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RESUMO

“METODOS PARA TRATAR A DOR POS-CIRURGICA PELA ADMINISTRAGAO
DE UM ANTICORPO CONTRA O FACTOR DE CRESCIMENTO NERVOSO E
COMPOSIGOES QUE CONTEM O MESMO”

A invengdo refere-se a métodos e composigdes para
prevenir ou tratar a dor que resulta da cirurgia ou de uma
incisdo pela administracdo de um antagonista de factor de
crescimento nervoso (NGF). O antagonista de NGF pode ser um
anticorpo anti-NGF (tal como um anti-hNGF) que é capaz de

se ligar a hNGF.



DESCRICAO

“METODOS PARA TRATAR A DOR POS-CIRURGICA PELA
ADMINISTRAGAO DE UM ANTICORPO CONTRA O FACTOR DE
CRESCIMENTO NERVOSO E COMPOSIGOES QUE CONTEM O MESMO”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se a um anticorpo anti-
factor de crescimento nervosc (NGF) para a utilizacdo na
prevencdo, na melhoria ou no tratamento da dor poés-—

cirurgica.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

O factor de crescimento nervoso (NGF) fol a primeira
neurotrofina que foi identificada e o seu papel no
desenvolvimento e sobrