de um wvalor da linha de base
antes do inicio da reacgao e um ou mais wvalcres de ensaio
durante a reacgcdo. O antigénio pode ser detectado por
andlise de manchas, por exemplo, com um anticorpo marcado
de um modo fluorescente para AP ou para outro componentes
das placas amildides. O anticorpo utilizado para manchar
pode ser ou ndo o mesmo anticorpo gue se estd a estudar
quanto a actividade de limpeza. Uma reducgdc em relacdo a
linha de base durante a reacgdo dos depdsitos amildides
indica que o anticorpo em teste possui uma actividade de
limpeza. Tais anticorpos sado provavelmente utels para a
prevencdo ou para o tratamento de Alzheimer ou de outras
doengas amiloidogénicas. Conforme descrito antes, as
experiéncias efectuadas para apoiar a presente 1nvencéao
revelaram, utilizando um tal ensaio, que os anticorpos para
o fragmento NAC de sinucleina sac eficazes para limpar as

placas amildides caracteristicas da doenga de Alzheimer.

D. Pacientes susceptiveis a regimes de tratamento anti-
amildide

Os pacientes susceptiveis a tratamento compreendem
individuos em risco de doenga mas gue nao apresentem
sintomas, bem como pacientes que apresentam sintomas de
amiloidose. No caso da doen¢a de Alzheimer, praticamente
gqualguer pessoa estd em risco de padecer da doenca de
Alzheimer, caso viva durante um periodo suficientemente
longo. Assim, os métodos presentes podem ser administrados
profilacticamente a populagdo geral sem qualquer avaliacgdo
de risco para o sujeito paciente. 0Os métodos da presente
invengdo sdao particularmente tuteis para individuos que

possuem um risco genético conhecido de doenga de Alzheimer
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ou de quaisquer outras doencas amildides hereditarias. Tais
individuos compreendem aqueles que possuam familiares que
tenham sofrido esta doenga e aqueles cujo risco é
determinado por meio de uma andlise de marcadores genéticos
ou bioquimicos. 0s marcadores genéticos de risco da doencga
de Alzheimer compreendem as mutagbes do gene APP, em
particular as mutag¢des na posicao 717 e nas posigdes 670 e
671, designadas respectivamente por mutagbes de Hardy e
sueca (ver, Hardy, TINS, supra). Como outros marcadores de
risco refere-se as mutagdes nos genes de presenilina, PS1 e
PS2, e ApoE4, histdéria familiar de DA, hipercolesterolemia
ou aterosclerose. 0Os individuos que jé& padecem da doenca de
Alzheimer podem ser reconhecidos a partir de deméncia
caracteristica, bem como pela presenca dos factores de
risco descritos antes. Além disso, encontram-se disponiveis
diversos testes de diagnéstico para a 1dentificacao de
individuos que sofrem de DA, Estes incluem determinagdes
dos niveis de CSF tau e de Af42. Niveis elevados de tau e
reduzidos de AB42 indicam a presenga da DA, Individuos que
sofrem da doenca de Alzheimer também podem ser
diagnosticados por c¢ritérios MMSE ou ADRDA, conforme
descrito na secgao dos exemplos.

Em pacientes assintomaticos, o tratamento pode ter
inicio em gqualquer idade (v.g., 10, 20, 30). No entanto,
ndc ¢ necessdrio normalmente iniciar o tratamento até que o
paciente atinja os 40, 50, 60 ou 70. Tipicamente, o
tratamento compreende dosagens multiplas ao longo de um
periocdo de tempo. O tratamento pode ser monitorizado por
testes ac anticorpo ou a respostas de células T ou células
B activadas ao agente terapéutico (v.g., péptido AR), ao

longo do tempo, de acordo com as linhas gerais aqui
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descritas nos exemplos I e II. No caso de a resposta
diminuir, entdo ¢ indicada uma dosagem de reforgo. No caso
de pacientes potenciais da sindrome de Down, © tratamento
pode ter inicio pré-natal por meio da administracao do
agente terapéutico a mde ou pouco tempo apds © nascimento.
H& outras formas de amiloidose que sdo muitas vezes
nac diagnosticadas, salvo quando se suspeita de uma
propensdoc particular para a doenga. Um sintoma principal é
a presenca de uma doenga cardiaca ou renal em pacientes de
meia-idade ou idosos que também apresentem sinais do
envolvimento de um outro ¢rgdo. Uma voltagem reduzida ou
desvios extremos do eixo no electrocardiograma e tecido
ventricular mais espesso também sdo indicadores de um
envolvimento cardiaco. A proteintria ¢ um sintoma do
envolvimento renal. O envolvimento hepdtico também pode ser
suspeitado, no caso de se detectar hepatomegalia por meio
de um exame fisico ao paciente. A neuropatia periférica
também constitui uma ocorréncia comum de determinadas
formas de amiloidose; também podendo ser encontradas em
neuropatia autondémica, caracterizada por hipotensao
postural. Deverd suspeitar-se de amiloidose em qualquer
pessca com uma neurcpatia progressiva de origem
indeterminada. Um diagnéstico definitivo da doenga pode ser
efectuado utilizando métodos de bidpsia de tecido, quando o
érgdo afectado se encontra disponivel. Para amiloidoses
sistémicas, & possivel utilizar camadas de gordura
aspiradas ou amostras rectais para bidpsia. O material de
bidpsia ¢ manchado com vermelho do Congo, em gue as
amostras positivas exibem uma birrefringéncia verde maga

sob luz polarizada, ac microscédpio.
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E. Regimes de tratamento

Para aplicagdes profildcticas, as composigdes
farmacéuticas ou medicamentos sdoc administrados a um paciente
susceptivel a, ou em risco de, uma doenga particular numa
guantidade suficiente para eliminar ou reduzir o risco ou
para atrasar o inicio da doenca. Para aplicacgbes
terapéuticas, as composicdes ou medicamentos Sao
administrados a um paciente que se suspeite que sofra, ou
que ja sofra de uma tal doenga numa quantidade suficiente
para curar, ou pelo menos parar, o0s sintomas da doenca e
das suas complicagdes. Uma quantidade adequada para
conseguir tal fim é definida com um dose terapéutica ou
farmaceuticamente eficaz. Nos regimes profildctico ou
terapéutico, o0s agentes sdo normalmente administrados em
diversas dosagens até se alcangar uma resposta imune
suficiente. Tipicamente, a resposta imune é monitorizada e
sao administradas doses repetidas no caso da resposta imune
comecar a diminuir.

As doses eficazes das composigles da presente invengdo
para o tratamento das patologias descritas antes variam em
funcao de muitos factores diferentes, tails como o modo de
administragdo, o local alvo, o estado fisioldgico do
paciente, se o paciente é um ser humanc ou um animal,
outras medicagdes administradas e se o© tratamento é
profildctico ou terapéutico. Normalmente, o paciente é um
ser humano, mas em algumas doen¢as, tais como a doenga das
vacas loucas associada a proteina do prido, o paciente
possa ser um mamifero ndo humano, tal como um bovino. As
dosagens de tratamento precisam de ser tituladas para se
optimizar a seguranga e a eficdcia. A quantidade de

imunogénio depende se também é administrado um adjuvante,
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sendo normalmente necessarias dosagens mais elevadas na
auséncia do adjuvante. Em fungdo da imunogenicidade da
formulacdo particular, uma guantidade de um imunogénio para
administragao pode estar compreendida entre 1 ug e 500 ug
por paciente e mais usualmente entre 5 ug e 500 upg por
injeccéo para a administragao a seres humanos.
Ocasionalmente, & utilizada uma dose superior compreendida
entre 0,5 mg e 5 mg por injeccdo. Tipicamente, é utilizada
pelo menos cerca de 10, 20, 50 ou 100 ug para cada injecg¢do
a seres humanos. O intervalo das 1injecgdes pode variar
significativamente desde uma vez ao dia, até uma vez ao
anc, uma vez por década, sendo preferidos “reforcos”
sucessivos de imunogénio. De um modo geral, de acordo com
0s ensinamentos aqui descritos, as dosagens eficazes podem
ser monitorizadas por meio da obtencdo de uma amostra de
fluido do paciente, geralmente de uma amostra de soro de
sangue, e determinacao do titulo de anticorpo desenvolvido
contra o imunogénio, utilizando métodos bem conhecidos na
especialidade e facilmente adaptaveis ac antigénio
especifico que se pretende determinar. De um modo ideal, ¢é
recolhida uma amostra antes do inicio da administracao da
dose; sendo recolhidas amostras subsequentes e tituladas
apds cada imunizacdo. De um modo geral, ¢é desejavel uma
dose ou regime de dosagem que proporcione um titulo
detectdvel pelo menos quatroc vezes superior em relacgdo ao
nivel de controlo ou de fundo, para uma diluic¢do de soro de
1:100, em que o fundo é definido em relacgdc a um soro de
controlo ou em relacdo a um fundo de placa em ensaios
ELISA. De acordo com a presente invencdo, sdo preferidos

titulos pelo menos de 1:1000 ou 1:5000.
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Para um dia qualquer em que uma dosagem de imunogénio
¢ administrada, a dosagem é normalmente superior a 1
ug/paciente e preferencialmente superior a 10 ug/paciente,
caso também seja administrado o adjuvante, e pelo menos
superior a 10 mug/paciente e normalmente superior a 100
ug/paciente, na auséncia de adjuvante. As doses para
imunogénios individuais, seleccionadas de acordo com a
presente invencdo, sao determinadas de acordo com métodos
de dosagem e de titulagdo convencionais, considerados em
conjunto com o0s ensinamentos aqui descritos. Um regime
tipico consiste numa imunizagao seguida de injecgdes de
refor¢co em intervalos de tempo, tais como em intervalos de
6 semanas. Um outro regime consiste numa imunizacado seguida
por injeccgdes de reforco apds 1, 2 e 12 meses. Um outro
regime compreende uma injecgdo em cada dois meses durante a
vida. Em alternativa, as injecc¢bes de reforgco podem ser
administradas numa base irregular conforme indicado pela
monitorizacdo da respcosta imune.

Para a imunizag¢ao passiva com um anticorpo, as dosagens
estdo compreendidas entre cerca de 0,0001 e 100 mg/kg e
mais normalmente entre 0,01 e 5 mg/kg do peso corporal do
hospedeiro. Por exemplo, as dosagens podem ser de 1 mg/kg
de peso corporal ou de 10 mg/kg de peso corporal. Um regime
de tratamento exemplificativo compreende a administragado,
uma vez a cada duas semanas Oou uma vez por més ou uma vez a
cada 3 a 6 meses. De acordo com alguns métodos, sao
administrados em simultdneo dois ou mais anticorpos
monoclonais com especificidades de ligag¢éo diferentes, caso
este em que a dosagem para cada anticorpo administrado esté
compreendida nos intervalos indicados. O anticorpo ¢é

normalmente administrado em multiplas ocasides. Os
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intervalos entre doses individuais podem ser semanais,
mensais ou anuais. Os intervalos também podem ser
irregulares conforme indicado pela determinacdc dos niveis
no sangue de anticorpo para AP no paciente. Em alternativa,
0 anticorpo pode ser administrado como uma formulacgdo de
libertacdo prolongada, caso este em que € necessaria uma
frequéncia inferior de administracdo. A dosagem e a
frequéncia wvariam em funcao do periodo de semi-vida do
anticorpo no paciente. De um mede geral, o0s anticorpos
humanos apresentam ¢ periodo de semi-vida mais longo,
seguindo-se 05s anticorpos humanizados, anticorpos
gquiméricos e anticorpos ndo humanos. A dosagem e a
frequéncia de administragdo podem variar em fungac do
tratamento ser profildctico ou terapéutico. Para aplicacgdes
profildcticas, ¢é administrada uma dosagem relativamente
baixa em intervalos relativamente infrequentes durante um
pericdo de tempo longo. Alguns pacientes continuam a
receber tratamento para o resta das suas vidas. Para
aplicacgbes terapéuticas, sdao por vezes necessdarias dosagens
relativamente elevadas em intervalos relativamente curtos
até se reduzir ou terminar a progressac da doenga e
preferencialmente até o paciente apresentar melhorias
parciais ou completas dos sintomas da doenca. Depois, pode
ser administrado ao paciente um regime profilactico.

As doses de &dcidos nucleicos que codificam imunogénios
estdc compreendidas entre cerca de 10 ng e 1 g, 100 ng e
100 mg, 1 ug e 10 mg ou 30 ug e 300 pg de ADN por paciente.
As doses de vectores virais infecciosos estao compreendidas
entre 10 e 100 ou mais virdes pode dose.

Os agentes para a inducdo de uma resposta imune podem

ser administrados por via parentérica, toépica, intravenosa,
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oral, subcuténea, intraperitoneal, intranasal ou intramuscular
para o tratamento profildctico ou terapéutico. Como vias de
administracdo tipicas de um agente imunogénico refere-se as
vias intramuscular (i.m.), intravenosa (1.v.) ou subcuténea
(s.c.), embora outras vias também possam ser igualmente
eficazes. Tipicamente, a injeccgao intramuscular é
administrada nos musculos do bra¢o ou da perna. De acordo
com alguns métodos, ©s agentes sao injectados directamente
num tecido particular onde os depdsitos se acumularam, por
exemplo, injec¢do intracraniana. A 1injec¢do intramuscular
ou a 1infusdo intravenosa sac as formas preferidas de
administracdo do anticorpo. De acordo com alguns métodos,
os anticorpos terapéuticos particulares saoc injectados
directamente no crénio. De acordo com alguns métodos, o0s
anticorpos sao administrados scb a forma de uma composigdo
ou dispositivo de libertacdo prolongada, tal como um
dispositivo Medipad™,

Os agentes da invencgao podem ser facultativamente
administrados em combinagac com outros agentes que sejam
pelo menos parcialmente eficazes para o tratamento de
doengas amiloidogénicas. No caso da doenca de Alzheimer e
da sindrome de Down, nas quais os depdsitos amildides tém
lugar no cérebro, o0s agentes da invencdo também podem ser
administrados em conjunto com outros agentes que aumentem a
passagem dos agentes da invencdo através da Dbarreira
hemato-encefdlica. Além disso, a invengdo também contempla
misturas terapéuticas que compreendem imunogénios
concebidos para provocar uma resposta imune contra mais do
gue um compconente amildide, tal comoc estdo contempladas

combinag¢des de um anticorpo dirigido contra um componente
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da placa e um imunogénio dirigido a um componente da placa
diferente.

Os agentes imunogénicos da invencgdo, tais como
péptidos, sao administrados em combinacgdo com um adjuvante.
E pocssivel utilizar diversos adjuvantes em combinagidoc com
um péptido, tal como AP, para proporcionar uma resposta
imune. O0Os adjuvantes preferidos aumentam a resposta
intrinseca a um imunogénio sem provocar alteragdes
conformacionais no imunogénico que afectem a forma
gualitativa da resposta. Como adjuvantes preferidos refere-
se hidréxido de aluminioc e fosfato de aluminio, lipido A de
monofosforilo 3 De-O-acetilado (MPL) (veja-se o documento
GB 2220211 (RIBI ImmunoChem Research 1Inc., Hamilton,
Montana, agora fazendo parte de Corixa). O Stimulon™ QS-21
¢ um glicdsido ou saponina de triterpeno isolado a partir
da casca da arvore-do-sabdo encontrada na América do Sul
(veja-se Kensil et al., na obra Vaccine Design: The Subunit
and Adjuvant Approach (eds. Powell & Newman, Plenum Press,
NY, 1995); patente de invengdao norte-americana n°® 5 057
540), (Aquila BioPharmaceuticals, Framingham, MA). Como
outros adjuvantes refere-se emulsdes de dleo-em-dgua (tais
como esgualeno ou 6leoc de amendoim), facultativamente em
combinag¢aoc com estimulantes imunes, tais como lipido A de
monofosforilo (veja-se Stoute et al., N. Engl. J. Med. 336,
86-91 (1997)). Um outro adjuvante ¢ CpG (documento WO
98/40100). Em alternativa, ¢é possivel acoplar AR a um
adjuvante. No entanto, tal acoplamento ndo deverd alterar
substancialmente a configuragdo AP para ndo afectar a
natureza da resposta imune a AB. 0s adjuvantes podem ser
administrados como um componente da composig¢do terapéutica

com um agente activo ou podem ser administrados em
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separado, antes, em simultdnec ou apds a administracdo do
agente terapéutico,

Uma classe preferida de adjuvantes sdao os sais de
aluminio (alum), tais como hidrodoxido de aluminico, fosfato
de aluminio, sulfato de aluminio. Tais adjuvantes podem ser
utilizados em conjunto ou na auséncia de outros agentes
imunc-estimuladores especificos, tais como MPL ou 3-DMP,
05-21, amincdcidos poliméricos ou monoméricos, tais como
dcido poliglutédmico ou polilisina. Uma outra classe de
adjuvantes sdo as formulagles em emulsbes de déleo-em—-&gua.
Tais adjuvantes podem ser utilizados em conjunto ou na
auseéncia de outros agentes imuno-estimuladores
especificos, tais como péptidos de muramilo (v.g., N-
acetilmuramil-L-treonil-D-isoglutamina (thr-MDP), N-acetil-
normuramil-L-alanil-D-isoglutamina (nor-MDP), N-acetil-
muramil-L-alanil-D-iscglutaminil-L-alanina-2-(1'-2"-di-
palmitoil-sn-glicero-3-hidroxifosforiloxi)-etilamina (MTP-
PE), N-acetilglucosaminil-N-acetilmuramil-L-Al-D-isoglu-L-
Ala-dipalmitoxi-propilamida (DTP-DPP), teramida™ ou outros
componentes da parede celular de bactérias. As emulsles
0leo-em-4gua compreendem (a) MF59 (WO 90/14837), que contém
5% de esgualeno, 0,5% de Tween 80 e 0,5% de Span 85
(facultativamente contendoc diversas quantidades de MTP-PE),
formulado em particulas sub-micron utilizando um
microfluidificador, tal como o microfluidificador de modelo
110 Y (Microfluidics, Newton MA), (b) SAF, contendo 10% de
esqualeno, 0,4% de Tween 80, 5% de polimero L121 blogueado
com plurdénico e thr-MDP, microfluidificado numa emulsdo
sub-micron ou centrifugado para se obter uma emulsdo de
particulas com um tamanho superior, e (¢) sistema adjuvante

Ribi™ (RAS), (Ribi Immunochem, Hamilton, MT), que contém 2%
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de esqualeno, 0,2% de Tween 80 e um ou vAarios componentes
da parede celular de Dbactérias seleccionado entre o
conjunto constituido por lipido A monofosforilo, dimicolato
de tre-halose (TDM) e estrutura principal da parede celular
(CWS) e preferencialmente MPL + CWS (Detox™). Uma outra
classe de adjuvantes preferidos sdo o0s adjuvantes de
saponina, tais como Stimulon™ (0S-21; Aquila, Framingham,
MA) ou particulas geradas a partir dele, tais como ISCOM
(complexos imuno-estimuladores) e ISCOMATRIX. Como outros
adjuvantes refere-se adjuvante incompleto de Freund (IFA),
citoguinas, tais como interleucinas (IL-1, IL-2 e IL-12),
factor estimulador da coldénia de macrdgafos (M-CSF) e
factor de necrose tumoral (TNF).

O imunogénio e o adjuvante podem ser embalados e
fornecidos no mesmo recipiente ou podem ser embalados em
recipientes separados, sendo misturados antes da
utilizagdo, Tipicamente, o imunogénio e o adjuvante sao
embalados com uma marca que indica a aplicacdo terapéutica
pretendida. No caso de o imunogénio e o adjuvante serem
embalados em separado, a embalagem inclui tipicamente
instrug¢des para a mistura antes da utilizag¢do. A escolha de
um adjuvante e/ou veiculo depende de factores, tais como a
estabilidade da formulacdc gue contém o adjuvante, a via de
administragdo, o regime de dosagem e a eficacia do
adjuvante para as espécies que se pretende vacinar. Em
seres humanos, um adjuvante farmaceuticamente aceitdvel
preferido ¢ aquele que foi aprovado para administracdo a
humanos pelas entidades reguladoras. Como exemplos de tais
adjuvantes preferidos para seres humanos refere-se alum,
MPL e (QS$-21. Facultativamente, ¢é possivel utilizar em

simultidneo dois ou mais adjuvantes diferentes. Como
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combinacdes preferidas refere-se alum com MPL, alum com QS-
21, MPL com ©S-21, e alum, QS-21 e MPL em conjunto. Também
¢ possivel utilizar o adjuvante incompleto de Freund (Chang
et al., Advanced Drug Delivery Reviews 32, 173-186 (1998)),
facultativamente em combinacdao com alum, QS-21 ou MPL e
todas as suas combinagdes.

Os agentes da invengao sdao muitas vezes administrados
como composicbes farmacéuticas gue compreendem um agente
terapeuticamente activo e diversos outros componentes
farmaceuticamente aceitdveis. Ver a obra Remington's
Pharmaceutical Science (192 ed., 1995). A forma preferida
depende da via de administracdo e da aplicacdo terapéutica
pretendidas. As composigdes também podem incluir, em funcgdo
da formulacdao desejada, veiculos ou diluentes nao tdxicos
farmaceuticamente aceitdveis, os quais sd&o definidos como
veiculos normalmente utilizados para a formulacdao de
composigbes farmacéuticas para administragdo a animais ou
seres humanos. O diluente é seleccionado de um modo tal que
nac afecte a actividade bioldgica da combinagdo. Como
exemplos de tais diluentes refere-se agua destilada, soluto
salino tamponadc com fosfatoe fisioldgico, solugdo de
Ringer, solucdo de dextrose e solugdo de Hank. Além disso,
a composicdao ou formulacdo farmacéutica também pode
compreender outros veiculos, adjuvantes ou estabilizadores
ndo  toéxicos, ndo  terapéuticos, ndo  imunogénicos e
semelhantes.

As composigdes farmacéuticas também podem compreender
macromoléculas compridas lentamente metabolizadas, tais
como proteinas, polissacdridos, tails como quitosano, acidos
polilacticos, acidos poliglicélicos e copolimeros (tais

como sefarose funcionalizada com ldtex, agarose, celulose e
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semelhantes), aminodcidos poliméricos, copolimeros de
amincdcidos e agregados de lipidos (tais como goticulas de
¢leo ou lipossomas). Além disso, estes veiculos podem actuar
como agentes imuno-estimuladores (isto €, adjuvantes).

Para a administracdo por via parentérica, o©s agentes
da invengdo podem ser administrados como  dosagens
injectaveis de um solugdo ou suspensdo da substédncia num
diluente fisiclogicamente aceitéavel com um veiculo
farmacéutico que pode ser um liquido estéril, tal como
dgua, 6leos, soluto salino, glicerol ou etanol. Além do
mais, também podem estar presentes nas composigdes
substédncias suplementares, tais como agentes humectantes ou
emulsionantes, tensioactivos, substéncias de tamponamento
do pH e semelhantes. Como outros componentes das
composi¢des farmacéuticas refere-se os de origem do
petréleo, animal, vegetal ou sintética, por exemplo, 0¢leo
de amendoim, dleo de soja e 6leo mineral. De um modo geral,
0s glicdéis, tais como propileno-glicol ou polietileno-
glicol, sao os veiculos liquidos preferidos, em particular
para solucgdes injectaveis. Os anticorpcs podem ser
administrados sob a forme de uma injeccdo de um depdsito ou
de uma prepara¢dc em implante, o©s quais podem ser
formulados de um modo tal que permitam uma libertacgéao
prolongada do ingrediente activo. Uma composicgao
exemplificativa compreende um anticorpo monoclonal com uma
concentragdo de 5 mg/mL, formulado num tampdoc aquoso
constituido por L-histidina 50 mM, NaCl 150 mM, ajustado
para um valor de pH de 6,0 com HCI.

Tipicamente, as composicdes sao preparadas como
formulagdes injectdveis, quer como solugdes quer como

suspensbes liquidas; também ¢é possivel preparar formas
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s6lidos adequadas para solugdo, ou suspensdo, em veiculos
ligquidos antes da injeccgdo. A preparacao também pode ser
emulsionada ou encapsulada em lipossomas ou
microparticulas, tais como polildctido, poliglicolido ou
copolimero, para aumentar o efeito adjuvante, conforme
descrito antes (ver Langer, Science 249, 1527 (1990) e
Hanes, Advanced Drug Delivery Reviews 28, 97-119 (1997). Os
agentes da presente invencg¢ao podem ser administrados sob a
forma de uma injeccao de depdsito ou de uma preparagac em
implante, a qual podem ser formulada de um modo tal que
permita uma libertag¢do prolongada ou em pulsos do
ingrediente activo.

Como formulacdes suplementares adeqgquadas para outras
vias de administracao refere-se as formulacgbes oral,
intranasal e pulmonar, os supositdrios e as aplicagdes
transdérmicas.

Para o0s supositdérics, como aglutinantes e wveiculos
refere-se, por exemplo, polialquileno—glicdis ou
triglicéridos; em que tais supositérios podem ser formados
a partir de misturas que contém o ingrediente activo numa
quantidade compreendida entre 0,5% e 10% e de preferéncia
entre 1% e 2%. As formulacgdes orais compreendemn
excipientes, tais como manitol, lactose, amido, estearato
de magnésio, sacarina de s6dio, celulose e carbonato de
magnésio de qualidade farmacéutica. Estas formulag¢Bes podem
assumir a forma de solugdes, suspensdes, comprimidos,
pilulas, cépsulas, formulacgdes de libertacdo prolongada ou
pdés e contém entre 10% e 95% de ingrediente activo e de
preferéncia entre 25% e 70%.

A aplicagdo tépica pode proporcionar a administracgdo

transdérmica ou intradérmica. A administracgao por via
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tépica pode ser facilitada pela co-administracdo de um
agente com a toxina de cdlera ou seus derivados
desintoxicados ou suas subunidades ou com outras toxinas
bacterianas semelhantes (veja-se Glenn et al., Nature 391,
851 (1998)). A co-administracdc pode ser efectuada
vtilizando os componentes como uma mistura ou como
moléculas ligadas obtidas por reticulagdc quimica ou
expressao sob a forma de uma proteina de fusao.

Em alternativa, a administrac¢do transdérmica pode ser
alcancada utilizando um adesivo para a pele ou utilizando
transferossomas (Paul et al., Eur. J. Immunol. 25, 3521-24
(1995); Cevc et al., Biochem. Biophys. Acta 1368, 201-15
(1998)) .

F. Métodos de diagndstico

A invengdo proporciona métodos para a deteccdo de uma
resposta imune contra o péptido AR num paciente que sofre
ou que ¢ susceptivel a doencga de Alzheimer, de acordo com a
reivindicagao 10. Os métodos sao particularmente Uteils para
a monitorizacdo do decurso do tratamento que se esta a
administrar ao paciente. 0Os métodos podem ser utilizados
para monitorizar o tratamento terapéutico em pacientes
sintomdticos e o tratamento profildctico em pacientes
assintomdticos. 0s métodos sdo uteis para a monitorizacgao
de d1munizag¢do activa (v.g., anticorpo produzido como
resposta a administragdo de imunogénio) e de imunizacgao
passiva (v.g., determinacdo do nivel de anticorpo

administrado) .
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1. Imunizacdo activa

Alguns métodos ccmpreendem a determinagdo de uma linha
de base de uma resposta 1mune num paciente antes da
administragao de uma dosagem do agente e subsequente
comparac¢ao deste valor com um valor para a resposta imune
apés o tratamento. Um aumento significativo (isto ¢&,
superior a margem tipica do erro experimental em medigdes
repetidas com a mesma amostra, expressa como o desvio
padrdao a partir da média de tais medigbes) no valor da
resposta imune significa um resultado positivo do
tratamento (isto ¢, a administracdao do agente atingiu ou
aumentou uma resposta imune). No caso de o valor para a
resposta imune ndo se alterar significativamente ou
diminuir, entdo isso significa um resultado negativo do
tratamento. De um modo geral, prevé-se que o0s pacientes
submetidos a um tratamento inicial com um agente
imunogénico apresentem um aumento na resposta imune através
de dosagens sucessivas, até se atingir eventualmente um
patamar., De um modo geral, mantém-se a administragdo do
agente enquanto a resposta imune aumentar. O alcancar de um
patamar constitui um indicador de que é possivel
descontinuar ou reduzir a dosagem ou a frequéncia do
tratamento administrado.

De acordo com outros métodos, determina-se um valor de
controlo (isto é, a média e o desvio padrdo) da resposta
imune para uma populagdo de controlo. Tipicamente, o0s
individuos na populagdo de controlo ainda ndo receberam
tratamento anterior. Os valores determinados da resposta
imune num paciente apds a administragdo de um agente
terapéutico sao entdo comparados com o valor de controlo.

Un aumento significativo em relagcao ao valor de controlo
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(v.g., superior ao desvioc padrdo mais & média) indica um
resultado positivo do tratamento. A auséncia de um aumento
significativo ou uma diminui¢dao indica um resultado
negativo do tratamento. De um modo geral, mantém-se a
administracdo do agente enquanto a resposta imune estiver a
aumentar em relacac ao valor de controlo. Tal como
anteriormente, a obtengcao de um patamar em relagao aos
valores de controlo constitui um indicador de que ¢é
possivel descontinuar ou reduzir a dosagem ou a frequéncia
de administracdo do tratamento.

De acordo com outros métodos, determina-se um valor de
controlo da resposta imune (v.g., média e desvio padréo) a
partir de uma populagdo de controlo de individuos que foram
jad submetidos a tratamento com um agente terapéutico e
cujas respostas imunes atingiram um patamar em resposta ao
tratamento. Os valores medidos da resposta imune de um
paciente sao comparados com o valor de controclo. No caso de
0 nivel medido ndaoc ser significativamente diferente (v.g.,
superior ao desvio padrdo mais a média) do wvalor de
controlo, entdo o tratamento pode ser descontinuado. No
caso do nivel num paciente ser significativamente inferior
ao valor de controlo, entdac é garantida a continuagdo da
administracdao do tratamento. No caso de o© nivel num
paciente persistir abaixo do wvalor de controlo, entdo
deverd ser efectuada uma alteracdo no regime, por exemplo,
pode ser indicada a utilizagao de um adjuvante diferente.

De acordo com outros métodos, um paciente que néo
esteja a receber tratamento, no momento presente, mas que
tenha sido submetido a um tratamento anterior é
monitorizado quanto a uma resposta imune para se determinar

se é necessdrio o recomec¢o do tratamento. O valor medido de
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resposta imune nc paciente pode ser comparado com um valor
de resposta imune anteriormente atingido pelo paciente no
decorrer do tratamento anterior. Uma diminuicéo
significativa em relacaoc a medigbes anteriores (isto &,
superior a uma margem de erro tipica para medicdes
repetidas para a mesma amostra) indica que o tratamento
deverd ser recomegado. Em alternativa, o valor medido pode
ser comparado com um valor de controlo (média mais desvio
padrao), determinado numa populagdo de pacientes apds serem
submetidos ao tratamento. Em alternativa, o wvalor medido
num paciente pode ser comparado com um valor de controlo em
populacgdes tratadas profilacticamente que permaneceram
livres de sintomas da doenca ou em populag¢des de pacientes
tratados terapeuticamente que apresentaram melhorias das
caracteristicas da doenga. Em todos estes casos, uma
diminuicdo significativa em relagdao ao nivel de controlo
(isto é, superior ao desvio padrdao) indica que o tratamento
deve ser recomec¢ado no paciente.

Tipicamente, a amostra de tecido para andlise é o
sangue, o plasma, 0 soro, a mucosa ou o fluido
cerebrospinal do paciente. A amostra ¢ analisada guanto a
indicagdo de uma resposta imune ac componente amildide
relevante, tal coo qualguer forma do péptido AB. A resposta
imune pode ser determinada na presenga, v.g., de anticorpos
ou de células T que se liguem especificamente ac componente
relevante, tal como o péptido AB. Os métodos ELISA para a
deteccdo de anticorpos especificos para AR encontram-se
descritos na secgdo dos exemplos e podem ser aplicados a
outros antigénios peptidicos. 0s métodos para a deteccdo de

células T reactivas sdao bem conhecidos na especialidade.
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2. Imunizacdo passiva

De um modo geral, os procedimentos para monitorizar a
imunizacdo passiva sadao 1dénticos aos utilizados para
monitorizar a imunizagao activa, descritos antes. No
entanto, o perfil do anticorpo apds imunizagdo passiva
demonstra tipicamente um pico imediato na concentracao de
anticorpo seguida por uma queda exponencial. Na auséncia de
outra dosagem, a queda aproxima-se dos niveis pré-
tratamento num periodo desde dias a meses, em fungdo do
pericdo de semi-vida do anticorpo administrado. Por
exemplo, o© periodo de semi-vida de alguns anticorpos
humanos é da ordem de 20 dias.

De acordo com alguns métodos, efectua-se a medicgdo de
uma linha de base do anticorpo para AP no paciente antes de
se efectuar a administracdo, efectua-se uma segunda medic¢do
num tempo relativamente curto para se determinar o nivel de
anticorpo no pico e efectua-se um ou varias medigdes em
intervalos de tempo para monitorizar a queda dos niveis de
anticorpo. Quando o nivel de anticorpo decresce até a linha
base ou até uma percentagem predeterminada do pico menos a
linha base (v.g., 50%, 20% ou 10%), efectua-se a
administracdo de uma outra dosagem do anticorpo. De acordo
com alguns métodos, efectua-se a comparagdo dos niveis do
pico ou de medigdes subsequentes menos o valor de fundo com
niveis de referéncia previamente determinados para se
constituir um regime de tratamento profildctico ou
terapéutico benéfico em outros pacientes. No caso de o
nivel de anticorpo medido ser significativamente inferior
em relacgdo ao nivel de referéncia (v.g., inferior a média
menos o© desvio padrdo do valor de referéncia para uma

populacdo de pacientes gue beneficiou do tratamento), entao
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¢ indicada a administracao de uma dosagem suplementar de

anticorpo.

3. Estojos de diagndstico

Sdo descritos estojos de diagndstico para a realizacao
dos métodos de diagndstico descritos antes. Tipicamente,
tais estojos contém um agente que se liga especificamente
aos anticorpos para um componente de placa amildide, tal
como AP, ou que reage com células T especificas para o
componente. O estojo também inclui um marcador. Para a
detecgdo de anticorpos para AB, o marcador estad tipicamente
sob a forma de anticorpos anti-idiotipicos marcados. Para a
deteccdo de anticorpos, o© agente pode ser fornecido pré-
ligado a uma fase s6lida, tal como as cavidades de uma
placa de microtitulagdo. Para a detecgdo de c¢élulas T
reactivas, o marcador pode ser fornecido como 3H-timidina
para se medir uma resposta proliferativa. Os estojos também
contém tipicamente instrucgdes sob a forma de utilizacgao do
estojo., As instrugdes também podem incluir um grafico ou
outro regime de correspondéncia que correlacione os niveis
de marcador medidos com 0s niveis de anticorpos para AP ou
de células T reactivas com AB. O termc instrucdes designa
gualguer material escrito ou gravado que esteja ligado ao
estojo, ou gque o acompanhe, em qualquer momento durante o
seu fabrico, transporte, venda ou utilizacgdo. Por exemplo,
0 termo instrug¢des compreender os panfletos e as brochuras
de aviso, o0s materiais de embalagem, as instrugbes,
cassetes de video ou Aaudio, discos para computador, bem

como escritos impressos directamente nos estojos.
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EXEMPLOS

I. EFICACIA PROFILACTICA DE A} CONTRA A DOENCA DE ALZHEIMER
(DA)

Estes exemplos descrevem a administracdc de péptido
AB42 a murganhos transgénicos gque sobreexpressam APP com
uma mutag¢ao na posig¢do 717 (APPyiwv..r), & qual os predispde
a desenvolver uma neurcopatia do tipo Alzheimer. A producéao
e as caracteristicas destes murganhos (murganhos PDAPP)
encontra-se descrita por Games et al., Nature, supra. Estes
animais, na sua forma heterozigdética, comegcam a depositar
AB a partir dos seis meses de idade. Aos quinze meses de
idade, exibem niveis de deposigao de AP equivalentes aos
verificados para a doenga de Alzheimer. Os murganhos PDAPP
forma injectados com agregados de AR, (agregados de APsg)
ou com soluto salino tampcnando com fosfato. Seleccionou-se
agregados de ARy, devido a sua aptiddo para induzir

anticorpos para multiplos epitopos de AB.

A. METODOS

1. Fonte de murganhos

Trinta murganhos heterogénicos PDAPP fémeas foram
divididos aleatoriamente nos grupos seguintes: 10 murganhos
para injeccdo com agregados de APf42 (um morreu no decurso),
5 murganhos injectados com PBS/adjuvante ou PBS e 10
murganhos de controlo ndo injectados. Cinco murganhos foram
injectados com péptidos provenientes da sequéncia da

proteina amildide do soro (SAP).
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2. Preparacdo de imunogénios

Preparacao de agregados de ABR42: dissolveu-se dois
miligramas de ABRB42 (US Peptides Inc, lote K-42-12) em 0,9
mL de dgua e perfez-se até 1 mL por adigdo de 0,1 mL de 10
x PBS. Centrifugou-se esta mistura e manteve-se a incubar
de um dia para o outro a 37°C, sob condig¢des para o péptido
se agregar. Armazenou-se 0 AP ndo utilizadc sob a forma de
um pd liofilizado a -20°C até a prdxima injeccdo.

Faz-se observar que no caso de se utilizar péptidos
comercialmente disponiveis, os pescs anidros podem incluir
pesos de sal; o0s pesos aqui reportados para todos o0s
exemplos, salvo quando indicado de outro modo, incluem 0s
pesos de sal. As massas exactas do péptido podem ser
determinadas por meio da utilizagao de ensaios
convencionais de preparag¢do, tais como determinacdo com

azoto, em conjunto com a composicdo conhecida.

3. Preparacdo de injeccdes

Para cada injeccaoc, preparou-se uma emulsdo a 1:1 de
100 pg de AP42 agregado em PBS por murganho emulsionou-se
com adjuvante completo de Freund )CFA), num volume final de
enmulsdo de 400 ulL para a primeira emulsao, seguindo-se um
reforgo com a mesma quantidade de imunogénio em adjuvante
incompleto de  Freund (IFA) as 2 semanas. Foram
administradas duas doses suplementares de IFA em intervalos
mensais. As imuniza¢des subsequentes forma efectuadas em
intervalos mensais em 500 upulL de PBS. As injecgdes foram
administradas por via intraperitoneal (i.p.).

As 1injecc¢des de PBS foram administradas no mesmo
regime e o0s murganhos foram injectados com uma mistura a

1:1 de PBS/adjuvante, com 400 uL por murganho, ou com 500
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pL de PBS por murganho. As injecgdes de SAP também foram
administradas com o mesmo regime utilizando uma dose de 100

1g por injeccgao.

4, Titulacdo do sangramento de murganhos, preparacaoc de
tecidos e imuno-histoguimica
Os métodos anteriores encontram-se descritos infra na

secg¢do Materiais gerais e métodos.

B. Resultados

Injectou-se murganhos PDAPP com  AB42 agregado
(agregado de AP42), péptidos SAP ou soluto salino tamponado
com fosfato. Um grupo de murganhos PDAPP também foi mantido
sem injecg¢do, controlos positivos. Os titulos dos murganhos
de APR42 agregado foram monitorizados a cada més a partir do
guarto reforgo até os murganhos atingirem um ano de idade.
Sacrificou-se os murganhos aos 13 meses de idade. Em todos
0s momentos examinados, oito dos nove murganhos com AR42
agregado desenvolveram um elevado titulo de anticorpo, o©
qual se manteve elevado ao longo do conjunto de injecc¢des
(titulos superiores a 1/10000). O nono murganho apresentou
um titulo baixo, mas mensurdvel, aproximadamente de 1/1000
(Fig. 1, quadro 3). Os murganhos injectados com SAPP
apresentaram titulos compreendidos entre 1:1000 e 1:30000
para este imunogénio, tendo apenas um murganho excedido

1:10000.
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QUADRO 3A

Titulos para 50% de D.O. mdxima

Murganhos injectados com AR agregado

Tdade de ne ne ne ne ne ne ne ne ne
PDAPP
100 101 102 103 104 105 106 107 108
{meses)
4] 70000 | 150000 [ 15C00 | 120000 | 1CQ0 | 15000 | 50000 | 60000 | 100020
6 [ 15000 65000 30C00 55000 300 15000 | 15009 [ 50000 60000
8 | 20000 55000 50C00 50000 400 15000 | 18003 [ 50000 60000
10 | 40000 20000 60C00 50000 900 15000 | 50003 [ 20000 40000
12 | 25000 30000 60C00 40000 2700 20000 | 70000 | 25000 20000
QUADRO 3B
Titulos para 50% de D.0O. maxima
Murganhos injectados com PBS, com ambos os imunogénios a 1/100
Idade de PDAPP (meses) ne 113 ne 114 ne 115 ne 116 n2 117
6| <4 x bkg| <4 x bkg| <4 x bkg| <4 x bkg | <4 x bkg
10| 5 x bkg | <4 x bkg | <4 x bkg | <4 x bkg | <4 x bkg
12 | <4 x bkg | <4 x bkg | <4 x bkg | <4 x bkg | <4 x bkg

Titulou-se soro de murganhos tratados com PBS contra

AB42 decorridos seis,

de 1/100,
agregado,
um valor de dados,

fundo para todos

resposta especifica de SAP ndo foi

instantes de tempo,

300.

0s

0s murganhos PBS,

dez e doze meses.

Para uma diluicao
quando titulados contra AP42

apenas excederam 4 vezes 0s valores de fundo para

sendo inferiores a 4 vezes o valor de

instantes

de

tempo

(quadro

3). A

significativa nestes

tendo todos o0s titulos inferiores a

Sete dos nove murganhos do grupo tratado com AB1-42

agregado ndo apresentaram amildide detectdvel no cérebro.

Pelo contrario,

dos grupos SAP e

amildides

no hipocampo,

PBS

bem como

nos

apresentavam diversos

0 tecido cerebral proveniente de murganhos
depdsitos

coértex frontal e
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cingulado. O padrdao de deposicac foi idéntico ao dos
controlos nao tratados, com o envolvimento caracteristico
de subregides vulnerdveis, tais como a camada molecular
exterior do giro dentado do hipocampo. Um murganho do grupo
injectado <com AP 1-42 apresentou uma carga amildide
bastante reduzida, <confinada ao hipocampo. Também foi
identificada uma placa isolada num outro murganho tratado
com AR 1-42.

As anadlises quantitativas de imagens da carga amildide
no hipocampo demonstraram a redugdo dramdtica alcangada nos
animais tratados com AR42 (AN1792) (fig. 2). Os wvalores
médics da carga amildide para o grupo de PBS (2,22%) e para
¢ grupo de controlo nao tratado (2,65%) foram
significativamente superiores aos valores dos imunizados
com AN1792 (0,00%, p = 0,0005). Pelo contrdrio, o valor
médioc para o grupo imunizado com péptidos SAP foi de 5,74%.
Tecido cerebral proveniente de murganhos de controlo nao
tratados continha diversos depdsitos amildides de AB,
visualizados com ¢ anticorpo moncclonal 3D6 especifico de
AR (mRb) no hipocampo, bem como no cdrtex retrosplenial.
Também foi observado um padrdo semelhante de deposigao
amildéide em murganhos imunizados com SAPP ou PBS (fig. 2).
Além disso, para estes trés ultimos grupos verificou-se o
envolvimento caracteristico de subregides wvulneraveis do
cérebro, observadas classicamente na DA, tals como a camada
molecular exterior do giro dentado do hipocampo, para oS
trés grupos.

Nos cérebros em gue ndo se verificavam depdsitos de
AR, também estavam isentos de placas neuriticas que sédo
normalmente visualizadas em murganhos PDAPP com 0 anticorpo

APP 8E5 humano. Todos o0s cérebros dos grupos restantes
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(murganhos 1injectados com SAP, PBS e nao 1injectados)
apresentavam diversas placas neuriticas, tipicas de
murganhos PDAPP ndo tratados. Verificou-se um pegueno
numero de placas neuriticas num unico murganho tratado com
AN1792 e wverificou-se um conjunto singular de neurites
distréficos num segundo murganho tratado com AN1792. As
andlises de imagens do hipocampo, apresentadas na fig. 3,
demonstraram a eliminacdo virtual de neurites distrdficas
em murganhos tratados com AN1792 (mediana de 0,00%),
comparativamente com os murganhos de PBS (mediana de 0,28%,
p = 0,0005).

A astrocitose caracteristica de inflamacdc associada a
placas também estava ausente nos cérebros do grupo
injectado com ARl1-42. Os cérebros dos murganhos dos outros
grupos apresentaram astrdécitos GFAP positivos agrupados e
abundantes, o0s guais sdo tipicos de gliose associada a
placas AB. Um subconjunto de léaminas de microscédpio
reagidas com GFAP foi contra-manchado com tioflavina S para
se localizar os depdsitos de Ap. Os astrdécitos GFAP
positivos foram associados com placas AP para 0s grupos de
controlo de SAP, PBS e nao tratados. Nao se verificou tal
associagdo em murganho tratados com ABRl-42 negativos para
placas, tendo sido identificada gliose minima asscciada a
placas para um murganho tratado com AN1792.

As andlises de 1imagem, apresentadas na fig. 4 para o
coértex retrosplenial, confirmaram que a redugdao em
astrocitose foi significativa com um valor mediano de 1,56%
para aqueles tratados com AN1792 em relac¢do aos valores
superiores a 6% para os grupo imunizados com péptidos SAP,

PBS ou nao tratado (p = 0,0017).
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AS evidéncias a partir de um subconjunto de murganhos
injectados com APl1-42 e com PBS indicaram a auséncia de
imuno-reactividade para MHC II associados a placas em
murganhos injectados com ABl-42, consistente com a auséncia
de uma resposta inflamatéria associada a AB.

Também se efectuou reacgdes de secgbes de cérebro dos
murganhos com mAb especificos mAb e com um anticorpo
monoclonal especifico para MAC-1, uma proteina da
superficie da c¢élula. A MAC-1 (CDR1lb) ¢é um membro da
familia das dintegrinas e existe sob a forma de um
heterodimero com CD 18. O complexo CD11b/CD19 esta presente
em mondcitos, macrdéfagos, neutrdéfilos e células assassinas
naturais (MArk e Simard).

O tipo de células reactivas com MAC-1 residente no
cérebro é provavelmente de microglidcitos com base numa
morfologia fenotipica semelhante em seccgdes imuno-reagidas
com MAC-1. A marcagao de MAC-1 associada a placas foi
reduzida no cérebro de murganhos tratados com AN1792 em
comparagao com o grupo de controclo de PBS, que € uma
conclusdao consistente com a auséncia de uma resposta

inflamatéria induzida por AR.

C. CONCLUSAO

A auséncia de placas AP e de alteragdes reactivas
neuronais e glidticas no cérebro de murganhos injectados
com APl-42 indica que se verificou o depdsito de nenhum ou
de um valor extremamente reduzido de amildides nos seus
cérebros, ndo se verificando também as conseguéncia
patoldégicas, tais como gliose e patologia neuritica. Os
murganhos PDAPP tratados com APR1-42 apresentaram

praticamente a mesma auséncia de patologia do gue o0s



106

murganhos de controlo nado transgénicos. Assim sendo, as
injecgbes de ARl-42 sao bastante eficazes para prevenir a
deposicdo ou para a limpeza de AP humano no tecido cerebral
e para a eliminagao subsequente de alteragbes degenerativas
inflamatdérias e neuronais. Assim, a administracdo de um
péptido AP pode apresentar beneficios preventivos e

terapéuticos para a prevengao da DA.

II. ESTUDO DE RESPOSTA A DOSE

Grupos de murganhos fémeas da estirpe Swiss Webster,
com c¢inco semanas de 1dade, (N=6 por grupo) foram
imunizados com 300, 100, 33, 11, 3,7, 1,2, 0,4 ou 0,13 ug
de Ap formulado em CFA/IFA, administrado por via
intraperitoneal. Trés doses foram administradas em
intervalos bissemanais e a quarta dose um més depois. A
primeira dose foi emulsionada com CFA, sendo as restantes
doses emulsionadas com IFA, Efectuou-se a recolha de sangue
4 a 7 dias apds cada imunizacac com inicioc apdés a segunda
dose para a determinagdao dos titulos de anticorpo. Aos
animais num subconjunto de trés grupos, agqueles imunizados
com 11, 33 ou 300 ug de antigénio, também foi recolhido
sangue em 1intervalos mensais durante 4 meses apds a quarta
imunizagdo para monitorizar a gqueda da resposta ao
anticorpo para diversas doses de formula¢bes imunogénicas.
Estes animais receberam uma quinta imunizagdo setes meses
apés o inicio do estudo. Foram sacrificados uma semana
depois para se determinar as respostas de anticorpos para
AN1792 e para a realizacdo de andlises toxicoldégicas.

Uma diminuicgdc da resposta a dose fol observada para
concentrac¢des entre 300 npng e 3,7 ug, nado tendo sido

verificada resposta para as duas doses mais baixas. Os
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titulos médios de anticorpo foram de cerca de 1:1000 apds 3
doses e cerca de 1:10000 apds 4 doses de 11 a 300 ng de
antigénio (veja-se a fig. 5).

Os titulos de anticorpo aumentaram drasticamente para
todos, embora o grupo de dose mais baixa apenas apds a
terceira imunizacgao, com aumentos em GMT compreendidos
entre 5 e 25 vezes. As respostas baixas de anticorpos foram
entdc detectdveis mesmo para a dose de 0,4 ug. Os grupos de
1,2 uyg e 3,7 pg apresentaram titulos comparaveis com GMT de
cerca de 1000 e as quatros doses mais elevadas apresentaram
em conjunto valores de GMT de cerca de 25000, com a
excepcdo do grupo de dose de 33 ug com um valor inferior de
GMT de 3000. Apbés a quarta imunizag¢do, o aumento do titulo
foi mais modesto para a maior parte dos grupos. Verificou-
se uma resposta a dose evidente para todos os grupos de
dose de antigénio mais baixa compreendida entre 0,14 ug e
11 ug, que variou desde anticorpos ndo detectaveis para os
pacientes de 0,14 pg até um valor de GMT de 36000 para os
pacientes de 11 ug. Novamente os titulos para os grupos das
quatro doses mais elevadas, 11 ng a 300 pg, apresentaram
valores semelhantes. Assim, apds duas imunizagbes, o titulo
de anticorpo era dependente da dose de antigénio ao longo
de um intervalo amplo compreendidc entre 0,4 e 300 pg. Na
terceira imunizagao, os titulos das quatro doses mais
elevadas eram todos compardvels e permaneceram num patamar
apds uma imunizacdo inicial.

Um més apds a guarta imunizacdo, os titulos eram 2 a 3
vezes superiores para o grupo de 300 pg do que os valores
medidos para a recclha de sangue cinco dias apdés a
imunizacado (fig. 6). Esta observagao sugere que o pico de

resposta de anticorpo amamnéstico ccorreu apds 5 dias pds-
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imunizacao. Verificou-se um aumento mais modesto (50%)
neste tempo para o grupo de 33 upg. No grupo da dose de 300
ng, dois meses apdés a ultima dose, o GMT tinha diminuido
acentuadamente de cerca de 70%. Decorrido mais um més, a
diminuicdo foli menos acentuada de 45% (100 ug) e cerca de
14% para as doses de 33 ug e 11 ug. Assim, a taxa de
diminui¢do nos titulos de anticorpo em circulacdo apds a
paragem de imunizagdo parece ser bifdsica, apresentando uma
diminui¢do acentuada no primeiro més apds o pilco de
resposta, sendo seguida por uma taxa de diminuigdo mais
modesta posterior.

Os titulos de anticorpo e a cinética da resposta
destes murganhos da estirpe Swiss Webster forma semelhantes
aos dos murganhos transgénicos PDAPP heterozigdticos jovens
imunizados de um modo idéntico. As dosagens eficazes para
induzir uma resposta imune em humanos sdao tipicamente

semelhantes as doses eficazes em murganhos,

III. PESQUISA DE EFICACIA TERAPEUTICA CONTRA A DA
ESTABELECIDA

Este ensaio é concebido para testar agentes
imunogénicos quanto a actividade para parar ou inverter as
caracteristicas neuropatoldgicas da DA em animais idosos.
As imunizag¢des com AP comprimido de 42 aminodcidos (AN1792)
tiveram inicio num momento em gue JA estavam presentes
placas amildides nos cérebros de murganhos PDAPP.

Ao longo do decurso deste estudo, murganhos PDAPP nao
tratados desenvolveram diversas alteracgdes neurodegenerativas
semelhantes as verificadas na DA (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 estéa
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associada a uma resposta neuronal degenerativa constituida
por elementos axconais e dendriticos aberrantes, designados
por neurites distrdficas. Os depdsitos amildides que estao
rodeados e que contém neurites distrdéficas sac designados
por placas neuriticas. Tanto na DA como nos murganhos
PDAPP, as neurites distréficas apresentam uma estrutura
globular distinta, sdo imunorreactivos com um conjunto de
anticorpos que reconhecem APP e componentes citoesqueléticos
e apresentam alterag¢des degenerativas subcelulares complexas
ao nivel intraestrutural. Estas caracteristicas permitem
determinag¢®es reprodutiveis, selectivas e relevantes para a
doengca da formagcdoc de placas neuriticas em cérebros de
PDAPP. O componente neuronal distréfico de placas
neuriticas de PDAPP ¢é facilmente wvisualizado com um
anticorpo especifico para APP humana (anticorpo monoclonal
8E5) e é facilmente determinado por andlise de imagem
assistida por computador. Assim sendo, para além de se
determinar o efeito de Anl792 sobre a formacdo de placas
amildides, foi monitorizado o efeito deste tratamento no
desenvolvimento de distrofia neuritica.

Os astrécitos e microglidcitos sao c¢élulas nao
neuronais que respondem e reflectem o grau de 1lesdao
neuronal. Os astrdécitos GFAP positivos e os microglidcitos
MHC II positivos sdo frequentemente observados na DA e a
sua activagdo aumenta com & gravidade da doenca. Assim
sendo, também se monitorizou o desenvolvimento de
astrécitos e microglidécitos reactivos em murganhos tratados

com AN1792.
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A, Materiais e métodos

Foram wutilizados quarenta e oito murganhos PDAPP
fémeas heterozigéticos com 11 a 11,5 meses de idade,
provenientes de Charles River, os quails foram divididos
aleatoriamente em dois grupos: 24 murganhos Jque 1rdo ser
imunizados com 100 upg de AN1792 e 24 murganhos que iraoc ser
imunizados com PBS, ambos combinados com adjuvante de
Freund. 0Os grupos de AN1792 e de PBS foram novamente
divididos quando atingiram ~15 meses de idade. Aos 15 meses
de 1dade, metade de cada grupo de animais tratados com
AN1792 e com PBS foram submetidos a eutandsia (n = 10 e 9,
respectivamente), tendo os restantes continuado a receber a
imunizag¢bes até ao seu término, ~18 meses de idade (n = 9 e
12, respectivamente). Um total de animais (5 AN1792, 3 PBSI)
morreu durante o estudo. Para além dos animais imunizados,
foram incluidos murganhos PDAPP ndo tratados com um ano de
idade (n=10), 15 meses de idade (n=10) e 18 meses de idade
para comparacdo em ensaios ELISA, para se determinar os
niveis de AP e de APP no cérebro; os animais com um ano de
idade também  foram incluidos nas andlises imuno-
histoquimicas.

A metodologia foi idéntica a do exemplo I, salvo
guando indicado de outro modo. Foram utilizados péptidos
AN1792 de US Peptides lote 12 e California Peptides lote
ME0339 para a preparacdo do antigénio para as seis
administragbes administradas antes dos 15 meses. Foram
utilizados péptidos de California Peptides, lotes ME(0339 e
MEQ439 para as trés imunizag¢des suplementares administradas
entre 0s 15 e os 18 meses.

Para as imunizacg¢Bes, 100 ng de AN1792 em 200 uL de PBS

ou PBS por si s¢ foram emulsionados a 1:1 (vol:vol) com
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adjuvante completo de Freund (CFA) ou com adjuvante
incompleto de Freund (IFA) ou com PBS para um volume final
de 400 uL. A primeira imunizacdo foi administrada com CFA
como adjuvante, as quatro doses seguintes foram
administradas com IFA e as quatro ultimas doses foram
administradas com PSB por si s6, na auséncia da adigado de
adjuvante. Foram realizadas um total de nove imunizagdes ao
longo de um periodo de sete meses num regime de duas
semanas para as primeiras trés doses, seguido por um
intervalo de quatro semanas para as injecgbes restantes. O
grupo de tratamento de quatro meses, submetido a eutandsia
aos 15 meses de idade, recebeu apenas as primeiras 6

imunizac¢des.

B. Resultados

1. Efeito do tratamento com AB42 (AN1792) na carga amildide

Os resultados do tratamento com AN1792 sobre a carga
amildide cortical determinados por andlise quantitativa de
imagens sdo apresentados na fig. 7. O valor mediano da
carga amildide cortical foi de 0,28% para o grupo de
murganhos PDAPP ndo tratado com 12 meses de idade, que é um
valor representativo da carga de placa em murganhos no
inicio do estudo. Aos 18 meses, a carga amildide aumentou
17 vezes até 4,87% em murganhos tratados com PBS, ac passo
gue os murganhos tratados com AN1792 apresentaram uma carga
amildide significativamente reduzida de apenas 0,01%,
consideravelmente inferior a dos grupos nado tratados com 12
meses e dos grupos tratados com PBS aos 15 e 18 meses. A

carga amildide foi significativamente reduzida para os
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pacientes que receberam AN1792 aos 15 meses (reducao de
96%; p = 0,003) e aos 18 meses (redugac > 99%; p = 0,0002).

Tipicamente, a deposicao amildide cortical em
murganhos PDAPP tem inicio nos coértices frontal e
retrosplenial (RSC) e progride numa direcgdo ventral-
lateral para envolver os coértices temporal e entorinal
(EC). Em nmurganhos com 12 meses de idade nao foil
encontrado, ou fol encontrada uma pequena quantidade, de
amildides no EC, que ¢é a idade aproximada da primeira
administracdo de AN1792. Apds 4 meses de tratamento com
AN1792, a deposicdo amildide foi significativamente
diminuida no RSC e o envolvimento progressivo no EC foi
totalmente eliminado pelo tratamento com AN1792. As Ultimas
observacdes indicaram que o AN1792 parou completamente a
progressao de amildides, a qual iria normalmente invadir os
coértices temporal e ventral, bem como interrompeu, ou
possivelmente inverteu, a deposigao no RSC.

Os efeitos profundos do tratamento com AN1792 sobre o
desenvolvimento da carga amildide cortical em murganho
PDAPP foram ainda demonstrados pelo grupo de 18 meses, ©
gual foi submetido a tratamento durante sete meses.
Verificou-se uma auséncia praticamente completa de amildide
cortical nos murganhos tratados com AN1792, com uma
auséncia total de placas difusas, bem como uma redugdac em

depdsitos compactados.

2. Alteragdes celulares e morfoldgicas associadas ao
tratamento com AR42 (AN1792)

Uma populacdo de células AP positivas foi encontrada
em regides do cérebro que continham tipicamente depdsitos

amildides. Notavelmente, em vVarios cérebros de pacientes
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gue receberam AN1792, foram encontradas muito poucas ou
mesmo nenhumas placas amildides corticais extracelulares. A
maior parte de imuno-reactividade de AP parece estar
contida dentro das células com uma larga soma lobular ou
agrupada. Fenotipicamente, estas células assemelham-se a
microglidcitos ou mondécitos activados. Foram  imuno-
reactivos com anticorpos que reconhecem o0s 1ligandos
expressos por mondcitos ou microglidcitos activados (MHC II
e CD11b) e foram ocasionalmente associados com as paredes
ou com o lumen dos vasos sanguinecs. A comparacgdo de
sec¢Bes adjacentes proximas marcadas com anticorpos AR e
anticorpos especificocs para MCH II revelou que os padrdes
semelhantes destas células eram reconhecidos por ambas as
classes de anticorpos. Um exame mais detalhado de cérebros
tratados com AN1792 revelou que as células MCH II positivas
estavam restritas a vizinhanca dos limites de amildides que
restavam nestes animais. Sob as condigdes de fixacgao
utilizadas, as c¢élulas nao eram imuno-reactivas com o0s
anticorpos que reconhecem os ligandos de c¢élulas T (CD3,
CD3e) ou de células B (CD45RA, CD45RB) ou do antigénio
comum de leucdcitos (CD45), mas foram reactivas com um
anticorpo que reconhece leucosialina (CD43), que inter-
reage com mondcitos. Ndo foram encontradas tais células em
gualsquer murganhos tratados com PBS.

Os murganhos PDAPP desenvolvem invariavelmente uma
forte deposigdo amildide na camada molecular exterior do
giro dentado do hipocampo. A deposicdo forma uma 1linha
distinta na via perfurante, gque é uma subregido que contém
normalmente placas amildides na DA. O aparecimento
caracteristico destes depdsitos em murganhos tratados com

PBS assemelha-se ao caracterizado antes para murganhos nao
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tratados. A deposicdao amildéide ¢é constituida por placas
difusas e compactadas numa banda continua. Pelo contrério,
em diversos cérebros de murganhos tratados com AN1792 este
padrao foi drasticamente alterado. A deposigao amildide no
hipocampo ja& ndo continha amildides difusos e o padrido em
banda com completamente interrompido. Em vez disso, estavam
presentes diversas estruturas pontuais ndo habituails, as
guals sdo reactivas com anticorpos anti-AB, em gue muitas
delas pareciam ser células que continham amildides.

As células MCH 1II ©positivas sdo freguentemente
observadas na vizinhanca de amildides extracelulares em
animais tratados com AN1792. O padrao de associacdo de
células AP positivas com amildides é bastante semelhante em
diversos cérebros provenientes de murganhos tratados com
AN1792. A distribuigdoc destas c¢élulas monociticas estava
restringida a proximidade dos amildides depositados e
estava totalmente ausente de outras regides do cérebro
destituidas de placas de Ap.

A andlise quantitativa de imagens de secgdes marcadas
com MHC ITI e com MAC I indicou uma tendéncia para o aumento
de imuno-reactividade no RSC e no hipocampo de murganhos
tratados com AN1792Z2em comparagcao com O Jgrupo PBS, que
atingiram significdncia com a medigdo da reactividade de
MAC 1 no hipocampo.

Estes resultados sdo indicativos da remocgdo activa e
mediada por células de amildides em regides do cérebro que

contém placas.

3. Efeito de AN1792 nos niveis de AP: medigdes pelo método

ELISA
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(a) Niveis corticais

Em murganhos PDAPP ndao tratados, o nivel mediano de Ap
total no cdértex aos 12 meses era de 1600 ng/g, o qual
aumentou para 8700 ng/g aos 15 meses (quadro 4). Aos 18
meses, o valor era de 22000 ng/g, que constitui um aumento
superior a 10 vezes durante o decurso da experiéncia. Os
animais tratados com PBS apresentaram um valor de 8600 ng/g
de AR total aos 15 meses, © qual aumentou para 19000 ng/g
aos 18 meses. Pelo contrdrio, os animais tratados com
AN1792 apresentaram um valor 81% inferior de AP total aos
15 meses (1600ng/g) d gue o grupo imunizado com PBS. Quando
se efectuou a comparacdo entre os grupos de AN1792 e de
PBS, verificou-se um valor de AB total (5200 ng/qg)
significativamente inferior (p = 0,0001), aos 18 meses, ©
que representa uma reducdo de 72% em AP, o gual estaria
presente de outro  modo. Foram obtidos resultados
semelhantes quando se efectuou a comparacdo dos niveis
corticais de AP, nomeadamente que o grupo tratado com
AN1792 apresentava uma guantidade muito menor de AB, embora
neste caso a diferenga entre os grupos de AN1792 e de PBS
seja significativa aos 15 meses (p = 0,04) e aos 18 meses

(p = 0,0001, quadro 4).
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QUADRO 4: niveis medianos de AB (ng/g) no cértex

NAO TRATADO PBS AN1792

Idade | Total AP42 (n) |Total AB42 (n) | Total  AP42 (n)

12 1600 1300 (10)
15 8700 8300 (10) | 8600 7200 (9) 1600 1300*  (10)
18 22200 18500 (10) [19000 15900 (12) |5200** 4000** (9)

*p = 0,0412
** p = 0,0001

(b) Niveis no hipocampo

Em murganhos PDAPP nao tratados, os niveis medianos no
hipocampo de AP total aos doze meses de idade foram de
15000 ng/g, o qual aumentou para 51000 ng/g aos 15 meses e
para 81000 ng/g aos 18 meses (quadro 5). De um modo
semelhante, os murganhos imunizados com PBS apresentaram
valores de 40000 ng/g e de 65000 ng/g aocs 15 meses e 18
meses, respectivamente. 0Os animais imunizados com AN1792
exibiram um valor inferior de AP total, em particular de
25000 ng/g e de 51000 ng/g para os 15 meses e 18 meses,
respectivamente. O valor do grupo tratado com AN1792 aos 18
meses fol significativamente inferior do que o wvalor do
grupo tratado com PBS (p = 0,0105; gquadro 5). As medig¢des
de AP42 apresentaram o mesmo padrdo de resultados,
nomeadamente os niveis do grupo tratadc com AN1792 foram
significativamente infericres aos do grupo de PBS (39000 ng
vs. 57000 mg/g, respectivamente; p = 0,002), para a

avaliacao aos 18 meses (quadro 3).




QUADRO 5: niveis medianos
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de AB (ng/g) no hipocampo

NAO TRATADO PBS AN1792
Idade | Total aB42 (n) |Total AB42 (n) |Total  AP42 (n)
12 15500 11100 (10)
15 51500 44400 (10) (40100 35,70 (9) | 24,50 22100 (10)
18 80000 64200 (10) | 65400 57,10 (12) [50,90 38900** (9)
* p = 0,0105

** p = 0,0022

(c) Niveils no cerebelo

Em murganhos PDAPP nao tratados com 12 meses, o nivel

mediano no cerebelo de ABR total foi de 15 ng(g (quadro 6).

Aos 15 meses,

este valor medianc aumentou para 28 ng/g e

aos 18 meses aumentou para 35 ng/g. Os animais tratados com

PBS apresentaram valores medianos de AR total de 21 ng/g

aos 15 meses e de 43 ng/g aos 18 meses.

com AN1792 apresentaram um valor de 22

Os animais tratados

ng/g de AP total aos

15 meses e um valor significativamente inferior (p = 0,002)

de AP total aos 18 meses

grupo PBS

(quadro 6).

(25 ng/qg)

do

que o correspondente

QUADRO 6: niveis medianos de AB (ng/g) no cerebelo

NAO TRATADO PBS AN1792
Idade | Total AR (n) |Total AR (n) |Total AR (n)

15,6 (10)

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

35,0 (10) 43,1 (12) | 24,8% (9)

* p =0,00L8
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4, Efeito do tratamento com AN1792 sobre os niveis de APP

A APP-a e a molécula APP de comprimento completo
contém uma parte ou a totalidade da sequéncia de AR,
podendo assim sofrer o impacto potencial da geragao de uma
resposta imune dirigida a AN1792. Em estudos realizados até
ao momento, foi observado um ligeiro aumento nos niveis de
APP a medida em gue a neuropatologia aumenta em murganhos
PDAPP. No «c¢dértex, o0s nivelis de APP-o/FL (comprimento
completo) ou de APP-o permaneceram praticamente inalterados
com © tratamentc, com a excepgdo de que o nivel de APP-«
ter sido reduzido em 19% aos 18 meses no grupo tratado com
AN1792 wvs. grupo tratado com PB3. Os wvalores de APP do
grupc tratade com AN1792  aos 18 meses ndo sdo
significativamente diferentes dos valores dos Jgrupos nao
tratados aos 12 meses e aos 15 meses e do grupo de PBS aos
15 meses. Em todos os casocs, 0s valores de APP permaneceram

nos intervalos normalmente encontrados em murganhos PDAPP,

5. Efeitos do tratamento com AN1792 em patologias
neurodegenerativas e glidticas

A carga de placa neuritica foi significativamente
reduzida no cdrtex frontal de murganhos tratados com ANI1792
em comparacdo com © grupo de PBS aos 15 meses de idade
(84%; p = 0,03) e aos 18 meses de idade (55%; p = 0,01)
(fig. 8). O wvalor mediano da carga de placas neuriticas
aumentou desde 0,32% para 0,49% no grupo de PBS entre os 15
e 05 18 meses de idade. Tal facto contrastou com O
desenvolvimento significativamente reduzido de placas
neuriticas no grupo de AN1792 com valores medianos de carga
de placas neuriticas de 0,05% e 0,22%, para os grupos de 15

e de 18 meses, respectivamente.
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As imunizac¢des com AN1792 pareceram bem toleradas e 0s
astrécitos reactivos  também  foram significativamente
reduzidos no RSC de murganhos tratados com AN1792 em
comparagao com o grupo de PBS, aos 15 meses de idade (56%; p
= 0,011) ¢ aos 18 meses de idade (39%; p = 0,028) (fig. 9).
0Os valores medianos da percentagem de astrdcitos no grupo
de PBS aumentaram entre os 15 e os 18 meses desde 4,26% até
5,21%. O tratamento com AN1792 suprimiu o desenvolvimento
de astroécitos para ambos o0s valores de tempo para 1,89% e
3,2%, respectivamente. Tal sugere que © neurdpilo ndo

estava a ser danificado pelo processo de limpeza.

6. Respostas de anticorpos

Conforme descrito antes, administrou-se aos murganhos
PDAPP heterozigdticos com onze meses de idade (N = 24) um
conjunto de c¢inco imunizacgBes de 100 pg de AN1792
emulsionado com adjuvante de Freund, por via
intraperitoneal na semana 0, 2, 4, 8 e 12, e uma sexta
imunizagao com PBS por si sé (sem adjuvante de Freund) na
semana 16, Como controlo negativo, administrou-se a um
conjunto paralelo de 24 murganhos transgénicos com uma
idade semelhante imunizagdes com PBS emulsionado com 08
mesmos adjuvantes e administrados no mesmo regime.
Recolheu-se sangue dos animais trés a sete dias apds cada
imunizacdo, com inicio apdés a segunda dose. As respostas
dos anticorpos a AN1792 foram determinadas pelo método
ELISA. As médias geométricas dos titulos (GMT) para o0s
animais imunizados com AN1792 foram aproximadamente de
1900, 7600 e 45000 apds a segunda, terceira e Uultima

(sexta) doses, respectivamente. N3o foi medido o anticorpo
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especifico de A( para os animais de controlo apds a sexta
imunizacgao.

Foram tratados aproximadamente metade dos animais
durante mais trés meses, 0s quails receberam imunizag¢des nas
semanas 20, 24 e 27. Cada uma destas doses foi administrada
com veiculo PBS por si sé na auséncia de adjuvante de
Freund. 0Os titulos médios de anticorpo permaneceram
inalterados ao longo deste periodo de tempo. De facto, os
titulos de anticorpo parecem manter—-se estdvels desde a
guarta até a oitava recolhas de sangue, que corresponde ao
periodo compreendido entre a quinta e a nona 1injecgdes.

Para se determinar se 0s anticorpos especificos de Ap
obtidos por imunizacdo que foram detectados no soro de
murganhos tratados com AN1792 também estava associados aos
amildides depositados no cérebro, efectucu-se a reacgdo de
um  subconjunto de secgdes provenientes de murganhos
tratados com AN1792 e PBS com um anticorpo especifico para
IgG de murganho. Ao contrario do grupo de PBS, as placas de
AR nos cérebros tratados com AN1792 estavam revestidas com
IgG enddgeno. Esta diferenca entre os doils grupos foi
observada para o0s grupos de 15 meses e de 18 meses. Foil
particularmente surpreendente a auséncia de marcagdo no
grupc de PBS, apesar da presenca de uma carga amildide
pesada nestes murganhos. Estes resultados demonstram que a
imunizagdo <com uma proteina AP sintética proporciona
anticorpos que reconhecem e se ligam in vivo ao Af em

placas amildides.

7. Respostas imunes mediadas por células
Foram removidos 0s bag¢os provenientes de 9 murganhos

PDAPP com 18 meses de idade imunizados com AN1792 e de 12
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murganhos PDAPP com 18 meses de idade imunizados com PBS, 7
dias apds a nona imunizagdo. Isolou-se os esplendcitos e
manteve-se em cultura durante 72 horas na presenca de AB40,
AR42 ou AP40-1 (proteina de ordem inversa). O mitogénio Con
A serviu como controlo positivo. As respostas optimas foram
obtidas para proteina com uma concentragao > 1,7 uM. As
células provenientes dos nove animais tratados com AN1792
procliferaram em resposta as proteinas AR1-40 ou AR1-42, com
niveis idénticos de incorporacgac de ambas as proteinas
(fig. 10, painel superior). Nio se verificou uma resposta
para a proteina inversa AP40-1. As células provenientes de
animais de controlo ndo apresentaram resposta para qualquer

uma das proteinas AP (fig. 10, painel inferior).

C. Concluséo

Os resultados deste estudo mostra que a imunizacao com
AN1792 de murganhos PSAPP que apresentem depdsitos
amildides existentes abranda e previne a deposicao amildide
progressiva e atrasa as alterag¢des neuropatoldgicas
consequentes no cérebro de murganhos PDAPP 1dosos. As
imunizacdes com AN1792 pararam praticamente o
desenvolvimento amildide em estruturas que iriam
normalmente sucumbir a amiloidose. Assim, a administracdo
do péptide AR possul Dbeneficios terapéuticos para o

tratamento da DA.

IV. PESQUISA DE FRAGMENTOS DE A(

Cem murganhcos PDAPP com 9 a 11 meses de idade foram
imunizados com 9 regides diferentes de APP e de AP para se
determinar que epitopos proporcionam a resposta eficaz. Os

9 imunogénios diferentes e um controlo foram injectados
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i.p., conforme descrito antes. 0Os imunogénios compreendem
quatro conjugados do péptido AP humano, 1-12, 13-28, 32-42,
1-5, todos eles acoplados a IgG de ovelha anti-murganho por
meio de uma ligacao cistina; um polipéptido APP dos
aminoacidos 592-695, AB 1-40 humana agregada, AR 25-35
humana agregada e AP42 de roedor agregada. Utilizou-se Ap42
agregada e PBS como controlos ©positivo e negativo,
respectivamente. Foram utilizados dez murganhos por grupo
de tratamento. Monitorizou-se os titulos conforme descrito
antes e submeteu-se 0s murganhos a eutandsia ac fim de 4
meses das injecgdes. Apds a morte, fol determinado a

histoquimica, os niveis de AP e as andlises toxicoldgicas.

A. Materiais e métodos

1. Preparacgdo de imunogénios

Preparagao de péptidos AR acoplados: quatro conjugados
de péptidos AP (residuos aminoacidos 1-5, 1-12, 13-28 e 33-
42, cada um dos gquais conjugado com IgG de ovelha anti-
murganho) foram preparados por acoplamento através de uma
cisteina artificial adicionada ao péptido AR, utilizando o
reagente reticulado sulfo-EMCS. 0Os derivados do péptido Ap
foram sintetizados com as seguintes sequéncias finais de
aminodcidos. Para cada caso, o local do residuo cisteina
inserido ¢ indicado a sublinhado. O derivado do péptidos
AR13-28 também possuia dois residuos glicina adicionados

antes da cisteina no terminal carboxilo, conforme indicado.

péptido ABl-12 NHZ—DAEFRHDSGYEVQ—COOH (SEQ ID NO: 30)
péptido ABLl-5 NH2-DAEFRC-COOH (SEQ ID NO: 31)
péptido AR33-42 NH2-C-acido amino-heptandico-GLMVGGWIA-

-COOH (SEQ ID NO: 32)
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péptido AB13-28 AC-NH-HHQKLVFFAEDVGSNKGGC-COOH (SEQ ID
NO: 33)

Para se preparar a reacc¢ado de acoplamento, efectuou-se
a didlise de 10 mg de IgG de ovelha anti-murganho (Jackson
ImmunoResearch Laboratories) de um dia para o outro, contra
tampdao de borato de sdédio 10 mM, pH §8,5. o anticorpo
dializado foi entdo concentrado até um volume de 2 mL
utilizando um tubo ‘Centriprep Amicon’. Dissclveu-se des mg
de sulfo-EMCS [N-(y-maleimidocuproiloxi)-succinimida]
(Molecular Sciences Co.) em 1 mL de Agua desionizada.
Adicionou-se, gota a gota, um excesso molar de 40 vezes de
sulfo-EMCS sob agitag¢do ao IgG de ovelha anti-murganho e
agitou-se a solucdo durante mais 10 minutos. Purificou-se o
Igc de ovelha anti-murganho activado e efectuou-se a
permuta com tampdo por meio da passagem numa coluna de
filtragao com gel de 10 mL (Pierce Presto Column,
proveniente da Pierce Chemicals), em equilibrio com NaPOq
0,1 M, EDTA 5 mM, pH 6,5. Recolheu-se as fracc¢des dque
continham ¢ anticorpo, identificadas por absorvancia a 280
nm, e diluiu-se até uma concentracdo aproximadamente de 1
mg/mL, utilizando 1.4 mg de OD como coeficiente de
extingcdo. Dissolveu-se um excesso molar de 40 wvezes de
péptido AP em 20 mL de NaPO; 10 mM, pH 8,0, com a excepgdo
do péptido AR33-42, para o qual se dissolveu em primeiro
lugar 10 mg em 0,5 mL de DMSO e depois se diluiu até 20 mL
com o tampac de NaPO, 10 mM. Cada uma das solugdes de
péptido foi adicionada a 10 mL de IgG de ovelha anti-
murganho activada e arrefeceu-se a temperatura ambiente
durante 4 horas. Concentrou-se o0s conjugados resultantes
até um volume final inferior a 10 mL, utilizando um tubo

‘Centriprep Amicon’ e depois efectuou-se a didlise contra
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PBS para a permuta do tampdo e removeu-se o péptido livre.
Fez-se passar os conjugados através de filtros com um
tamanho de poro de 0,22 um para esterilizacdo, depois
dividiu-se em fracgbes de 1 mg e armazencu-se congelado a -
20¢°C. Determinou-se as concentragdes dos conjugados
utilizando o ensaio de proteinas BCA (Pierce Chemicals),
utilizando IgG de cavalo para a curva padrdo. Registou-se a
conjugacao por meio do aumentoc do peso molecular dos
péptidos conjugados em relacdo ao do IgG de ovelha anti-
murganho activada. O conjugado AP 1-5 de ovelha anti-
murganho era constituido por um conjunto de duas
conjugacdes, sendo ©0s restantes provenientes de uma

preparac¢do individual.

2. Preparacado de péptidos AR agregados

Péptidos humanos 1-40 (AN1528; California Peptides
Inc., Lote MEQ541), Thumanos 1-42 (AN1792; California
Peptides Inc., Lotes ME(Q339 e ME0O439), humanos 25-35 e de
roedores 1-42 (California Peptides Inc., Lote ME0218) foram
solubilizados no momento para a preparacdao de um conjunto
de injecgdes a partir de pds liofilizados que tinham sido
armazenados e desidratados a -20°C. Para este propdsito,
adicionou-se 2 mg de péptido a 0,9 mL de &gua desionizada e
centrifugou-se a mistura para se obter uma solugdo ou
suspensdo relativamente uniforme. Dos quatro, o péptido
AN1528 foi o unico péptido soluvel neste passo. Adicionou-
se entdo uma aliguota de 100 uL de 10X PBS (1X PBS: NaCl
0,15 M, fosfato de sdédio 0,01 M, pH 7,5), instante esse no
qual o péptido AN1528 comegou a precipitar. Centrifugou-se
novamente a suspensdo e manteve-se a incubar de um dia para

0 outro a 37°C, para utilizacdo no dia seguinte.
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Preparacdao da proteina pBx6: construiu-se um plasmideo
de expressao que codifica pBx6, uma proteina de fusao
constituida pela sequéncia lider do terminal N de MS-2-
polimerase de bacteriofagos com 100 aminodcidos seguida
pelos amincacidos 592-695 de APP (BAPP), conforme descriyo
por Oltersdorf et al., J. Biol. Chem. 265, 4492-4497
(1990). Transfectou-se o© plasmideo para E. coli e
expressou-se a proteina apds inducdo do promotor. Efectuou-
se a lise da Dbactéria em ureia 8§ M e purificou-se
parcialmente pBx6 por SDS-PAGE preparativa. Identificou-se
as fracgbes que continham pBx6 por transferéncia de Western
utilizando anticorpo policlonal de coelho anti-pBx6,
recolheu-se, concentrou-se utilizando um tubo ‘Centriprep
Amicon’ e submeteu-se novamente a didlise com PBS. A pureza
da preparagao, estimada por SDS PAGE manchada com azul de

Coomassie, foi aproximadamente de 5% a 10%.

B. Resultados e discussao

1. Concepcédo do estudo

Cem murganhos transgénicos PDAPP heterozigdticos,
machos e fémeas, com nove a onze meses de idade foram
obtidos a partir do Charles River Laboratory e do Taconic
Laboratory. 0Os murganhos foram distribuidos em dez grupos,
0s quais 1rdo ser imunizados com regides diferentes de AP
ou de APP combinadas com adjuvante de Freund. Os animais
foram distribuidos de forma a corresponderem em termos
género, 1dade, grau de parentesco e fonte dos animais
dentro dos grupos, tdo aproximadamente quanto possivel. Os
imunogénios incluiam guatro péptidos AP provenientes de

seguéncias humanas 1-5, 1-12, 13-28 e 33-42, cada uma das
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quais conjugada com IgG de ovelha anti-murganho; quatro
péptidos AP agregados, humano 1-40 (AN1528), humano 1-42
(AN1792), humano 25-35 e de roedor 1-42; e um polipéptido
de fusdo, designado por pBx6, gque contém os residuos
amincacidos 592-695 de APP. Efectucu-se a imunizacdo de um
décimo grupo com PBS combinado com ¢ adjuvante enquanto
controlo.

Para cada imunizagac, emulsionou-se, a 1:1 (vol:vol),
100 pg de cada péptido Ap em 200 pL de PBS ou 200 upg do
derivado pBx6 de APP num volume igual de PBS ou PBS por si
s6 com adjuvante completo de Freund (CFA) com um volume
final de 400 puL para a primeira imunizac¢do, seguindo-se um
reforgo com a mesma quantidade de imunogénio em adjuvante
incompleto de Freund (IFA) para as quatro doses
subsequentes e com PBS para a dose final. As imunizac¢des
foram administradas por via intraperitoneal num regime
bissemanal para as trés primeiras doses, seguindo-se um
regime mensal. Efectuou-se a recolha de sangue dos animais
quatro a sete dias apds cada imunizagdo, com inicio apds a
segunda dose, para se determinar os titulos de anticorpo.
Efectuou-se a eutandsia dos animais aproximadamente uma

semana apds a dose final.

2. Niveis de AP e de APP no cérebro

Apds cerca de quatro meses de imunizagdo com os varios
péptidos Ap ou com o derivadc de APP, removeu-se OS
cérebros a partir de animais cobertos com soluto salino.
Preparou-se um hemisfério para analise imuno-histoguimica e
utilizou-se o segundo para a quantificacdo dos niveis de AB
e de APP. Para se determinar as concentragdes das diversas

formas do péptido P-amildide e da proteina precursora
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amildide, dissecou-se o hemisfério e preparou-se
homogenados das regides do hipocampo, do cdédrtex e do
cerebelo em guanidina 5 M. Estas foram diluidas e
gquantificou-se o nivel de amildide ou de APP por comparagao
com um conjunto de diluigBes de padrdes do péptido AR ou de
APP com concentragdes conhecidas num formato ELISA.

A concentragcdo mediana de AP total para o grupo de
controlo dimunizado com PBS foi 5,8 vezes superior no
hipocampo do que no cértex (mediana de 24,318 ng/g de
tecido do hipocampo em comparagdo com 4,221 ng/g para o
coértex). O nivel mediano no cerebelo do grupo de controlo
(23,4 ng/g de tecido) foi cerca de 1000 vezes superior ao
nivel do hipocampo. Estes niveis sdo 1dénticos aos
anteriormente descritos para murganhos transgénicos PDAPP
heterozigdticos com esta idade (Johnson-Woods et al., 1997,
supra) .

Para o c¢drtex, um subconjunto dos grupos de tratamento
apresentava niveis medianos de AP total e de ABl-42 que
eram significativamente diferentes dos obtidos para o grupo
de controlo (p < 0,05), aqueles animais que receberam o©
conjugado do péptido AN1792, AR 1-42 de roedor ou AR 1-5,
conforme 1lustrado na fig. 11. Os niveis mediancs de Ap
total foram reduzidos em 75%, 79% e 61% respectivamente, em
comparagao com os niveis de controlo para esses grupos de
tratamento. Ndo foram observadas correlag@es discerniveis
entre os titulos de anticorpo especificos de AP e os niveis
de AP na regido cortical do cérebro de qualquer um dos
grupos.

No hipocampo, a reduc¢do mediana de AR total associada
ao tratamento com AN1792 (46%, p = 0,0543) ndo foili téo

grande como a observado no cortex (75%, p = 0,0021). No
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entanto, a magnitude da redu¢do fol bastante superior no
hipocampo do que no cértex, uma redugao total de 11,186
ng/g de tecido no hipocampc versus 3,171 ng/g de tecido no
cértex. Para o0s grupos de animails que receberam ARl-42 de
roedor ou ABl1-5, os niveis medianos de AP total foram
reduzidos em 36% e 26%, respectivamente. No entanto, devido
acs tamanhos pequenos dos grupos e a uma elevada
variabilidade dos niveis de péptido amildide de animal para
animal dentro de ambos o©s grupos, estas redug¢des nao sao
significativas. Quando  0s niveis de Afl-42 foram
determinados no hipocampo, nenhuma das redugdes induzidas
pelos tratamentos foi significativa. As alterag¢des nos
niveis de AP determinadas por métodos ELISA no cdrtex sao
semelhantes, embora nado 1idénticas, aios resultados da
andlise imuno-histoquimica (ver infra).

O AP total também fol determinado no cerebelo, uma
regidao tipicamente pouco afectada por patologias da DA,
Nenhuma das concentrac¢des medianas de AP de qualguer um dos
grupos imunizades com os diversos péptidos AL ou com ©
derivado APP foram diferentes dos obtidos para o grupc de
controlo nesta regido do cérebro. Este resultado sugere que
os niveis nao patoldgicos de AB nao sac afectados pelo
tratamento.

A concentrag¢do de APP também foi determinada por ELISA
no cértex e no cerebelo de murganhos tratados e de
controlo. Foram utilizados dois ensaios diferentes de APP.
0 primeiro, designado por APP-~/FL, reconheceu APP-a (¢, a
forma segregada de APP que foi clivada na sequéncia de AB)
e as formas de comprimento completo (FL) de APP, ao passo
que o segundo reconheceu apenas APP-x. Em contraste com a

diminuicdo de AP associada ao tratamento num subconjunto
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dos grupos de tratamento, os niveis de APP permaneceram
inalterados para todos os animais tratados em comparacgao
com 0s animais de controlco. Estes resultados indicam que as
imunizag¢bes com péptidos AP nao fazem desaparecer a APP; em
vez disso, o efeito do tratamento é especifico para AB.
Resumidamente, os niveis de AP total e de AP 1-42
foram significativamente reduzidos no cdértex por meio do
tratamento com AN1792, AP1-42 de roedor ou conjugado AR1-5.
No hipocampo, o nivel de AR total foi significativamente
reduzido apenas pelo tratamento com AN1792. ©Ndo houve
outras alteragdes significativas associadas ao tratamento
nos niveis de AP ou de APP nas regides do hipocampo, do

cértex ou do cerebelo.

2. Andlises histo-quimicas

Os cérebros de um subconjunto de seils grupos foram
preparados para analise imuno-histoquimica, tré&s grupos
imunizados com os conjugados do péptido AR AB1-5, APl-12 e
ABR13-28; dois grupos imunizados com 0s agregados de AR de
comprimento completo AN1792 e AN1528 e um grupo de controlo
tratado com PBS. Os resultados de andlises de 1imagens da
carga amildide nas secgdes do cérebro destes grupos sao
apresentados na fig. 12, Foram ©observadas redugdes
significativas na carga amildide nas regides corticais de
trés dos grupos de tratamento vs. animais de controlo. A
maior redugdo da carga amildide foi observada no grupo que
recebeu Anl792, no qual o valor médic foi reduzido em 97%
(p = 0,001). Também foram observadas redug¢des significativas
para 0s animais tratados com AN1528 (95%, p = 0,005) e com

o conjugado peptidico ABl-5 (67%, p = 0,02).
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Os resultados obtidos por quantificacdo de AP total ou
de APl-42 por ELISA e da carga amildide por andlise de
imagens apresentavam algumas diferenc¢as. O tratamento com
AN1528 teve um impacto significativo no nivel da carga
amiléide cortical quando determinado por andlise quantitativa
de imagens mas nao sobre a concentragaoc de AR total para a
mesma regido gquando determinado por ELISA. A diferenga
entre estes dois resultados ¢ provavelmente devida a
especificidades dos ensaios. A andlise de imagens mede
apenas AR insoltvel agregadc em placas. Pelo contrédrio, a
andlise ELISA mede todas as formas de 2B, soluveis ou
insoluveis, monoméricas e agregadas. Uma vez que se prevé
que a patologia da doenca esteja associada com a forma
insoluvel de Ap associada a placas, entdac a técnica de
andlise de imagens podem ser mais sensivel para a obtengdo
do efeito do tratamento. No entanto, uma vez que a andlise
ELISA € mais rapida e € um ensaio mais facil, € bastante
Util para fins de pesquisa. Além do mals, pode revelar que
uma redugdoc associada ao tratamento de AB € superior para
AB associado a placas do gque para AP total.

Para se determinar se 0s anticorpos especificos de AR
obtidos por imunizag¢do em animais tratados reagem com O
amildide depositado no cérebro, fez-se reagir um
subconjunto de secgdes provenientes de animais tratados e
de murganhos de controlo com um anticorpo especifico para
IgG de murganho. Ao contrdrio do grupo PBS, as placas que
continham AR foram revestidas com IgG enddégeno para oS
animais imunizados com os conjugados peptidicos de AR, ARl-
5, APl-12 e Ap13-28; e com o0s agregados de Ap de

comprimento completo, AN1792 e AN1528. 0Os cérebros de



131

animais imunizados com outros péptidos AP ou com o péptido

de APP, pBx6, nao foram analisados neste ensaio.

3. Determinacgao dos titulos de anticorpo

Efectuou-se a recolha de sangue de murganhos quatro a
sete dias apds cada imunizagdo, com inicio na segunda
imunizag¢do, num total de «c¢inco recolhas de sangue.
Determinou-se o0s titulos de anticorpo, como anticorpo
ligado a AR1-42, utilizando o método de sanduiche ELISA com
placas de plédstico multi-cavidades revestidas com AR1-42.
Conforme ilustrado na fig. 13, o pico dos titulos de
anticorpo foram obtidos apds a quarta dose para as quatro
formulagdes de imunizacdo que proporcionaram os titulos
mais elevados de anticorpos especificos de AN1792: AN1792
(pico GMT: 94647), AN1528 (pico GMT: 88231), conjugado ABRl-
12 (pico GMT: 47216) e ABl-42 de roedor (pico GMT: 10766).
Os titulos para estes grupos diminuiram um pouco apds a
quinta e a sexta doses. Para os cinco imunogénios restantes,
os picos deos tituleos foram atingideos apds a quinta ou a
sexta dose e apresentaram uma magnitude muito menos
comparativamente com 0s quatro grupos com os titulos mais
elevados: conjugado APl-5 (pico GMT: 2356), pBx6 (pico GMT:
1986), conjugado AB13-28 (pico GMT: 1183), conjugado APB33-
42 (pico GMT: 658), APR25-35 (pico GMT: 125). Os titulos de
anticorpo também foram determinados contra os péptidos
homélogos utilizando o mesmo formato ELISA em sanduiche
para um subconjunto para os imunogéniocs, aqueles grupos
imunizados com ARl-5, APR13-28, APR25-35, AR33-42 ou Apl-42
de roedor. Estes titulos forma praticamente idénticos aos
medidos contra ARl-42, excepto para o imunogénio APl-42 de

roedor, caso este em que os titulos de anticorpos contra o
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imunogénio homélogo foram cerca de duas vezes superior. A
magnitude do titulo do anticorpo especifico de AN1792 para
animais individuais ou os valores médios para 0s grupos de
tratamento ndo estavam correlaciconados com a eficécia,

medida como a redugdo de Af no cortex.

4. Respostas linfoproliferativas

Determinou-se a linfoproliferagdoc dependente de AP
utilizando células de bagco colhidas aproximadamente uma
semana apds a imunizacdo final, sexta. As células colhidas
no momentc, 105 por cavidade, foram mantidas em cultura
durante 5 dias na presenca de AB1-40 com uma concentracdo
de 5 uM, para estimulacdo. As células de um subconjunto de
sete dos dez grupos também foram mantidas em cultura na
presenga do péptido inverso, AB40-1. Como controlo
positivo, manteve-se em cultura células suplementares com O
mitogénio de c¢élulas T, PHA, e como controlo negativo,
manteve-se em cultura células as quais nao se tinha
adicionado péptido.

Os linfécitos a partir da maioria dos animais
proliferaram em resposta a PHA., Nao se observaram respostas
significativas ao péptido inverso APB40-1. As células
provenientes de animais imunizados com o©s péptidos AP
agregados mais compridos, Anl792, com ARl-42 de roedor e
com AN1528 proliferaram de um modo robusto quando
estimuladas com AB1-40 com o cpm mais elevado nos animais
gue receberam AN1792. Um animal de cada um dos grupos
imunizados com o conjugado APpl-12, conjugado ABl3-28 e
AB25-35proliferou em resposta a AP1-40. Os grupos restantes
que receberam o conjugado APl-5, conjugado APR33-42 pBx6 ou

PBS, ndo apresentaram qualquer animal com uma resposta
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estimulada por Ap. Estes resultados estdo agrupados no

quadro 7 seguinte.

Quadro 7
Imunogénio | Conjugado | Aminodcidos AP | Respostas

aB1-5 Sim 5-mer 0/7
AP1-12 Sim 12-mer 1/8
AP13-28 Sim 16-mer 1/9
AB25-35 11-mer 1/9
AP33-42 Sim 10-mer 0/10
AB1-40 40-mer 5/8
AB1-42 42-mer 9/9
raf1-42 42-mer 8/8
pPBx6 /8

PBS O-mer 0/8

Estes resultados mostram gque o AN1792 e o ANI1528
estimulam fortes respostas de células T, provavelmente do
fendtipo CD4+. A auséncia de uma resposta de células T
especifica de AB em animais imunizados com ABl1-5 ndo ¢é
surpreendente, uma vez que 0S5 epitopos do péptido
reconhecidos pelas células T CD4+ possuem normalmente cerca
de 15 amincdcidos em comprimento, embora péptidos mais
peguenos possam actuar por vezes menos eficazmente. Assim,
a maioria dos epitopos de células T auxiliares para os
gquatro conjugados peptidicos residem provavelmente no
parceiro conjugado de IgG & ndo na regido de AB. Esta
hipdétese ¢é confirmada pela incidéncia muito reduzida de
respostas proliferativas em animais para cada um destes

grupcs de tratamento. Uma vez que © conjugado APl-5 foi
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eficaz para a redugdo significativa do nivel de AR no
cérebro, na auséncia aparente de células T especificas de
AB, a resposta imune efectora principal induzida pela
imunizagao com este péptido parece ser o anticorpo.

A auséncia de células T e a fraca resposta de
anticorpos proveniente do péptido de fusdo pBxb6, que
compreende os aminocdcidos 592-695 de APP, incluindo todos
os residuos de AB, podem ser devida a fraca imunogenicidade
desta preparagdo particular. A fraca 1imunogenicidade do
agregado APR25-35 ¢é provavelmente devida ao facto de o
péptido ser demasiado pequeno para conter um bom epitopo de
células T para auxiliar a indugdc de uma resposta de
anticorpo. E possivel antecipar que a conjugacdo deste
péptido com um veiculo ©proteico iria tornd-la mais

imunogénica.

V. Preparacac de anticorpos policlonais para proteccgao
passiva

Efectuou-se a imunizacao de 125 de murganhos com AP,
em conjunto com o adjuvante, e submeteu-se a eutandsia aos
4-5 meses. Recolheu-se o sangue a partir de murganhos
imunizados. Separou-se o© IgG de outros componentes do
sangue. O anticorpo especifico para o imunogénio pode ser
parcialmente purificado por cromatografia de afinidade.
Obtém-se uma média de cerca de 0,5 a 1 mg de anticorpo
especifico do imunogénio por murganho, obtendo-se um total

de 60 a 120 mg.

VI. Imunizac¢do passiva com anticorpos para AP
Injectou-se cada grupo de murganhos PDAPP, com 7 a 9

meses de idade, com 0,5 mg em PBS de anticorpos policlonais
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anti-Apf ou com anticorpos monoclonais especificos anti-Ap,
conforme a seguir apresentado. Todas as preparagdes de
anticorpos foram purificadas para se obter niveis reduzidos
de endotoxina. Os anticorpcs monoclonais podem ser
preparados contra um fragmento por meio da injecc¢do do
fragmento ou de uma forma longa de AR num murganho,
produzindo-se hibridomas e pesqguisando os hibridomas para
um anticorpo que se ligue especificamente a um fragmento
desejado de AB sem no entanto se ligar a outros fragmentos

de AB ndo sobrepostos.

Quadro 8

Anticorpo Epitopo

2H3 AR 1-12

10D5 AR 1-12

266 AP 13-28

21F12 AR 33-42
AP42 policlonal de AP42 anti-
murganho anti-humano agregado

Os murganhos foram injectados i.p. consoante

necessdrio ao longo de um periodo de 4 meses para se manter
a concentracao de anticorpo em circulacgao, determinada por
titulagdo ELISA, superior a 1/1000 definida por ELISA para
ABR42 ou outro imunogénio., Monitorizou-se os titulos,
conforme descritc antes, e submeteu-se o©s murganhos a
eutanasia no final de 6 meses de injecgdes. As andlises de
histogquimica, dos niveis de AP e toxicoldgicas foram

efectuadas post morten. Foram utilizados dez murganhos por
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grupo. Estudos suplementares de imunizag¢ao  passiva

encontram-se descritos nos exemplos XI e XII infra.

VII. Comparacgao de adjuvantes diferentes
Neste exemplo ¢é efectuada a comparagao entre CFA,
alum, uma emulsdc de Oéleo-em-dgua e MPL gquanto & sua

capacidade para estimular uma resposta imune.

A. Materiais e métodos

1. Concep¢ao do estudo

Cem cobaias fémeas da estirpe Hartley, com seis
semanas de idade, ©provenientes de Elm Hill Breeding
Laboratories, Chelmsford, MA, foram distribuidas por dez
grupos que irdo ser imunizados com AN1792 ou com um seus
derivado palmitoilado, combinados com diversos adjuvantes.
Sete grupos receberam injecg¢ao de AN1792 (33 ug, salvo
quando indicado de outro modo) combinado com a) PBS, b)
adjuvante de Freund, c¢) MPL, d) esqualeno, e) MPL/esqualeno
f) alum de dose reduzida ou g) alum de dose elevada (300 ug
de AN1792). A dois grupos foram administradas injecg¢bes de
um derivado palmitoiladec de AN1792 (33 ug) combinado com a)
PBS ou b) esqualeno. Um décimo grupo final recebeu PBS por
si s¢, sem antigénio ou adjuvante suplementar. Para O grupo
gue recebeu adjuvante de Freund, a primeira dose foi
emulsionada com CFA e as restantes quatro doses com IFA.
Administrou-se o antigénio numa dose de 33 ug para todos os
grupos, excepto o grupo de dose elevada de alum, ao qual
foi administrado 300 upg de Anl792. As injecc¢des foram
administradas por via intraperitoneal para CFA/IFA e por

via intramuscular nocs guadriceps dos membros posteriores,
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alternando entre o lado direito e o esquerdo, para todos o0s
grupos. As primeiras trés doses foram administradas num
regime bissemanal, seguidas por duas doses num intervalo
mensal. Fez-se a recolha de sangue seis a sete dias apds
cada imunizagdo, tendo inicioc apdés a segunda dose, para a

determinacdo dos titulos de anticorpo.

2. Preparacdo de imunogénios

Adicionou-se 2 mg de Ap42 (California Peptide, Lote
ME0339) a 0,9 mL de A&gua desionizada e centrifugou-se a
mistura para se obter uma suspensdo relativamente uniforme.
Adicionou-se uma aliquota de 100 pL de 10X PBS (1X PBS,
NaCl 0,15 M, fosfato de sédio 0,01 M, pH 7,5). Centrifugou-
se novamente a mistura e manteve-se a incubar de um dia
para o outro a 37°C, para utilizac¢do no dia seguinte.
Armazenou-se o AfBl-42 nao utilizado com desidratante, como
um pd liofilizado, a 20°C.

Preparou-se um derivado palmitoilado de AN1792 por
acoplamento de anidrido palmitico, dissolvido em dimetil-
formamida, com o residuo do terminal amino de AN1792, antes
da remocgao do péptido nascente da resina por tratamento com
dcido hidrofludrico.

Para se preparar doses de formulagdes imunogénicas com
adjuvante completo de Freund (CFA) (grupo 2), emulsionou-se
1:1 (vol:vol) 33 pg de AN1972 em 200 uL de PBS com CFA com
um volume final de 400 plL para a primeira imunizag¢do. Para
as imunizagdes subsequentes, a antigénio foli igualmente
emulsionado com adjuvante incompleto de Freund (IFA).

Para se preparar doses de formulagdo com MPL para os
grupcs 5 e 8, adicionou-se pd liofilizado (Ribi ImmunoChem

Research, Inc., Hamilton, MT) a 0,2% de trietilamina aquosa
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até uma concentracédo final de 1 mg/mL e centrifugou-se.
Agueceu-se a mistura até 65°C-70°C durante 30 segundos para
se criara uma suspensdao uniforme de micelas ligeiramente
opaca. A solugaoc fol preparada no momento para cada
conjunto de 1njecgdes. Para cada 1njecgcdo no grupo 5,
misturou-se 33 ug de AN1792 em 16,5 uL de PBS, 50 ug de MPL
(50 pL) e 162 uL de PBS num tubo de silicato de boro,
imediatamente antes da utilizacao.

Para se preparar doses de formulagdo com a emulsdo
reduzida do tipo dleo-em-agua, adicionou-se AN1792 em PBS a
5% de esqualeno, 0,5% de Tween 80, 0,5% Span 85 em PBS para
se atingir uma concentracdo final de dose individual de 33
ng de AN1792 em 250 ulL (grupo 6). Emulsionou-se a mistura
por passagem através de um dispositivo, com duas cémaras
operado manualmente, 15 a 20 vezes até se obterem goticulas
de emulsdo com um didmetro aproximadamente igual a um
didmetro de 1,0 um de uma gota de ldatex (convencional,
guando observada ao microscodpio. A suspensdo resultante era
branca leitosa opalescente. As emulsbes foram preparadas no
momento para cada conjunto de injecg¢des. Para o grupo 8,
adicionou-se MPL em 0,2% de trietilamina com uma
concentracdo de 50 ug por dose a mistura de esqualeno e
detergente para emulsificacgdo, conforme descrito antes.
Para o derivados de palmitoilo (grupo 7), adicioncu-se 33
vg de palmitoil-NH-AR1l-42 por dose a esqualeno e
centrifugou-se. Adicionou-se entdo Tween 80 e Span 85 sob
centrifugagdo. Adicionou-se esta mistura a PBS para se
obter concentragdes finais de 5% de esqualeno, 0,5% de
Tween 80, 0,5% de Span 85, e emulsionou-se a mistura

conforme descrito antes.
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Para se preparar doses de formulagdo com alum (grupos
9 e 10), adicionou-se AN1792 em PBS a Al-hidrogel (gel de
hidréxido de aluminio, Accurate, TWestbury, NY) para se
obter concentragdes de 33 ug de AN1792 (dose reduzida,
grupo 9) ou de 300 ng de AN1792 (dose elevada, grupo 10)
por 5 mg de alum, num volume final de dose de 250 uL.
Misturou-se suavemente a suspensdo durante 4 horas a

temperatura ambiente.

3. Determinacdo dos titulos de anticorpo

Recolheu-se sangue de cobaias seis a sete dias apds a
imunizacédo, com inicio apds a segunda imunizacdo, num total
de qguatro recolhas de sangue. Determinou-se os titulos de
anticorpo contra AP42 pelo método ELISA, tal como descrito

na secg¢ao Materiais gerais e métodos.

4, Preparagao de tecidos

Decorridas cerca de 14 semanas, submeteu-se a
eutandsia todas as cobaias por meio da administragdo de
CO;. Recolheu-se o fluido cerebrospinal, removeu-se 0S
cérebros, dissecou-se trés regides do cérebro (hipocampo,
cortex e cerebelo) e utilizou-se para medir a concentracao

da proteina AP total, utilizando o método ELISA.

B. Resultados

1. Respostas dos anticorpos

Obteve-se um intervalo amplo em termos de poténcia dos
diversos adjuvantes guando determinados como resposta do
anticorpo a AN1792, apés imunizagdo. Conforme ilustrado na

fig. 14, no caso de AN1792 ter sido administrado em PBS,
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ndc foram detectados anticorpos apdés duas ou trés
imunizagbes e foram detectadas respostas fracas apds a
guarta e a guinta doses com médias geométricas dos titulos
(GMT) apenas de cerca de 45. A emulsdo do tipo éleo—em-agua
induziu titulos modestos apds a terceira dose (GMT 255), os
gquais foram mantidos apds a guarta dose (GMT 301) e
diminuiram com a dose final (GMT 54). Verificou-se uma
clara resposta a dose de antigénio para AN1792 ligado a
alum, em que a dose de 300 pg foi mais imunogénica para
gualguer valor de tempo do que a dose de 33 ug. No pico da
resposta de anticorpo, apdés a qgquarta imunizacado, a
diferenca entre as duas doses era de 43% com GMT de cerca
de 1940 (33 ug) e de 3400 (300 pg). A resposta de anticorpo
para a dose de 33 ug de AN1792 mais MPL fol bastante
semelhante a obtida para a de uma dose de antigénio (300
1g) praticamente 10 vezes superior ligada a alum.
A adigao de MPL a uma emulsdo do tipo éleo-em-agua diminuiu
a poténcia da formulagdo em relacdo a de MPL como adjuvante
tnico, num valor tdo grande como 75%. Um derivado
palmitoilado de AN1792 foi completamente ndoc imunogénico
quando administrado em PBS e proporcionou titulos modestos
quando presente numa emulsdo do tipo odlec-em-dgua com
valores de GMT de 340 e 105 para a terceira e quarta
recolhas de sangue. Os titulos de anticorpo mais elevados
foram obtidos com adjuvante de Freund, com um pico de GMT
de cerca de 87000, um valor praticamente 30 vezes superior
ao valor de GMT das duas formulacdes seguintes mais
potentes, MPL e dose elevada de AN1792/alum.

Os adjuvantes mais promissores identificados neste
estudo foram o MPL e 0 alum. Destes dois, © MPL parece ser

preferivel, uma vez que fol necessaria uma dose de
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antigénio 10 vezes 1nferior para proporcionar a mesma
resposta de anticorpo obtida com alum. A resposta pode ser
aumentada por meio do aumento da dose de antigénio e/ou de
adjuvante e ©por meio da optimizagcao do regime de
optimizacdo. A emulsdo de tipo o6leo-em-dgua foi um
adjuvante bastante fraco para AN1792 e a adigdoc de uma
emulsdo de tipo dleo-em-agua ao adjuvante MPL fez diminuir

a actividade adjuvante intrinseca do MPL por si so.

2. Niveis de AP no cérebro

Decorridas cerca de 14 semanas, anestesiou-se
profundamente as cobaias, retirou-se o fluido cerebrospinal
e excisou-se o0s cérebros a partir do animais para um
subconjunto dos grupos, agueles imunizados com adjuvante de
Freund (grupo 2), MPL (grupo 5), alum com uma dose elevada
de 300 nug de AN1792 (grupo 10) e o grupo de controlo
imunizado com PBS (grupo 3)

Para medir o nivel de péptido AR, dissecou-se um
hemisfério e preparou-se homogenados das regides do
hipocampo, do cortex e do cerebelo em guanidina 5 M. Estes
foram diluidos e quantificados por comparagac com um
conjunto de diluigbes de proteina AR convencional para
concentragdes conhecidas, num formato ELISA. Os niveis de
proteina Af no hipocampo, no coértex e no cerebelo foram
bastante semelhantes para o0s quatro grupos apesar do
intervalo amplo de respostas do anticorpo para AR obtidos
por estas formulacdes. Foram medidos niveis médios de AP de
cerca de 25 ng/g no hipocampo, 21 ng/g no cértex e 12 ng/g
no cerebelo. Assim a presenca de um titulo elevado de
anticorpo em circulacdo para AP durante praticamente trés

meses para alguns destes animais ndo alterou os niveis de
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AR totais nos seus cérebros. Os niveis de AP no CSF também
foram bastante semelhantes entre os grupos. A auséncia de
um efeito notdério da imunizacgdo com AN1792 sobre AB
enddégeno indica que a resposta dimune estd focada nas

formagdes patoldgicas de AB.

VIII. Resposta 1mune para diferentes adjuvantes em
murganhos

Utilizou-se murganhos fémeas da estirpe Swiss Webster,
com seis semanas de idade, para este estudo, utilizando 10
a 13 animais por grupo. As imunizag¢fes foram administradas
nos dias 0, 14, 28, 60, 90 e 20, por via subcutédnea numa
dose com um volume de 200 uL. Utilizou-se PBS como tampdo
para todas as formulacdes. Recolheu-se sangue dos animais
sete dias apds cada imunizacdo, com inicio apds a segunda
dose, para analise dos titulos de anticorpo pelo método
ELTISA. No gquadro 9 encontra-se descrito o regime de

tratamento para cada grupo.

Quadro 9

Concepcdo experimental do estudo 010

Grupo | N@ Adjuvante Dose Antigénio | Dose (Ug)
1 10 | MPL 12,5 Ug AN1792 33

2 10 | MPL 25 Ug AN1792 33

3 10 | MPL 50 Hg AN1792 33

4 13 | MPL 125 Ug AN1792 33

5 13 | MPL 50 Hg AN1792 150

6 13 | MPL 50 ug AN1528 33

7 10 | PBS AN1792 33

8 10 | PBS nenhum
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Concepcao experimental do estudo 010

Grupc | N@ Adjuvante Dose Antigénio | Dose (UQ)
Esqualeno
9 10 5% AN1792 33
emulsionado
Esqualeno
10 10 5% AN1792 33
misturado
11 10 [ Alum 2 mg AN1792 33
12 13 | MPL + Alum 50 Ug/2 mg AN1792 33
13 10| 0s-21 5 g AN1792 33
14 10| 0s-21 10 pg AN1792 33
15 10| 0s-21 25 AN1792 AN1792 33
16 13]05-21 25 RAN1792 AN1792 150
17 13| 0s-21 25 AN1792 AN1528 33
25 ng/50
18 131 0S-21 + MPL AN1792 33
Hg
19 13[0S-21 + Alum 25 Hg/2 mg AN1792 33
Notas:

* nimero de murganhos em cada grupo no inicio da
experiéncia.

° o0s adjuvantes sdo apresentados. O tampdo utilizado para
todos estas formulagdes fol PBS. Para o grupo 8, nao foram

utilizados adjuvante e antigénio.

No quadro 10 seguinte estdo apresentados os titulos de
anticorpo contra Ap42 para cada grupo, determinados por

ELISA.
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Quadro 10

Média geométrica dos titulos de anticorpo

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 12871
4 1278 20791 14368 20097 25631
5 3288 26242 13229 9315 23742
6 61 2536 2301 1442 4504
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 612 797
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

0 quadro mostra gue os titulos mais elevados foram obtidos

para os grupos 4,

125 ug de MPL,

5 e 18,

50 g de MPL e QS-21 mais MPL.

nos quais os adjuvantes foram

IX. Eficédcia terapéutica de diferentes adjuvantes
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Efectuou-se um estudo sobre a eficdcia terapéutica em
murganhos transgénicos PDAPP com um conjunto de adjuvantes
adequados para utilizacdo em seres humanos, para se
determinar a sua aptidac para potenciar respostas imunes
para AB e para induzir a limpeza imuno-mediada de depdsitos
amildides no cérebro.

Utilizou-se cento e oitenta murganhos transgénicos
PDAPP heterozigdéticos, machos e fémeas, com 7,5 a 8,5 meses
de 1dade, provenientes de Charles River Laboratories.
Distribuiu-se o©0s murganhos em nove grupos, 0s quais
continham entre 15 e 23 animais por grupo, para Sserem
imunizados com AN1792 ou com AN1528 combinados com diversos
adjuvantes. Distribuiu-se o0s animais de modo a coincidir,
dentro de cada grupo, © género, a idade e o grau de
parentesco dos animais tdo prdéximo quanto possivel. Como
adjuvantes refere-se alum, MPL e QS-21, cada um dos quais
combinados com ambos os antigénios, e o adjuvante de Freund
(FA) combinado apenas com AN1792. Um grupo suplementar foi
imunizado com AN1792 formulado em tampac PBS mais o
conservante timerocsal na auséncia de adjuvante. Um nono
grupo foi imunizado com PBS por si sd, como controlo
negativo.

Preparacdo de péptidecs AP agregados: péptidos APR1-40
humanos (AN1528; California Peptides Inc., Napa, CA; lote
ME0541) e AB1-42 humanos (AN1792; California Peptides Inc.,
lote MEQ439) foram solubilizados no momento para a
preparacdo de cada conjunto de injecgbes a partir de pds
liofilizados que tinham sido armazenados desidratados a -
20° C. Para este fim, adicionou-se 2 mg de péptido a 0,9 mL
de &gua desionizada e centrifugou-se a mistura para se

obter uma solugao ou suspensdo relativamente uniforme. O
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AN1528 era soluvel neste passo, ao contrario do AN1792.
Adicionou-se entdao uma aliquota de 100 uL de 10X PBS (1X
PBS: NaCl 0,15 M, fosfato de sdédio 0,01 M, pH 7,5),
instante esse no qual o péptido AN1528 comegou a
precipitar. Centrifugou-se novamente as suspensdes e
manteve-se a 1ncubar de um dia para o outro a 37°C, para
utilizac¢dao no dia seguinte.

Para a preparagdao de doses de formulagcdo com alum
(grupos 1 e 5), adicionou-se o péptido AR em PBS a Al-
hidrogel (gel de hidréxido de aluminio aquoso a 2%,
Sargeant, Inc., Clifton, NJ) para se obter concentragdes de
100 pg de péptido AP por 1 mg de alum. Adicionocu-se 10X PBS
até um volume final de dose de 200 pL em 1X PBS. Misturou-
se entdo suavemente a suspensdo aproximadamente durante 4
horas a temperatura ambiente antes da injeccéo.

Para se preparar doses de formulag¢des com MPL (grupos
2 e 6), adicionou-se pdé liofilizado (Ribi ImmunoChem
Research, Inc., Hamilton, MT; lote 67039-E0896B) a 0,2% de
trietilamina aquosa até uma concentracgdo final de 1 mg/mL e
centrifugou-se. Aqueceu-se a mistura até 65°C-70°C durante
30 segundos para se criar uma suspensaoc uniforme de micelas
ligeiramente opaca. Armazenou-se a solu¢do a 4°C. Para cada
conjunto de injecgdes, misturou-se 100 ug de péptido por
dose em 50 uL de PBS, 50 ng de MPL por dose (50 uL) e 100
pL de PBS por dose num tubo de silicato de boro,
imediatamente antes de se utilizar.

Para se preparar doses de formulagbes com QS-21
(grupos 3 e 7), adicicnou-se pd liofilizado (Aquila,
Framingham, MA; lote A7018R) a PBS, pH 6,6-6,7, até uma
concentragdo final de 1 mg/mL e centrifugou-se. Armazenou-

se a solucdo a -20°C. Para cada conjunto de injecgdes,
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misturou-se 100 ug de péptido por dose em 50 uL de PBS, 25
ng de 0S-21 por dose em 25 uL de PBS e 125 ulL de PBS por
dose num tubo de silicato de boro, imediatamente antes de
se utilizar.

Para se preparar doses de formulag¢des com adjuvante de
Freund (grupo 4), preparou-se uma emulsdo, a 1:1 (vol:vol),
de 100 pg de AN1792 em 200 uL PBS com adjuvante completo de
Freund (CFA) num volume final de 400 uL, para a primeira
imunizag¢do. Para imunizag¢des subsequentes, preparou-se uma
emulsdo de antigénio de um modo semelhante com adjuvante
incompleto de Freund (IFA). Para as formulagbes que contém
0s adjuvantes alum, MPL ou Q5-21, combinou-se 100 ug por
dose de AN1792 ou de AN1528 com alum (1 mg por dose) ou com
MPL (50 npg por dose) ou com QS-21 (25 ng por dose) para um
volume final de 200 pL em PBS e administrou-se por
inoculacgédo subcutédnea nas costas entre as omoplatas. Para o
grupo que recebeu FA, preparou-se uma emulsao, a 1l:1
(vol:vol), de 100 ug de AN1792 com adjuvante completo de
Freund (CFA) para um volume final de 400 pL e administrou-
se por via intraperitoneal para a primeira imunizacgao,
seguindo-se um reforgo com a mesma quantidade de imunogénio
em adjuvante incompleto de Freund (IFA) para as cinco doses
subsequentes. Para o grupo que recebeu AN1792 na auséncia
de adjuvante, combinou-se 10 wg de AN1792 com 5 pg de
timerosal para um volume final de 50 pL em PBS e
administrou-se por via subcuténea. O nono grupc de controlo
recebeu apenas 200 uL de PBS, administrados por via
subcuténea. As imunizag¢des foram administradas num regime
bissemanal para as primeiras trés doses e depois num regime
mensal nos dias 0, 16, 28, 56, 85 e 112. Recolheu-se sangue

dos animais seis a sete dias apds cada 1munizacdo, com



148

inicio apds a segunda dose, para se determinar os titulos
de anticorpo. Submeteu-se 0s animais a eutandsia
aproximadamente uma semana apos a dose final. Os resultados
foram determinados por meio de um ensaio ELISA dos niveis
de AB e de APP no cérebro e por meio de avaliagdac imuno-
histoquimica da presenga de placas amildides em secgdes do
cérebro. Além disso, determinou-se os titulos de anticorpo
especifico de Ap, e das respostas proliferativas
dependentes de AP e de respostas de citoquinas.

O gquadro 10 mostra que os titulos mais elevados de
anticorpo para APl-42 foram obtidos com FA e AN1792, o0s
titulos que apresentaram um pico apds a quarta imunizacdo
(pico GMT: 75,386) e depois diminuiram em 59% apds a sexta
imunizacdo final. O tituloc médio do pico obtido por MPL com
AN1792 foi 62% inferior ao obtido com FA (pico GMT: 28867)
e também foi atingido mais cedo no esguema de imunizacgao,
apbs 3 doses, seguindo-se uma diminuicao para 28% do valor
do pico apds a sexta imunizacdo. O titulo médio do pico
para Q0S5-21 combinado com AN1792 (GMT: 1511) foi cerca de 5
vezes inferior ao obtido com MPL. Além disso, a cinética da
resposta fol mais lenta, uma vez que fol necessaria uma
imunizac¢cdo suplementar para se atingir o pico de resposta.
Os titulos obtidos por AN1792 1ligadc a alum foram
ligeiramente superiores aos obtidos com QS-21 e a resposta
cinética fol mais rdpida. Para AN1792 administrado em PBS
com timerosal a frequéncia e valor dos titulos foi muito
ligeiramente superior do que os obtidos por PBS por si sbé.
Os titulos de pico obtidos com MPL e AN1528 (pico GMT 3099)
foram cerca de 9 vezes inferiores aos obtidos com AN1792. O
AN1528 1ligado a alum foi bastante poucc imunogénico,

apresentando titulos ©baixos obtidos apenas em alguns



149

animais.

animais de controlo imunizados com PBS por si sé.

Quadro 11

Nao foram observadas respostas de anticorpo nos

Média geométrica dos titulos de anticorpo®

Semana da recolha de sangue

Tratamento 3,3 5,0 9,0 13,0 17,0

Alum/AN1792 102 1081 2366 1083 572
(12/21)° | (17/20) | (21/21) | (19/21) | (18/21)

MPL/AN1792 6241 28867 11242 5665 8204
(21/21) (21/21) | (21/21) | (20/20) | (20/20)

QS- 30 227 327 1511 1188
21/BN1792 (1/20) (10/19) (10/19) (17/18) (14/18)
CFA/BN1792 10076 61279 753856 41628 30574
(15/15) (15/15) (15/15) (15/15) (15/15)

Alum/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) (20/20) (20/20)

QS- 29 221 51 8§20 2994
21/AN1528 (1/22) (13/22) (4/22) (20/22) (21/22)

PBS e 25 33 39 37 47
Timerosal (0/16) (2/16) (4/16) (3/16) (4/16)

PBS 25 25 25 25 25
(0/16) (0/16) (0/15) (0/12) (0/16)

Notas:

a

aB1-42

“ Ntmero de respostas por grupo

Média geométrica do titulo de anticorpo

medido contra
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Os resultados do tratamento de AN1792 ou de AN1528 com
diversos adjuvantes, ou com timerosal, sobre a carga
amildéide cortical em murganhos com 12 meses de idade,
determinados por ELISA, séo apresentados na fig. 15. Em
murganhos PDAPP de controlo com PBS, o nivel mediano de AR
total no coértex aos 12 meses foi de 1817 ng/g. Foram
observados niveis surpreendentemente reduzidcos de AR em
murganhos tratados com AN1792 mals CFA/IFA, AN1792 mais
alum, AN1792 mais MPL e QS-21 mais AN1792. A redugdo
atingiu significéncia estatistica ao nivel de p < 0.05
apenas para AN1792 mais CFA/IFA. No entanto, conforme
apresentado nos exemplos I e III, os efeitos de imunizacdo
na redugcdo de dos niveis de AR foi substancialmente
superior em murganhos com 15 meses e 18 meses de idade.
Assim, ¢é possivel prever que formulacdes suplementares, em
particular composicdes de AN1792 mais alum, AN1792 mais MPL
e AN1792 mais QS-21, iraoc proporciona resultados positivos
no tratamento de murganhos mais idosos. Pelo contréario, o
AN1792 mais o conservante timerosal apresentou um nivel
mediano de AP praticamente 1déntico aos dos murganhos
tratados com PBS. Fora obtidos resultadcs semelhantes
gquando se efectuou a comparacdao dos niveis corticais de
AR42. O nivel mediano de AB42 nos controlos de PBS foi de
1624 ng/g. Foram observados niveis medianos extremamente
reduzidos de 403, 1149, 620 e 714 para murganhos tratados
com AN1792 mais CFA/IFA, AN1792 mais alum, AN1792 mais MPL
e AN1792 mais QS-21, respectivamente, em gque a reducdo
atingiu uma significadncia estatistica (p = 0,05) para o
grupc de tratamento com AN1792 e CFA/IFA. O nivel mediano
nos murganhos tratados com AN1792 e timerosal foi de 1619

ng/g de ApR42.
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X, Anadlise de toxicidade

Foram recolhidos tecidos para um exame histopatoldgico
no final dos estudos descritos nos exemplos II, III e VII.
Além disso, efectuou-se hematologia e quimica clinica em
amostras de sangue do final provenientes dos exemplos III e
VI. Avaliocu-se a maior parte dos oOrgaos principais,
incluindo cérebro, pulmdo, 1linfdide, gastrointestinal,
figado, rim, glandulas adrenais e gdénadas. Embora tenham
sido observadas les8es esporddicas nos animais do estudo,
nac foram verificadas diferencgas o6bvias, quer em tecidos
afectados quer na gravidade das lesdes, entre 0s animais
tratados com AN1792 e os ndo tratados. Nao foram observadas
lesbes histopatoldgicas uUnicas em animais imunizados com
AN1528 em comparac¢ao com os animais tratados com PBS ou nao
tratados. Também nao foram observadas diferencas no perfil
quimico clinico entre os grupos de adjuvante e 0s animais
tratados com PBS no exemplo VI. Embora tenham sido
observados aumentos significativos em diversos dos
pardmetros hematoldgicos entre os animais tratados com
AN1792 e adjuvante de Freund no exemplc VI em relagao aos
animais tratados com PBS, este tipo de efeitos é esperado a
partir de tratamentos com adjuvante de Freund e da
peritonite associada, nao indicando quaisquer efeitos
adversos do tratamento com AN1792. Embora ndo faca parte da
avaliagdao  toxicolodgica, examinou-se extensivamente a
patologia do cérebro de murganhos PDAPP como parte de
parametros de eficdcia. Nao foram observados sinais efeitos
adversos associados ao tratamento na morfologia do cérebro

para qualquer estudo. Estes resultados indicam que o
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tratamento com AN1792 €& Dbem tolerado e pelo menos

praticamente isento de efeitos secundarios.

XI. Tratamento terapéutico com anticorpos anti-Ap

As experiéncias descritas nesta secgao foram
efectuadas para se testar a aptiddao de diversos anticorpos
monoclonais e policlonais contra AR para inibir a
acumulagao de AP no cérebro de mnmurganhos transgénicos

heterozigdéticos.

A. Estudo 1

1. Concepc¢ao do estudo

Utilizou-se sessenta murganhos transgénicos PDAPP
heterozigdéticos, machos e fémeas, com 8,5 a 10,5 meses de
idade, provenientes de Charles River Laboratory.
Distribuiu-se o©0s murganhos em seis grupos para serem
tratados com diversos anticorpos dirigidos a AB.
Distribuiu-se os animais de modo a coincidir, dentro de
cada grupo, © género, & idade e o grau de parentesco dos
animais tdo préximo quanto possivel., Conforme apresentado
no quadro 12, os anticorpos incluiam guatro anticorpos
monoclonais especificos de AP de murino, 2H3 (dirigido aos
residuos 1-12 de AB), 10D5 (dirigido aos residuos 1-16 de
AB), 266 (dirigido aos residuos 13-28 de AB, o qual se liga
a AN1792 monomérico mas nao se liga a AN1792 agregado),
21F12 (dirigido aos residuos 33-42 de AB). Tratou-se um
guinto grupo com uma fraccdao de anticorpo policlonal
especifica de AP (produzida por imunizagdo com AN1792
agregado). Ao controlo negativo foi administrado o

diluente, PBS, por si sé sem anticorpo.
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Os anticorpos monoclonais foram injectados com uma
dose de cerca de 10 mg/kg (assumindo que os murganhos tém
umn peso de 50 g). As injeccgdes foram administradas por via
intraperitoneal a cada sete dias em média para manter oOs
titulos anti-Af superiores a 1000. Embora tenham sido
medidos titulos inferiores para o mAb 266, uma vez que nao
se liga bem ao AN1792 agregado utilizado como antigénio de
captura no ensaio, fol mantido o mesmo regime de dosagem
para este grupo. O grupo ao qual era administrado o
anticorpo monoclonal 2H3 foli descontinuado durante as
primeiras trés semanas, uma vez que o anticorpo era
retirado demasiadamente rapido in vivo. Recolheu-se sangue
dos animais antes de cada dosagem, para se determinar os
titulos de anticorpo. Manteve-se o tratamento ao longo de
um pericdo de seis meses para um total de 196 dias. Os
animais foram submetidos a eutandsia uma semana apds a dose

final.

Quadro 12

CONCEPCAQC EXPERIMENTAL DO ESTUDO 006

Grupo de Anticorpo do Especificidade Isotipo do
Na
tratamento tratamento do anticorpo anticorpo
nenhum (PBS "
1 9 NA NA
por si sd)
2 10| policlonal AB1-42 Misto
3 0 mAb® 2H3 AB1-12 IgGl
4 8 mAb 10D5 AB1-16 IgGl

5] 6 mAb 266 AB13-28 IgGl
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CONCEPCAC EXPERIMENTAL DO ESTUDO 006

Grupo de . Anticorpo do | Especificidade Isotipo do
tratamento ) tratamento do anticorpo anticorpo
6 8 mAb 21F12 AB33-42 IgGza
Notas:

* Numero de murganhos no final da experiéncia. Todos o0s
grupos iniciaram com 10 animais por grupo.
® NA: ndo aplicavel

° mAb: anticorpo monoclonal

2. Materiais e métodos

a. Preparagdo dos anticorpos

Preparou-se o anticorpo policlonal anti-AR a partir de
sangue recolhido de dois grupos de animais. O primeiro
grupo era constituido por 100 murganhos fémeas da estirpe
Swiss Webster, com 6 a 8 semanas de idade. Foram imunizados
nos dias 0, 15 e 29 com 100 pg de AN1792 combinado com
CFA/IFA. Administrou-se uma quanta injec¢do no dia 36 com
metade da dose de AN1792. Exsanguinou-se o©s animais, apds
sacrificio ao dia 42, preparou-se sSOro e agrupou-se O SOro
para se obter um total de 64 mL. O segundo Jgrupo era
constituido por 24 murganhos fémeas, isogénicos com 0s
murganhos PDAPP, mas nao transgénicos pata o gene APP
humano, com 6 a 9 semanas de idade. Foram imunizados nos
dias (0, 14, 28 e 56 com 100 npg de AN1792 combinado com
CFA/IFA. Também se exsanguinou estes animais, apds
sacrificio ao dia 63, preparou-se 0O SOro e agrupou-se o
soro para se obter um total de 14 mL. Agrupou-se dois lotes
de soro. Purificou-se a fracgdo de anticorpo utilizando

duas rondas seguenciais de precipitacdao com sulfato de
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aménio saturado a 50%. Submeteu-se o precipitado final a
didalise contra PBS e testou-se quanto a endotoxinas. O
nivel de endotoxinas era inferior a 1 EU/mg.

Preparou-se ©s anticorpos monoclonais anti-AR a partir
de fluidos asciticos. Em primeiro lugar, efectuou-se a
deslipidagcdao do fluido por meio da adigdo de dextrano-
sulfato de sdédio concentrado a fluido ascitico arrefecido
com gelo por agitag¢do em gelo até se obter uma concentragdo
final de 0,238%. Adicionou-se entdo CaCl, concentrado sob
agitacao para se atingir uma concentracdo final de 64 mM.
Centrifugou-se esta solugdo a 10000 x g e deitou-se foram
0s granulos. Agitou-se o sobrenadante em gelo e adicionou-
se, gota a gota, um volume igual de sulfato de aménio
saturado. Centrifugou-se novamente a solugcdo a 10000 x g e
deitou-se fora o sobrenadante. Colocou-se novamente em
suspensao ©s granulos e submeteu-se a didlise contra Tris-
HC1 20 mM, NaCl 0,4 M, pH 7,5. Aplicou-se esta fraccao a
uma coluna de Sepharose FPLC ‘Pharmacia’ e efectuou-se a
eluigao com um gradiente inverso desde de NaCl desde 0,4 M
até 0,275 M em Tris-HC1 20 mM, pH 7,5.

Identificou-se o pico do anticorpo por absocorvancia a
280 nm e agrupou-se as fracgdes adequadas. Caracterizou-se
a preparacdo de anticorpo purificada por meio da medicao da
concentragao de proteina utilizando o método BCA e da
pureza utilizando SDS-PAGE. Também se testou o material
agrupado quanto a endotoxinas. O nivel de endotoxinas era
inferior a 1 FEU/mg. Para titulos inferiores a 100 foi

atribuido arbitrariamente um valor de titulo de 25.

3. Niveis de AR e de APP no cérebro
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Decorridos cerca de 6 meses de tratamento com diversas
prepara¢des de anticorpeos anti-Ap, removeu-se o0s cérebros
de animais, apds perfusao com soluto salino. Preparou-se um
hemisfério para andlise imuno-histoquimica e utilizou-se o
segundo para a guantificacdo dos niveis de AP e de APP.
Para se determinar as concentracgdes das diversas formas do
péptido B-amildéide e da proteina precursora amildide (APP),
dissecou-se © hemisfério e preparou-se homogenados das
regifies do hipocampo, do cdértex e do cerebeloc em guanidina
5 M. Efectuou-se diluigles em série e gquantificou-se o
nivel de rpéptido amiléide ou de APP por comparagao com
conjuntos de diluigbes de padrbes do péptido AR ou de APP
para concentrac¢des conhecidas, num ensaio ELISA.

Nos quadros 11, 12 e 13, 540 apresentados
respectivamente os niveis de AP total e de APl-42 conforme
determinados por ELISA em homogenados do cortex e do
hipocampo e o nivel total de AP no cerebelo., A concentragao
mediana de AP total para o grupo de controlo, inoculado com
PBS, era 3,6 vezes superior no hipocampo do que verificada
no coértex (mediana de 63389 ng/g de tecido do hipocampo
comparativamente com 17818 ng/g para o coértex). O nivel
mediano no cerebelo para o grupo de controlo (30,6 ng/g de
tecido) era mais do que 2000 vezes dinferior ao do
hipocampo. Estes niveis sdo semelhantes aos anteriormente
descritos para murganhos transgénicos PDAPP heterozigdticos
desta idade (Johnson-Woods et al., 1997).

Para o cértex, um grupo de tratamento apresentava um
nivel mediano de Ap, medido comoc ARl-42, qgue era
significativamente diferente do obtido para o grupo de
controlo (p < 0,05), aqueles animais que recebiam o©

anticorpo policlonal anti-ApB, conforme ilustrado no quatro
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13. 0 nivel mediano de Afl-42fol reduzido em 65% em
comparacao com o controlo para este grupo de tratamento. Os
niveis medianos de ABRl1-42 também foram significativamente
reduzidos em 55% em comparagac com o controlo de um grupo
suplementar de tratamento, cujos animais foram

administrados com doses de mAb 105D (p = 0,0433).

Quadro 13
CORTZX
Grupo de
N= Medianas Médias
tratamento
A Total 242 BB Total | 2P4c
valor® | valor® % valor valor % valoxr valor
ELISA s} alteracgdo | ELISA s} alteragdo ELISA SLISA
12621
R 1€150+/-
PBS 9 17818 NA NA 13802 NA NA +/-
74567
5738
) 4454
Policlonal 5912 +/-
~0 6160 0,0055 -65 4892 0,0071 -65 +/=
anti— AB42 4492
3347
6943
BE9L +/-
mAkL 10D5 8 7915 0,1019 -56 6214 0,0433 -55 +/=
6929
3351
7489
8204 +/-
mAb 266 3 9144 0,1255 -49 8481 0,1255 -39 +/=
9293
6921
113095
12481
mAb 21F.2 8 15158 0,2833 -15 13578 0,7003 -2 +/—
+/- 7082
6324
Notas:

a. Niamero de animais por grupo no firal da experiéncia
b. ng/g no tecicec

. andlise de Mann Whitney

d. NA: 180 aplicédve_

e. desvio padréo

No hipocampo, a percentagem mediana de reducgac de AR
total associada ao tratamento com anticorpo policlonal
anti-AB (50%, p = 0,0055) ndo foil superior a observada no

coértex (65%) (quadro 14). No entanto, a magnitude absoluta
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da redugdo foi praticamente 3 vezes superior no hipocampo
em comparacg¢ac com a do cdrtex, observando-se uma redugao
total de 31683 ng/g de tecido no hipocampo versus 11658
ng/g de tecido no cértex. Quando medida como o nivel da
forma mais amilodoigénica de AR, ABl1-42, em vez de Ap
total, a reducdo alcancgada pelo anticorpo policlonal foi
significativa (p = 0,0025). Os niveis medianos em grupos
tratados com o mAb 10D5 e 266 foram reduzidos em 33% e 21%,

respectivamente.

Quadro 14
HIPOD CAMPO
Grupo ce
N# Medianas Médias
tratamerto
Ap
B Total A4z a4z
Total
valor® valor® % valor valor % valor va_or
SLISA o] alteragdo | ELISA s} alteragdo ELISA ELZSA
58351 5280°
PBS 9 | 63389 NA NA 54429 NA NA +/- +/ -
13303° 14702
) 30058 24853
Policloral
10 31706 0,0055 -50 27127 10,0025 -50 +/- +/=
anti- AP4c
22454 18262
44581 36465
mAb 10DE 8 45779 0,0675 -26 36290 | 0,0543 -33 +/- +/-
18632 17246
36419 329.9
mAb 266 6 43689 0,0990 -23 43034 | 0,0993 =21 +/- +/-
27304 25372
57327 50305
mAb 21F12 8 51563 0,7728 -19 47961 0,8093 -12 +/- +/-
28927 23927
Notas:

a. Nimero de animais por grupo no firal da experiéncia
b. ng/g no tecicc
. andlise de Mann Whitney

d. NA: ndo aplicédve_

%]

. desvio padréo
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Também se determinou o AP total no cerebelo (quadro
15). Os grupos que receberam doses de anticorpo policlonal
anti-Ap e de anticorpo 266 apresentaram  redugdes
significativas dos niveis de AR total (43% e 46%, p =
0,0033 e p = 0,0184, respectivamente) e o grupo tratado com
anticorpo 10D5 apresentou  uma redugao praticamente

significativa (29%, p = 0,0675).

Quadro 15
CEREBELO
Grupo de tratamenzo N# Vedianas Védias
AR Total A Total
valor® ELISA | valor® p | % alterecgéc valor ELISA
PBS E 3C,64 NA” NA 40,00 +/- 31,89°
Policlonal anti- AB42 | 10 17,61 0,0033 —-43 18,15 +/- 4,36
mAb 1CDE g 71,68 0,0675 —2¢ 27,29 +/— 19,43
TADL 266 4 1€,59 0,0184 -46 19,59 +/- 6,59
Ab 21712 g 29,80 >0,9999 -3 32,88 +/— 9,90

Notas:
a. Namero de animais por grupo no final da experiéncia

b. ng/g no tecido

0

. andlise de Mann Whitney

Q.

. NA: nio aolicével

e. desvio padréoc

A concentrag¢do de APP também foi determinada por ELISA
no cértex e no cerebelo a partir de murganhos tratados com
anticorpo, tratados com PBS e de controlo. Foram utilizados
dols ensaios de APP diferentes. O primeiro, designado por
APP-0/FL, reconhece APP-a (o, forma segregada a partir de
APP que foi c¢livada na segquéncia de AR) e formas de
comprimento completo (FL) de APP, ao passo que o segundo
apenas reconhece APP-a. Ao contrdrio da diminuigdo de AB
associada ao tratamento num subconjunto de grupos de
tratamento, os niveis de APP mantiveram-se praticamente

inalterados para todos os animais tratados em comparacgao
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com 0s animais de controlo. Estes resultados indicam que a
imunizacao com anticorpos AP esgotam ou AR sem esgotar a
APP.

Resumidamente, os niveis de AP foram significativamente
reduzidos no cdértex, no hipocampo e no cerebelo em animais
tratados com o anticorpo policlonal preparado contra
AN1792. Num menor grau, 0Ss anticorpos monoclonails para a
regido do terminal amino de AR1-42, especificamente os
aminodcidos 1-16 e 13-28, também demonstraram efeitos

significativos do tratamento.

4, Andlise histoquimica

A  morfologia de placas AR imuno-reactivas em
subconjuntos de cérebros provenientes de murganhos nos
grupcs de tratamento com PBS, anticorpo policlonal Ap4Z,
anticorpo 21F12, anticorpo 266 e anticorpo 10D5 foi
qualitativamente comparada com a de estudos anteriores, nos
quais foram utilizados procedimentos de imunizacao
convencionais com Af42,

A maior alteracdo guer em termos de extensdo quer em
termos de aparéncia das placas amildides ocorreu nos
animais dimunizados com o anticorpo policlonal AB42. A
reducdo da carga amildide, a morfologia de placas erodidas
e a 1imuno-reactividade de AP associada a células foram
extremamente semelhantes aos efeitos produzidos pelo
procedimento de imunizac¢do convencional. Estas observagdes
comprovam os resultados ELISA, nos guais foram obtidas
redugdes significativas de AP total e de APR42 por meioc da
administracgdo do anticorpo policlonal APR42.

Para avaliac¢des qualitativas semelhantes, as placas

amildides para o grupo 105D também foram reduzidas em
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numero e em aparéncia, com algumas evidéncias de imuno-
reactividade de Ap associada a c¢élulas. Nao foram
observadas diferencas principailis gquando se comparou O0S

grupos 21F12 e 266 com os controlos de PBS.

5. Determinacgdo dos titulos de anticorpo

Recolheu-se sangue de um subconjunto de trés murganhos
seleccionados aleatoriamente a partir de <cada grupo,
imediatamente antes de cada i1noculagao intraperitoneal,
para um total de 30 recoclhas de sangue. Determinou-se o0s
titulos de anticorpo, como anticorpo 1ligado a Apl-42,
utilizando um método de sanduiche ELISA com placas de
multicavidades de pldstico revestidas com AR1l-42, conforme
descrito mais minuciosamente na sec¢do Materiais gerais e
métodos. Nas figs. 16 a 18 estdo apresentados os titulos
médiocs para cada recolha de sangue para o© anticorpo
policlonal e para os anticorpos monoclconais 10D5 e 21F12,
respectivamente. 0Os titulos possuiam um valor médio de
cerca de 1:1000 ao longo deste periodo para a preparagao de
anticorpo policlonal e um valor ligeiramente superior a

este para os animails tratados com 10D5 e 21F12.

6. Respostas linfoproliferativas

Determinou-se a linfoproliferagac dependente de AR
utilizando «c¢élulas de bago colhidas oito dias apds a
infusdo final de anticorpo. As células colhidas no momento,
10° por cavidade, foram mantidas em cultura durante 5 dias
na presenca de ABl1-40 com uma concentrac¢do de 5 uM, para
estimulacao. Como controlo positivo, manteve-se em cultura

células suplementares com o mitogénio de células T, PHA, e
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como controlo negativo, manteve-se em cultura células as
gquails nao se tinha adicionado péptido.

Os esplendécitos provenientes de murganhcs PDAPP idosos
imunizados passivamente com diversos anticorpos anti-Ap
foram estimulados in vitro com AN1792 e mediu-se as
respostas proliferativas e de citoquinas. A <finalidade
destes ensaios consistia em determinar se uma imunizacao
passiva facilitava a apresentacdo de antigénio, e assim
estimular as respostas de células T especificas para
AN1792. Nao foram observadas respostas proliferativas ou de
citogquinas especificas para AN1792 eu murganhos imunizados

passivamente com 0s anticorpos anti-AR.

B. Estudo 2

Num segundo estudo, repetiu-se o tratamento com
anticorpo 10D5 e testou-se dols anticorpos anti-Ap
suplementares, ©0s anticorpos monoclonais 3D6 (AB;s) e 16C11
(ABs33-42). 0Os grupos de controlo receberam PBS ou um
anticorpo semelhante ao isotipo irrelevante (TM2a). Os
murganhos eram mais velhos (heterozigéticos com 11,5 a 12
meses de idade) do que no estudo anterior; sendo a restante
concepgdo experimental idéntica. Novamente, decorridos seis
meses de tratamento, o anticorpo 10D5 reduziu a carga de
placas num valor superior a 80% em relagdo aos controlos de
PBS e ou de anticorpo semelhante ao isotipo (p = 0,003). Um
dos outros anticorpos contra AR, o 3D6, foi igualmente
eficaz, produzindo uma reducdo de 86% (p = 0,003). Pelo
contrdrio, o terceirc anticorpo contra o péptido, o 16C1l1,
ndoc conseguiu demonstrar qualgquer efeito sobre a carga de
placas. Foram obtidas conclusdes semelhantes com as

medicdes ELISA de AP42. Estes resultados demonstram que uma
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resposta de anticorpo contra o péptido AB, na auséncia de
imunidade de «células T, ¢ suficiente para diminuir a
deposicdao amildide em murganhos PDAPP, mas que nem todos oS
anticorpos anti-AR sao eficazes. 0Os anticorpos dirigidos
aos epitopos que compreendem os aminodcidos 1-5 ou 3-7 de
AR sdo particularmente eficazes.

Estes estudos demonstram que a administrag¢do passiva
de anticorpos contra AP reduz a extensdo da deposigao de
placas em modelos de murganhos da doenga de Alzheimer.
Quando realizados para concentracdes no soro modestas (25 a
70 npg/mL), os anticorpos conseguem aceder ao SNC em niveis
suficientes para parar as placas P-amildides. A entrada do
anticorpo no SNC nao foi devida a uma permeabilidade
anormal da barreira hemato-encefdlica, uma vez que nao
houve um aumento na permeabilidade wvascular, conforme
determinado pelo azul de Evans em murganhos PDAPP. Além
disso, a concentracgdo do anticorpo no parénguima do cérebro
de murganhos PDAPP idosos era idéntico ao de murganhos nao
transgénicos, representando 0,1% da concentracao de

anticorpo no soro (independentemente do isotipo).

C. Estudo 3: monitorizacdo da ligacdo do anticorpo

Para se determinar se os anticorpos contra AR poderiam
estar a actuar directamente no SNC, foram examinados
cérebros retirados de murganhos com perfusdo de soluto
salino no final do exemplo XII, quando a presenga dos
anticorpos administrados por via periférica. Expds-se
secgbes de cérebro criostdaticas ndo fixadas a um reagente
fluorescente contra imunoglobulina de murganho (IgG-Cy3 de
cabra anti-murganho). As placas nos cérebros dos grupos

10D5 e 3D6 estavam fortemente contaminadas com o anticorpo,
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nac tendo sido observadas manchas para o grupo 16Cll. Para
se identificar a extensao total da deposicac de placas,
efectuou-se, em primeiro lugar, a imuno-reacg¢ao de secgdes
em série de cada cérebro com um anticorpo anti-AR e depois
com um reagente secunddrio. Os anticorpos 10D5 e 3D6,
conseguiram aceder a maior parte das placas no SNC. A carga
de placas fol significativamente reduzida nestes grupos de
tratamento em comparacdo com o grupo 16Cl1. Estes dados
indicam que os anticorpos administrados por via periférica
podem penetrar o SNC, no qual podem iniciar directamente a
limpeza amiléide. E provavel que o anticorpo 16C11 também
tenha tido acesso as placas, mas ndo fol capez de se ligar

as placas.

XIT. Prevengdo e tratamento de sujeitos humanos

Efectua-se um ensaio de fase 1 de dose individual para
se determinar a seguranga em seres humanos. Administra-se
um agente terapéutico eu doses crescentes a pacientes
diferentes, com inicio a cerca de 0,01, o nivel previsto de
eficacia, e aumentando por um factor de 3 até se atingir um
nivel cerca de 10 vezes a dosagem eficaz em murganhos.

Efectua-se um ensaio de fase II para se determinar a
eficdcia terapéutica. Sao seleccionados pacientes com
doenca de Alzheimer inicial a média, definida utilizando os
critérios da ‘Alzheimer's disease and Related Disorders
Association’ (ADRDA) para uma DA provavel. Os pacientes
adequados apresentaram um resultado no intervalo de 12 a 26
no “‘Mini-Mental State Exam’ (MMSE). Um outro critério de
seleccdo foram os pacientes com uma probabilidade maior de
sobreviver ao longo do estudo e a auséncia de complicagdes,

tais como a wutilizacdo simultidnea de medicamentos dque
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possam interferir. As avaliac¢des da linha de base da funcgao
do paciente sao efectuadas utilizando medigdes psicométricas
cldssicas, tais como MMSE e ADAS, que ¢é uma escala
compreensiva para a avaliacao em pacientes do estado e da
funcdo da doenga de Alzheimer. Estas escalas psicométricas
proporcionam uma medida da progressao da doenca de
Alzheimer. Também é possivel utilizar escalas adequadas de
gualidade de vida ©para monitorizar o tratamento. A
progressao da doenga também pode ser monitorizada por MRI.
Também ¢ possivel monitorizar os perfis sanguineos dos
pacientes, incluindo ensaios de respostas de anticorpos e
de células T especificos de imunogénios.

Apds as medig¢Bes da linha de base, comega a ser
administrado o tratamento aos pacientes. Sao distribuidos
aleatoriamente e tratados com agente terapéutico ou com
placebo num ensaio cego. 0s pacientes sao monitorizados
pelo menos a cada seis meses., Determina-se a eficdcia em
termos de uma reducdo significativa da progressdo de um
grupo de tratamento em relacao ao grupo de placebo.

Efectua-se um segundo ensaio de fase II para avaliar a
conversao de pacientes desde perda de memdria inicial nao
associada a doenga de Alzheimer, por vezes designada por
deficiéncia de memdéria associada a idade (AAMI) ou
deficiéncia cognitiva suave (MCI), até doenca de Alzheimer
provavel, conforme definida pelos critérios de ADRDA. Os
pacientes com um elevado risco de conversdao para a doenga
de Alzheimer sao seleccionados a partir de uma populacao
nac clinica através da pesquisa em populagdes de referéncia
de sinais iniciais de perda de meméria ou de outras
dificuldades associadas a uma sintomatologia pré-Alzheimer,

uma histdrias familiar de doenca de Alzheimer, factores de
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risco genéticos, idade, sexo e outras caracteristicas que
prevéem um risco elevado para a doenga de Alzheimer. Sao
recolhidos os resultados da linha de base em métricas
adequadas, incluindo o MMSE e o ADAS em conjunto com outras
métricas concebidas para avaliar uma populacdo mais normal.
Estas populacdbes de pacientes sdo divididas em grupos
adequados, sendo efectuada a compara¢do do placebo com
dosagens alternativas do agente. FEstas populagdes s5ao
monitorizadas em intervalos de cerca de sels meses, em que
0s parédmetros para cada paciente consistem no facto de cada
paciente se converter para doenca de Alzheimer provavel,
tal como definido pelo critério da ADRDA, no final da

observacao.

XITI. Materiais gerais e métodos

1. Determinacgado dos titulos de anticorpo

Recolheu-se sangue de murganhos Ifazendo um pequeno
corte na veia da cauda e recolhendo cerca de 200 uL de
sangue para um tubo de microcentrifugacao. Recolheu-se
sangue de cobaias, rapando em primeiro lugar a &rea do
Jjarrete posterior e depois utilizando uma agulha tamanho 18
para picar a vela metatdrsica e recolher © sangue para
tubos de microcentrifuga¢do. Deixou-se o sangue coagular
durante uma hora & temperatura ambiente (TA), submeteu-se a
um vortice e depois centrifugou-se a 14000 x g durante 10
minutos para se separar o0s codgulos do soro. Transferiu-se
entdo o soro para um tubo de microcentrifugacao e
armazenou-se a 4°C, até se titular.

Os titulos de anticorpo foram determinados por ELISA.

Revestiu-se placas de microtitulagcdo com 96 cavidades
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(placas Costar EIA) com 100 upL de uma solugdo que continha
10 pg/mL de AB42 ou de SAPP ou de outros antigénios,
conforme referido para cada ensaio individual, em tampdo de
revestimento de Well (fosfato de sdédio 0,1 M, pH 8,5, 0,1%
de azida de sdédio) e manteve-se a temperatura ambiente de
um dia para o outro. Aspirou-se as cavidades e adicionou-se
soro as cavidades iniciando com uma diluicdo a 1/100 em
diluente ‘Specimen’ (fosfato de sdédio 0,014 M, pH 7,4, NaCl
0,15 M, 0,6% de albumina do soro de bovino, 0,05% de
timerosal). Foram efectuadas sete diluicbes em série das
amocstras directamente nas placas em passos de 3 vezes até
se atingir uma diluigdo final de 1/218700. Manteve-se as
diluig¢Bes a incubar nas cavidades das placas revestidas
durante uma hora a temperatura ambiente. Lavou-se entdo as
placas trés vezes com PBS que continha 0,05% de Tween 20. O
segundo anticorpo, um Ig de cabra anti-murganho conjugado
com peroxidase de rabano (proveniente de Boehringer
Mannheim), foi adicionado as cavidades como 100 uL de uma
diluigdo 1/3000 em diluente ‘Specimen’ e foi mantido a
incubar durante uma hora a temperatura ambiente. Lavou-se
novamente as placas quatro vezes com PBS, Tween 20. Para o
desenvolvimento do cromogénio, adicionou-se a cada cavidade
100 uL de ‘Slow TMB’ (3,3",5,5"-tetrametil-benzidina
proveniente de Pierce Chemicals) e manteve-se a incubar
durante 15 minutos & temperatura ambiente. Interrompeu-se a
reacgao por meio da adigao de 25 pL de H;S0, 2 M. Mediu-se
entdo a intensidade da cor em dispositivos moleculares Vmax
a 450 nm-650 nm.

Os titulos foram definidos como sendo o reciproco da
diluigdo de soro para se obter metade do valor maximo de

DO. De um modo geral, o valor madximo de DO foi retirado a
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partir da diluicdo inicial de 1/100, excepto para casos com
titulos muito elevados, caso esse em que foi necessario
utilizar uma diluicdo inicial mais elevada ©para se
estabelecer o valor maximo de DO. No caso de o ponto de 50%
estar compreendido entre duas diluig¢bdes, efectua-se uma
extrapolagdo linear para calcular o titulo final. Para se
calcular as médias geométricas dos titulos de anticorpo,
para titulos inferiores a 100 foi atribuido arbitrariamente

um valor de titulo de 25.

2. Ensaio de proliferacdo de linfdécitos

Os murganhos foram anestesiados com isoflurano.
Removeu-se 0s bagos, enxaguou-se duas vezes com 5 mL de PBS
que continham 10% de soro fetal de bovino termicamente
inactivado (PBS-FBS) e depois homogeneizou-se numa unidade
Centricon 50° (Dako A/S, Denmark) em 1,5 mL de 1.5 ml PBS-
FBS durante 10 segundo a 100 r.p.m. numa ‘Medimachine’
(Dako), seguindo-se a filtracdo através de uma malha de
nylon com um tamanho de poros de 100 um. Lavou-se 0s
esplendcitos uma vez com 15 mL de PBS-FBS, depcis granulou-
se opor centrifugacac a 200 x g durante 5 minutos.
Submeteu-se as células sanguineas vermelhas a citdlise
através da re-suspensdo dos granulos em 5 mL de tampdo que
continha NH,C1 0,15 M, KHCO; 1 M, NaEDTA 0,1 M, pH 7,4,
durante 5 minutos & temperatura ambiente. Lavou-se entdo os
leucdcitos conforme descrito antes. Manteve-se em cultura
células de bago isoladas no momento (10° células por
cavidade), em conjuntos em triplicado, em placas de
microtitulacao tratadas com tecido de cultura, de fundo em
U e com 96 cavidades (Coming, Cambridge, MA) em meio RPMI

1640 (JRH Biosciences, Lenexa, KS3S) com suplemento de L-
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glutamina 2,05 mM L, 1% de penicilina/estreptomicina e 10%
de FBS termicamente inactivado, durante 96 horas a 37°C.
Também foram adicionados diversos péptidos AR, ABRl-16, APR1-
40, ABl-42 ou a proteina de sequéncia inversa AB40-1, em
doses compreendidas entre 5 e 0,18 uM, em guatro passos.
Manteve-se em cultura as células em cavidades de controlo
com concanavalina A (Con A) (3igma, n°. de cat. C-5275, a1l
ug/mL), na auséncia da adicdo de proteina. As células foram
estimuladas durante as 24 horas finais com 3H-timidine (1
Ci/cavidade, proveniente de Amersham Corp., Arlington
Heights 1IL). Recolheu-se entdao as c¢élulas para placas
‘UniFilter’ e efectuou-se a contagem num contador de
cintilacdo de microplacas ‘Top Count’ (Packard Instruments,
Downers Grove, IL). Os resultados Sd0 expressos em
contagens por minuto (cpm) de radicactividade incorporada

em macromoléculas insoluveis.

4, Preparacdo de tecidos de cérebro

Apds a eutandsia, removeu-se 0s cérebros e preparou-se
um hemisfério para a andlise imuno-histoquimica, ao passo
que se dissecou trés regides do cérebro (hipocampo, cdrtex
e cerebelo) a partir do outro hemisfério e se utilizou para
determinar a concentrag¢do de diversas proteinas AP e formas
de APP, utilizando métodos ELISA especificos (Johnson Wood
et al., supra).

Os tecidos destinados a ensaios ELISA foram
homogeneizados em 10 volumes de tampdoc guanidina arrefecido
em gelo (guanidina 5,0 M-HC1l, Tris-HCl1 50 mM, pH 8,0).
Misturou-se os homogenados através de agitacdo suave
utilizando ‘Adams Nutator’ (Fisher) durante trés a quatro

horas a temperatura ambiente, e depois armazenou-se a -
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20°C, antes de se efectuar a quantificacao de AB e de APP.
Experiéncias anteriores tinham demonstrado que os analitos
eram estdveils para estas condigbes de armazenamento, e que
a proteina AR sintética (Bachem) podia ser
quantitativamente recuperada quando estimulada em
homogenados de tecidos de cérebro de controlo a partir de
murganhos de ninhadas naturais (Johnson-Wocd et al.,

supra).

5. Determinacdo dos niveis de AP

Diluiu-se a 1:10 os homogenados de cérebro com
diluente caseina arrefecido com gelo (0,25% de caseina,
PBS, 0,05% de azida de sédio, 20 ug/ml de aprotinina, EDTA
5 mM, pH 8,0, 10 ug/mL de leupeptina) e depois centrifugou-
se a 16000 x g durante 20 minutos a 4°C. Preparou-se 05
padrdes de proteina AP sintética (amincacidos 1-42) e os
padrdes de APP de modo a incluir guanidina 0,5 M e 0,1% de
albumina do soro de bovino (BSA) na composicdo final. O
método sanduiche ELISA de AB “total” utiliza o anticorpo
monoclonal 266, especifico para os aminodcidos 13-28 de AR
(Seubert, et al.), como anticorpo de captura, e o anticorpo
monoclonal 3D6 biotinilado, especifico para os aminodcidos
1-5 de AR (Johnson-Wood, et al), como anticorpc repdrter. A
anticorpo monoclonal 3D6 ndo reconhece a APP segregada ou a
APP de comprimento completo, mas detecta apenas espécies de
AR com um acido aspartico no terminal amino. Este ensaio
possui um limite inferior de sensibilidade de ~50 ng/mL (11
nM) e ndo apresenta inter-reactividade para a proteina Ap
enddégena de murino para concentracgdes até 1 ng/ml (Johnson-—

Wood et al., supra).
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O método ELISA sanduiche especifico para APRl1-42
utiliza o mAb 21F12, especifico para os aminodcidos 33-42
de AB (Johnson-Wood, et al.), como anticorpo de captura. O
mAB 3D6 biotinilado também é o anticorpo repdrter neste
ensaio, que apresenta um limite inferior de sensibilidade
de cerca de 125 ug/mL (28 uM, Johnson-Wood et al.). Para o
método de ELISA para AB, revestiu-se 100 uL de mABR 266 (a
10 upg/mL) ou mAB 21F12 (a 5 nug/ml) em placas de
imunocensaios com 96 cavidades (Costar), por meio de
incubacdo de um dia para a temperatura ambiente. Removeu-se
a solugdo por aspiragdo e blogqueocu-se as cavidades por meio
da adicdo de 200 pL de 0,25% de albumina do soro humana em
tampdo PBS durante pelo menos 1 hora a temperatura
ambiente. Removeu-se a sclucdo blogqueadora & armazenou-se
as placas desidratadas a 4°C, até serem wutilizadas.
Hidratou-se novamente as placas com tampdoc de lavagem
[soluto salino tamponado com Tris (NaCl 0,15 M, Tris-HC1
0,01 M, pH 7,5), mais 0,05% de Tween 20], antes da
utilizacao. As amostras e o0s padrdes foram adicionados em
aliquotas em triplicado de 100 upL por cavidade e depois
manteve-se a incubar de um dia para o outro a 4°C. Lavou-se
as placas pelo menos trés vezes com tampdo de lavagem entre
cada passo do ensalo. Adicionou-se o mAB 3D6 biotinilado,
diluido até 0,5 pg/mL em tampdo de ensaio de caseina (0,25%
de caseina, PBS, 0,05% de Tween 20, pH 7,4), e manteve-se a
incubar nas cavidades durante 1 hora & temperatura
ambiente. Adicionou-se um conjugado de avidina-peroxidase
de rabano (avidina-HRP proveniente de Vector, Burlingame,
CA), diluido & 1:4000 em tampdo de ensaio de cadeina, as
cavidades durante 1 hora a temperatura ambiente. Adicionou-

se o substrato colorimétrico, “‘Slow TMB-ELISA’ (Pierce),
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deixou-se reagir durante 15 minutos a temperatura ambiente
e depois interrompeu-se a reacg¢do enzimatica por meio da
adicao de 25 uL de Hy;SO, 2 N. Quantificou-se o procduto de
reacgao utilizando um dispositivo molecular Vmax, gque media

a diferenca em absorvancia a 450 nm e 650 nm.

6. Determinacdo dos niveis de APP

Foram utilizados dois ensaios de APP diferentes. O
primeiro, designado por APP-o/FL, reconhece APP-a (o) e
formas de comprimento completo (FL) de APP. O segundo
ensaio é especifico para APP-a. O ensailo APP-o/FL reconhece
APP segregada, incluindo os primeiros 12 aminodcidos de AB.
Uma vez que © anticorpo repdrter (2H3) ndo é especifico
para o local de ligagdo o, que ocorre entre os aminodcidos
61-613 de APP695 (Esch et al., Science 248, 1122-1124
(1990)); este ensalo também reconhece APP de comprimento
completo (APP-FL). Experiéncias preliminares utilizando
anticorpos de APP imobilizados a cauda citopldsmica de APP-
FL para esgotar de APP-FL os homogenados de cérebro sugerem
que aproximadamente 30%-40% de APP-o/FL-APP seja FL (dados
nao apresentados). O anticorpo de captura para o©s ensailos
de APP-a/FL e de APP-a ¢ mAb 8E5, produzido contra os
amincacidos 444 a 592 da forma APP695 (Games et al.,
supra). O mAb repdérter para o ensaio de APP-o/FL & o mAb
2H3, especifico para os amincdcidos 597-608 de APP695
(Johnson-Wood et al., supra) e o acido repdrter para o
ensaio de APP-a ¢ um derivado biotinilade de mAb 16H9,
produzido contra os amincdcidos 605 a 611 de APP. O limite
inferior de sensibilidade para o ensaioc de APP-a/FL é de
cerca de 11 ng/mL (150 uM) (Johnson Wood et al.) e o do

ensaio especifico para APP-a é de 22 ng/mL (0,3 nM). Para
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ambos 0s ensaios de APP, revestiu-se mAb 8EL sobre
cavidades de placas EIA com 96 cavidades, conforme descrito
antes, ©para mAb 266. Utilizou-se APP-a recombinante
segregada, purificada, como padrao de referéncia para o©
ensaio de APP-a e para o ensaio APP-o/FL (Esch et al.,
supra). As amostras de homogenado de cérebro em guanidina 5
M foram diluidas a 1:10 em diluente ‘Specimen’ para ELISA
(tampao fosfato 0,014 M, pH 7,4, 0,6% albumina do soro de
bovino, 0,05% de timerosal, NaCl 0,5 M, 0,1% de NP40). Fora
entdo diluidas a 1:4 em diluente ‘Specimen’ gque continha
guanidina 0,5 M. Centrifugou-se entao o0s homogenados
diluidos a 16000 x g durante 15 segundcs a temperatura
ambiente. Adicionou-se o0s padrdes e as amostras de APP a
placa, em aliquotas em duplicado, e manteve-se a incubar
durante 1,5 horas a temperatura ambiente. Manteve-se a
incubar o anticorpo repdrter biotinilado 2H3 ou 16H9 com as
amostras durante 1 hora a temperatura ambiente., Manteve-se
a 1ncubar estreptavidina-fosfatase alcalina (Boehringer
Mannheim), diluida a 1:1000 em diluente “‘Specimen’, nas
cavidades durante 1 hora a temperatura ambiente. Adicionou-
se o substrato fluorescente, 4-metil-umbeliferil-fosfato
para uma incubag¢do durante 30 minutos a temperatura
ambiente e leu-se as placas num fluorimetro ‘Cytofluor™
23507 (Millipore) para 360 nm de excitagaoc e 450 nm de

emissao.

7. Imuno-histoquimica

Fixou-se 0s cérebros durante trés dias a 40°C em 4% de
paraformaldeido em PBS e depois armazenou-se durante um a
sete dias a 4°C em 1% de paraformaldeido, PBS até serem

seccionados. Cortou-se secgbes coronails com uma espessura
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de 40 pm num vibratomo em RT €& armazenou-se num
crioprotector (30% de glicerol, 30% de etileno-glicol em
tampdo de fosfato) a -20°C antes do processamento imuno-
histoguimico. Incubou-se, de um dia para o outro, para cada
um dos cérebros, seis secgdes ao nivel do hipocampo dorsal,
cada uma separada por 1ntervalos consecutivos de 240 pum,
com um dos seguintes anticorpos: (1) uma anti-Ap
bictinilado (mAb, 3D6, especifico para AP humana) diluido
para uma concentragdo de 2 npg/mL em PBS e 1% de soro de
cavalo; ou (2) um mAb bioctinilado especifico para APP
humana, 8E5, diluido para uma concentragdo de 3 pg/mL em
PBS e 1,0% de soro de cavalo; ou (3) um mAb especifico para
uma proteina acidica fibrilar glial (GFAP; Sigma Chemical
Co.) diluido em 1:500 com 0,25% Triton X-100 e 1% de soro
de cavalo, em tampdo salino Tris, pH 7,4 (TIBS); ou (4) um
mAb especifico para CDllb, antigénio MAC-1, (Chemicon
International) diluido em 1:100 com Q,25% Triton X-100 e 1
% de soro de coelho em TBS; ou (5) um mAb especifico para
um antigénio MHC II, (Pharmingen) diluido em 1:100 com
0,25% Triton X-100 e 1% de soro de coelho em TBS; ou (6) um
mAb especifico do rato para CD 43 (Pharmingen) diluido em
1:100 com 1% de soro de coelho em PBS ou (7) um mAb
especifico do rato para CD 45RA (Pharmingen) diluido em
1:100 com 1% de soro de coelho em PBS; ou (8) um AP
monoclonal especifico do rato para CD 45RB (Pharmingen)
diluido em 1:100 com 1% de soro de coelho em PBS; ou (9) um
AR monoclonal especifico do rato para for CD45 (Pharmingen)
diluido em 1:100 com 1% de soro de coelho em PBS3; ou (10)
um AR policlonal biotinilado especifico do hamster para for
CD3e (Pharmingen) diluido em 1:100 com 1% do soro do coelho

em PBS ou (11) um mAb especifico do rato para CD3 (Serotec)
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diluido em 1:200 com 1% do soro do cocelho em PBS; ocu com
(12) uma solugdo em PBS & qual falta um anticorpo primario
gue contém 1% de soro normal do cavalo.

Fez-se reagir as secgdes com as solugdes de anticorpos
listadas em in 1,2 e 6-12 acima mencionadas e tratou-se
previamente com 1,0% Triton X-100, 0,4% de perdxido de
hidrogénio em PBS durante 20 minutos em RT para bloquear a
peroxidase enddgena. Incubou-se seguidamente de um dia para
o outro a 4°C com anticorpo primdrio. Fez-se reagir as
secgbes com 3D6, com 8E5 ou com CD3e mAbs e depois fez-se
reagir durante uma hora em RT com um complexo peroxidase-
avidina-biotina de rdbano com um estojo de componentes "A"
e "B" diluido em 1:75 em PBS (Vector Elite Standard Kit,
Vector Labs, Burlingame, CA.).

Desenvolveu-se as secc¢gdes em 0,01% de perdxido de
hidrogénio, 0,05% de 3,3'-diaminobenzidina (DAB) em RT.
Tratou-se previamente as sec¢des destinadas a incubacao com
anticorpos especificos de GFAP-, MACI1-AND MHC II, com 0,6%
de perdxido de hidrogénioc em RT para bloquear a peroxidase
enddgena que tinha sido incubada de um dia para o outro com
anticorpo primario a 4°C. Incubou-se as secgdes que
reagiram com anticorpo GFAP durante 1 hora em RT com IgG
anti-murganho Dbiotinilada realizada no cavalo (Vector
Laboratories; Vectastain Elite ABC Kit) diluida em 1:200
com TBS. Depoils fez-se reagir as secgbes durante uma hora
cm um  complexo de peroxidase-avidina-biotina @ (Vector
Laboratories; Vectastain Elite ABC Kit) diluida em 1:1000
com TBS. Fez-se reagir, subsequentemente, as secgdes
incubadas com o anticorpo monoclonal especifico de MAC-1 ou
MHC II como anticorpo primdrio durante 1 hora em RT com IgG

anti-murganho biotinilada realizada no coelho diluida com
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1:200 com TBS, e depois incubou-se durante uma hora com um
complexo de peroxidase-avidina-biotina diluido em 1:1000
com TBS. Depois visualizou-se as sec¢les 1ncubadas com
anticorpos especificos de GFAP-, MAC-1 e MHC II por
tratamento em RT com 0,05% DAB, 0,01% perodxido de
hidrogénio, 0,04% cloreto de niquel, TBS durante 4 e 11
minutos, respectivamente.

Montou-se as secgdes imunomarcadas em lamelas de vidro
(VWR, Superfrost slides), secou-se ao ar de um dia para o
outro, mergulhou-se em Propar (Anatech) e espalhou-se em
lamelas utilizando Permount (Fisher) como meio de montagem.

Para intercolorar as placas de Ap, montou-se as
seccbes de GFAP-positivas em lamelas Superfrost e incubou-
se em meio aguoso a 1% de Tioflavina S (Sigma) durante 7
minutos e depois submeteu-se a processamento imuno-
histogquimico. Desidratou-se entdo as secgdes e retirou-se

com Propar e espalhou-se em lamelas montadas com Permount.

8. Andlise de imagens

Utilizou-se um sistema videométrico 150 de andlise de
imagens (Oncor, 1Inc., Galthersburg, MD) ligado a um
microscépio Nikon Microphot-FX através de uma camara de
videco CCD e um monitor Sony Trinitron para a gquantificacdo
de lamelas immunorreactivas. Armazenou-se a imagem da
secc¢do no tampdo do video e determinou-se o limiar com base
na cor e na saturagdo para seleccionar e calcular a 4rea
total de pixéis ocupada pelas estruturas imunomarcadas.
Salientou-se manualmente o hipocampo, para cada seccdo e
calculou-se a &rea total de pixéis ocupada pelo hipocampo.
Mediu-se a carga percentual amildide como: (a fracgdo da

drea do hipocampo gque contém depdsitos de AP imunorreactiva
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com mAb 3D6) x 100. Do mesmo modo, mediu-se a carga
neuritica percentual como: (a fracgac da area do hipocampo
que contém neuriticos distrdéficos reactivos com anticorpo
monoclonal  8ED)x100. Utilizou-se o C-Imaging System
(Compix, Inc., Cranberry Township, PA) através da aplicagao
informatica Simple 32, ligada a um microscopio Nikon
Microphot-FX através de uma cémara Optronics para
guantificar a percentagem do coértex retrospenial ocupado
por astrécitos GFAP positivos e por microglidcitos MAC-1 e
MHC II positives. Armazenou-se a 1magem da secgdo
imunorreactiva num tampdo de video e determinou-se o limiar
com base monocromdtica para seleccionar e calcular a drea
total de pixéis ocupada pelas células imunomarcadas.
Salientou-se manualmente, para cada secgdao, 0 cortex
retrosplenial (RSC) e calculou-se a Aarea total de pixéis
ocupada pelo RSC. Definiu-se a percentagem da astrocitose
como: (a fracgao de RSC ocupada pelos astrdcitos GFAP
positivos)X100. Do mesmo modo, definiu-se a percentagem da
microgliose como : (a fraccao de RSC  ocupada por
microglidcitos MAC-1-ou MHC II reactivos)X100. Quantificou-
se para cada animal, para todas as andlises de imagens,
seis secgbes ao nivel do hipocampo dorsal, cada uma
separada por intervalos consecutivos de 240 pm. Em todos os
casos, 0 estado do tratamento dos animais era desconhecido

do observador.

XIV: Ensaio de pesquisa ex vivo quanto a actividade de um
anticorpo contra depdsitos amildides

Determinou-se um ensaio ex vivo no qual eram mantidas
em cultura células microgliais primarias com secgdes

criostdticas ndo fixadas de murganho PDAPP ou de cérebros
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humanos AD, de modo a examinar os efeitos dos anticorpos na
limpeza das placas. As células microgliais foram obtidas a
partir de coértices cerebrais de murganhos DBA/2N neonatais
(1-3 dias). Os coértices foram dissociados mecanicamente em
HBSS (Hanks'Balanced Salt Solution, Sigma) com 50 pg/mL de
DNase I (Sigma). Filtrou-se as células dissociadas com um
filtro celular de 100 um (Falcon) e centrifugou-se a 1000
rpm durante 5 minutos. Suspendeu-se novamente os granulos
em meio de crescimento (glicose elevada DMEM, 10% FBS,
25ng/mL rmGM-CSF) e colocaram-se as células em placas com
uma densidade de 2 cérebros por frasco de cultura de
plastico T-75. Decorridcs 7-9 dias, fez-se rodar os frascos
num agitador orbital a 200 rpm durante 2h a 37°C.
Centrifugou-se a suspensao celular a 1000 rpm suspendeu-se
novamente no meio de ensaio.

Montou-se entao seccdes 10-pm criostdticas de
murganhos PDAPP ou de cérebros humancs DA (intervaloc post-
mortem < 3 horas) em lamelas de vidro redondas cobertas com
poli-lisina e colocou-se em cavidades de placas de cultura
de tecido de 24 cavidades. As lamelas foram lavadas duas
vezes com meio de ensaio constituido por H-SFM (meio livre
de soro de hibridoma, Gibco BRL) com 1% FBS, glutamina,
penicilina/estreptomicina e 5ng/mL de rmGM-CSF (R&D).
Adicionou-se anticorpos de controlo ou anti-Ap numa
concentragdo de 2x (5 pg/mL final) durante 1 Thora.
Desenvolveu-se entdo células microgliails com uma densidade
of 0,8x10° células/mL de meio de ensaio. Manteve-se as
culturas num incubador humidificado (37°C, 5% CO,) durante
24 horas ou mais. No fim da incubacao fixou-se as culturas
com 4% de paraformaldeido e permeabilizou-se com 0,1% de

Triton-X100. Manchou-se as secgdes com 3D6 biotinilado
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seguido de um conjugado de estreptavidina/Cy3 (Jackson
ImmunoResearch). As c¢élulas microgliais exdgenas foram
visualizadas por andlise de manchas nucleares (DAPI).
Observou-se as culturas com um microscépio invertido
fluorescente (Nikon, TE300) e foram tiradas
fotomicrografias com uma cdmara digital SPOT utilizando o
programa informatico SPOT (Diagnostic instruments). Para se
realizar a andlise de transferéncia de Western, as culturas
foram extraidas em ureia 8M, diluidas em 1:1 em tampdoc de
amostra de tricina reduzida e mantidas em gel de tricina a
16% (Novex). Apés transferéncia para ‘Immobilon’, expds-se
as manchas a 5 pg/ml de pabAl342 seguindo por um anticorpo
anti-murganho conjugado com HRP e desenvolveu-se com ECL
(Amersham) .

Apds a realizacgdo do ensaio com secgbes do cérebro de
PDAPP na presenga do anticorpo 16Cl1 (um dos anticorpos
contra AP que nao se demonstrou eficaz in vivo), as placas
de PB-amildide mantiveram-se intactas e nado se observou
qualquer fagocitose, Pelo contrario, quandoc se fez a
cultura das secgbdes adjacentes na presenca de 10D5, ja os
depdsitos amildéides tinham desaparecido e as células
microgliais demonstravam numerosas vesiculas fagociticas
contendo APB. Foram obtidos resultados idénticos com as
secg¢Bes do cérebro DA; 10D5 induziu a fagocitose das placas
de DA, enquanto 16Cll era ineficaz. Além disso, o ensaio
proporcionou resultados comparaveis gquando realizado com
murganhos ou com células microgliais humanas e com
anticorpos de murganhos, de coelhos ou de primatas contra
AB.

No quadro 16 estdo demonstrados os resultados obtidos

com diversos anticorpos contra AP, comparando a sua aptidao
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para induzir a fagocitose no ensaio ex vivo e para reduzir
a carga de placas in vivo em estudos de transferéncia
passiva. Embora o 16Cl1l e o 21F12 se liguem ao agregado
peptidico AP sintético com elevada avidez, estes anticorpos
foram incapazes de reagir com placas B-amildides em secgdes
do cérebro nao fixadas, nao conseguiram despoletar a
fagocitose no ensaio ex vivo e foram ineficazes in vivo.
Activou-se o 10D5, 3D6 e o anticorpo policlonal contra Ap
através das trés medidas. O anticorpo 22C8 liga-se mais
fortemente a uma forma andloga de AR natural na qual o
dcido aspartico nas posicgdes 1 e 7 é substituido por &cido
iso-aspdrtico. Estes resultados demonstram que a eficdcia
in vivo se deve a limpeza das placas directa mediada pelo
anticorpo no SNC and que o ensaio ex vivo é previsivel na
eficdcia in vivo.

Utilizou-se o0 mesmo ensaio para testar a limpeza de um
anticorpo contra um fragmento de sinucleina em relagdo ao
NAC. Demonstrou-se gque a sinucleina ¢é uma proteina
associada a placas amildides. Fez-se contactar um anticorpo
de NAC com uma amostra de tecido cerebral contendo placas
amildides e células microgliais, tal como descrito antes.
Utilizou-se soro de coelho como controlo. A monitorizacao
subsequente revelou uma redugdo notdéria no nlmero e no
tamanho das placas, indicando a actividade de limpeza do

anticorpo.
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Quadro 16 Ensaio ex vivo para prever a eficdcia in vivo
Anticorpo Isotipo Avidez Ligagd3o a Eficacia Eficacia
para AB placas B- ex vivo in vivo

agregado amiléides

(pM)

monoclonal
3D6 IgG2b 470 + + +
10D5 IgG1 43 + + n
16C11 TIgG1 90 - - _
21F12 IgG2a 500 - - -
TM2a IgGl - - - -

policlonal
1-42 mistura 600 + + +

Utilizou-se um microscédépio confocal para confirmar gque
a AB fol internalizada durante o decurso do ensaio ex vivo.
Na presenga de anticorpos de <controlo, as células
microgliais exdgenas mantiveram-se num plano confocal acima
do tecido, onde ndo existiam vesiculas fagociticas contendo
AB, e as placas mantiveram-se intactas dentro da secg¢ao. Na
presenca de 10D5, a maior parte do material das placas
estava contido nas vesiculas dentro das células microgliais
exégenas. Para se determinar o destino do péptido
internalizado extrairam-se as culturas tratadas com 10D5 e
com ureia 8M em diversos pontos temporais, e examinaram-se
por andlise de transferéncia de Western. Na primeira hora
temporal, gquando ainda ndo tinha ocorrido qualquer
fagocitose, a reacgdo com um anticorpo policlonal contra Ap
revelou uma forte banda com 4 kD (correspondente ao péptido

AR). A imunorreactividade de AR diminui no dia 1 e j& ndo
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existia no dia 3. Deste modo, a fagocitose de AP mediada
por anticorpo leva a sua degradagao.

Para determinar se a fagocitose no ensaio ex vivo era
mediada por Fc¢, foram preparados fragmentos F(ab')2 do
anticorpo 3D6 do anti-Ap. Apesar de os fragmentos de
F(ab')2 reterem a sua completa aptiddo para reagir com
placas, foram incapazes de despoletar a fagocitose através
das c¢élulas microgliais. Além disso, a fagocitose com o
anticorpo completo poderia ser bloqueada por um reagente
contra os receptores Fc de murinos (anti-CD16/32). Estes
dados indicam que a limpeza in vivo de AP ocorre através da

fagocitose mediada pelo receptor Fc.

XV: Passagem de anticorpos pela barreira de

hematoencefdlica

As experiéncias aqui descritas foram realizadas para
proporcionar informacdo em relagdo a aptiddo dos anticorpos
para passarem para o cérebro através de injeccgdo
intravenosa e para proporcionar meios para medir a
concentracao do anticorpo administrado ao cérebro através
de 1njecgado intravenosa no tecido periférico de murganhos
normais ou murganhos PDAPP, Tais medig¢des sdo uteis para
prever e para determinar dosagens eficazes.

Os murganhos PDAPP ou os murganhos normais de controlo
foram revestidos com 0,9% de NaCl. As regides do cérebro
(hipocampo ou cértex) foram dissecadas e congeladas
rapidamente. Os cérebros foram homogeneizados com 0,1% de
triton + 1inibidores de protease. A imunoglobulina foi
detectada nos extractos através do método ELISA. Revestiu-

se a IgG anti-murganho de cabra Fab'2 numa placa RIA como
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reagente de captura. Incubou-se 0 soro ou 0s extractos do
cérebro durante 1 hora. Os isotipos foram detectados com
IgGl1-HRP anti-murganho, com IgG2a-HRP ou com IgGzb-HRP
(Caltag). Os anticorpos, 1independentemente do isotipo,
estiveram presentes no SNC numa concentrac¢do igual a 1:1000
a encontrada no sangue. Por exemplo, gquando a concentracao
de IgGl era trés vezes superior a IgG2a no sangue, a IgGla
era também trés vezes superior no cérebro, estando ambas
presentes no sangue em 0,1% dos seus niveis respectivos.
Este resultado foil observado em murganhos transgénicos e
nac transgénicos - deste modo, 0s murganhos PDAPP possuem
uma Dbarreira hematoencefdlica que ndo permite uma Unica

passagem.



184

REFERENCIAS CITADAS NA DESCRIGAO

A presente listagem de referéncias citadas pelo
requerente é apresentada meramente por razdes de
conveniéncia para o leitor. Ndo faz parte da patente de
invencdo europeia. Embora se tenha tomado todo o cuidado
durante a compilagdo das referéncias, ndo é possivel
excluir a existéncia de erros ou omissdes, pelos quais o

IEP ndo assume nenhuma responsabilidade.

Patentes de invengdo citadas na descrigdo
« US SN09201430 A [0007]
« US SN09322289 A [0007]
« US 4666829 A [0072]
« WO 9512608 A [0096]
[0096]
[0096]
[0096]
[0096]
, Devlin [0096]

« WO 9306121 A
« WO 9408051 A
¢ WO 9535503 A
+ WO 9530642 A
¢« WO 9118980 A
« US 5612486 A, McConlogue [0097]
« WO 9007861 A [0113]
¢ US 5693762 A [0113]
« US 5693761 A [0113]
¢ US 5585089 A [0113]
A [0113]
A, Winter [0113]
A
A
A

+ US 5530101
+ US 5225539
+ WO 9222653
+ US 4634664

, Carter [0113]

, Oestberg [0117]
+ US 4634666
« WO 9312227 A, Lonberg [0121]

, Engleman [0117]

+ US 5877397 A [0121]



Us
Us
Us
us
Us
us
Us
Us
Us
WO
WO
WO
Us
Us
Us
Us
Us
Us
WO
Us
us
Us
Us
WO
WO
Us
EP
EP
Us
Us
Us

5874299
5814318
5789650
5770429
5661016
5633425
5625126
5569825
5545806
9110741
9117271
9201047
5877218
5871907
5858657
5837242
5733743
5565332
9220791
5741957
5304489
5849992
5314813
9717613
9717614
5196512

185

[0121]

[0121]

[0121]

[0121]

[0121]

[0121]

[0121]

[0121]

[0121]

, Kucherlapati [0121]
Dower [0122]
, McCafferty [0122]
[0122]

[0122]

[0122]

[0122]

[0122]

[0122]

, Winter [0123]
[0129]

[0129]

A [0129]

e -

A, Peterson [0132]
A, O’Mahony [0134]
A [0134]
A [0139]

378881 A [0139]
427347 A [0139]

5736142
5229490
5643576

A [0139] [0140]
A [0139]
A [0145]



186

+ WO 9634625 A [0145]
« WO 9412629 A, Woo [0145]
+ US 5208036 A [0146]
« US 5264618 A [0146]
« US 5279833 A [0146]

+ US 5283185 A [0146]
+ US 5399346 A [0147]
+ US 5593970 A [0147]
+ WO 9505853 A [0147]
*+ GB 2220211 A [0160]
+ US 5057540 A [0160]
+ WO 9840100 A [0160]
« WO 9014837 A [0161]

Literatura citada na descrigdo, para além das patentes de

invencao

+ Tan, S.Y.; Pepys. Histopathology, 1994, vol. 25, 403-414
[0005]

« Harrison’s Handbook of Internal Medicine. McGraw-Hill,
1995 [0005]

+ Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual.
Cold Spring Harbor Press, 1989 [0018]

« Ausubel, F.M. et al. Current Protocols 1in Molecular
Biology. John Wiley & Sons, 1998 [0018]

+ Remington’s Pharmaceutical Sciences. 1995 [0030]

* Gustavsson, A. et al. Laboratory Invest., 1995, vol. 73,
703-708 [0052]

+ Kametani, F. et al. Biochem. Biophys. Res. Commun., 1984,
vol. 125, 622-628 [0052]

« Pras, M. et al. PNAS, 1983, wvol. 80, 539-42 [0052]



187

+ Benson, M.D. et al. CIBA Fdn. Symp., 1996, vol. 199, 104-
131 [0054]

*+ Glenner ; Wong. Biochem Biophys. Res. Comm., 1984, vol.
129, 885-850 [0055]

* Glenner ; Wong. Biochem Biophys. Res. Comm., 1984, vol.
122, 1131-1135 [0055]

+ Kangas, H. et al. Human Mol. Genet., 1996, vol. 5 (9),
1237-1243 [0057]

+ Isselbacher et al. Harrison’s Principles of Internal
Medicine. McGraw-Hill, 1995 [0058]

+ Nagai, A. et al. Molec. Chem. Neuropathol., 1998, wvol.
33, 63-78 [0058]

+ Baldwin et al. Research Advances in Alzheimer’s Disease
and Related Disorders. John Wiley and Sons, 1995 [0059]

+ Beekes, M. et al. J. Gen. Virol., 1995, vol. 76, 2567-
76 [0059]

*+ Glenner ; Wong. Biochem. Bilophys. Res. Commun., 1984,
vol. 120, 1131 [0072]

« Hardy. TINS, 1997, vol. 20, 154 [0072]

+ Games et al. Nature, 1995, vol. 373, 523-7 [0073]

« Hardy et al. TINS, 1997, wvol. 20, 55-158 [0079]

+ Liepnieks, J.J. et al. Biochem. Biophys Acta, 1995, vol.
1270, 81-86 [0082]

+ Westermark et al. Am. J. Path., 1995, vol. 147, 1186-92
[0090]

+ Sambrook et al. Molecular Cloning: A Laboratory Manual.
C.5.H.P. Press, 1989 [0093]

+ Essential Immunology. Blackwell Scientific Publications,
181 [0095]

+ Hsiao et al. Science, 1996, vol. 274, 99 [0097]



188

+ Staufenbiel et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1997, vol.
94, 13287-13292 [0097]

e Sturchler-Pierrat et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA,
1997, vol., 94, 13287-13292 [0097]

+« Borchelt et al. Neuron, 1997, vol. 19, 939-945 [0097]

+ Clayton, D.F. et al. TINS, 1998, wvol. 21 (6), 249-255
[0100]

+ George, J.M. et al. Neurosci. News, 1995, wvol. 1, 12-17
[0100]

« Fundamental Immunolcgy. Raven Press, 198% [0109]

+ Kabat. Sequences of Proteins of Immunclogical Interest.
National Institutes of Health, 1987 [0110]

+ Chothia; Lesk. J. Mol. Biol., 1987, wvol. 196, 901-917
[0110]

« Chothia et al. Nature, 1989, vol. 342, 878-883 [0110]

+ Harlow; Lane. Antibodies, A Laboratory Manual. CSHP, 1988
[0111]

* Queen et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1989, vol. 8¢,
10029-10033 [0113]

*+ Qestberg et al. Hybridoma, 1983, vol. 2, 361-367 [0117]

* Nature, 1994, vol. 148, 1547-1553 [0121]

« Nature Biotechnology, 1996, vol. 14, 826 [0121]

« Huse et al. Science, 1989, vol. 246, 1275-1281 [0122]

* Winnacker. From Genes to Clones. VCH Publishers, 1987
[0128]

* Queen et al. Immunol. Rev., 1986, vol. 89, 49 [0128]

« Co et al. J. Immunol., 1992, vol. 148, 1149 [0128]

+ Scopes. Protein Purification. Springer-Verlag, 1982
[0131]

e« Immun. Rev,, 1982, vol. 62, 185 [0135]



189

+ Lawrie; Tumin. Cur. Opin. Genet. Develop., 1993, vol. 3,
102-109 [0145]

+ Bett et al1. J. Virol., 1993, vol. 67, 5911 [0145]

« Zhou et al. J. Exp. Med., 1994, vol. 179, 1867 [0145]

» Dubensky et al. J. Virol., 1996, vol. 70, 508-519 [0145]
+ Ohe et al. Human Gene Therapy, 1995, wvol. 6, 325-333
[0145]

« Xiao; Brandsma. Nucleic Acids. Res., 1996, wvol. 24,
2630-2622 [0145]

+ McGee et al. J. Micro Encap., 1996 [0146]

* Kensil et al. Vaccine Design: The Subunit and Adjuvant
Approach. Plenum Press, 1995 [0160]

« Stoute et al. N. Engl. J Med., 1997, wvol. 336, B86-91
[0160]

+ Chang et al. Advanced Drug Delivery Reviews, 1998,
vol. 32, 173-186 [0162]

*« Remington’s Pharmaceutical Science. 1995 [0163]

+ Langer. Science, 1990, vol. 249, 1527 [0166]

+ Hanes. Advanced Drug Delivery Reviews, 1997, wvol. 28, 97-
119 [0166]

* Glenn et al. Nature, 1998, vol. 391, 851 [0169]

« Paul et al. FEFur. J. Immunol., 1995, vol. 25, 3521-24
[0170]

*+ Cevec et al. Biochem. Biophys. Acta, 1998, vol. 1368, 201-
15 [0170]

« Games et al. Nature [0180]

« Johnson-Wood et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1997,
vol. 94, 1550-1555 [0203]

 Oltersdorf et al. J. Biol. Chem., 1990, vol. 265, 4492-
4497 [0232]



REIVINDICACOES

1. Composicdo farmacéutica que compreende um componente
amildéide eficaz para induzir wuma resposta imune num
paciente, um excipiente farmacéutico e um adjuvante que
desencadeia ou aumenta a resposta 1mune ao componente
amildide, para ser utilizado no tratamento de um disturbio
caracterizada por deposigdo amildide, em que o componente
amildide ¢é seleccionado a partir do grupo constituido por
AH, cadeia AL A, AApoAl, ATTR, Alys, Agel, AB;M AANF,

ATRPP, Acal e sinucleina-NAC.

2. Composicgdo farmacéutica de acordo com a reivindicacgdo

1, em gue o componente amildide é um componente fibrilar.

3. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicacdo
1, em que a referida composicdo compreende pelo menos dois

componentes amildides diferentes.

4, Composicgdo farmacéutica de acordo com a reivindicacdo
1, em gue o referido componente amildide ¢é um péptido

ligado a uma proteina transportadora.

5. Composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicacgao
1, em que o referido adjuvante ¢é seleccionado a partir do
grupco constituido por QS21, monofosforil-lipido, alumen e

adjuvante de Freund.

6. Composigdo de acordo com a reivindicagdo 1, em que a

referida resposta imune ¢é caracterizada por um titulo



sérico de pelo menos 1:1000 em relagcdao ao referido

componente amildide.

7. Composigao de acordo com a reivindicagao 6, em que ©
referido titulo sérico é pelo menos 1:5000 em relagaoc ao

referido componente.

8. Composigdo de acordo com a reivindicagdao 1, em que a
referida resposta imune é caracterizada por uma quantidade
de imunorreactividade sérica correspondente a uma
gquantidade 4 wvezes superior em relacdao ao nivel de
imunorreactividade sérica medida, numa amostra de controlo

de soro antes do tratamento.

9. Composicdo de acordo com a reivindicag¢do 8, em que a
referida quantidade de imunorreactividade ¢ medida numa

diluigao de soro de cerca de 1:100.

10. Método para determinar o progndstico de um doente gque
esteja a receber tratamento para um disturbic amildide, que
compreende a medicgao de uma quantidade de
imunorreactividade do scoro do paciente contra um componente
amildéide seleccionado numa amostra de soro de um paciente,
em que uma quantidade de imunorreactividade do soro do
paciente de pelo menos gquatro vezes o nivel de controlo
inicial de base de imunorreactividade sérica do paciente,
antes do tratamento indica um progndstico de um estado de
melhoria em relagdo ao referido disturbio, em gue o
componente amildide ¢é seleccionado de entre o grupo
constituido por AH, cadeia AL A, AApoAl, ATTR, Alys, Agel,

AB;M AANF, AIAPP, Acal e sinucleina-NAC.



11. Métocdo de acordo com a reivindicag¢do 10, em que a
referida gquantidade de imunorreactividade do soro do
paciente contra 0 referido componente amildide é
caracterizada por um titulo sérico de pelo menos cerca de

1:1000 e de preferéncia pelo menos cerca de 1:5000.

12. Anticorpo que se liga especificamente a um componente
amildide presente num depdsito amildide para ser utilizado
na prevengdo ou no tratamento de uma doen¢ga caracterizada
pelo referido depdsito amildide, em que o© referido
componente amildide é seleccionado entre 0 grupo
constituido por AH, cadeia AL A, AApoAl, ATTR, Alys, Agel,

AB;M AANF, AIAPP, Acal e sinucleina-NAC.

13. Anticorpo de acordo com a reivindicagdao 12, em que ©

referido componente amildide é um componente fibrilar,

14, Anticorpo de acordo com a reivindicagao 13, em que ©
referido anticorpo se 1liga a um epitopo do referido

componente fibrilar.

15. Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 14, em que ©
anticorpo se liga especificamente ao referido componente
fibrilar sem se ligar a um precursor do referido componente

fibrilar.

16. Anticorpo de acordo com a reivindicagdo 15, em que ©
referido anticorpo ¢ um anticorpo humano contra o referido
componente fibrilar preparado a partir de células B de um

ser humano imunizado com um epitopo do componente fibrilar.



17. Anticorpo de acordo com a reivindicagao 13, em que ©

anticorpo é um anticorpo humano.

18. Anticorpo de acordo com a reivindicagdo 13, em que ©

anticorpo é um anticorpo humanizado.

19. Anticorpo de acordo com a reivindicagdo 13, em que ©

anticorpo é um anticorpo gquimérico.

20. Anticorpo de acordo com a reilvindicagao 13, em que ©

anticorpo é um isotipo IgGl humano.

21. Composicao farmacéutica para ser utilizada na
prevengdo ou tratamento de uma doenc¢a caracterizada por uma
deposicao amildéide, em que a referida composicac compreende
um anticorpo que se liga especificamente a um componente
amildide presente num depdsito amildide em combinac¢do com
un segundo anticorpo que se liga a um segundo componente
amildéide presente num deposito amildéide, em que o0s
componentes amildides sdo seleccionados de entre o grupo
constituido por AH, cadeia AL A, AApoAl, ATTR, Alys, Agel,

AB,M AANF, AIAPP, Acal e sinucleina-NAC.

22.. Anticorpo de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 12-20 ou com a composig¢do da reivindicacgdo
21 que é adaptado para administracdo intraperitoneal, oral,
subcuténea, intramuscular, intranasal, topica ou

intravenosa.



23. Anticorpo ou composicgao de acordo com as
reivindicagdes 12-22, adaptado para ser administrado em
dosagens multiplas durante um periodo pelo menos de seis

meses.

24, Anticorpo ou composicao de acordo com as
reivindicagbes 12-22, adaptado para ser administrado como

uma composigdo de libertacdo prolongada.
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831174 415 | B44-150 122
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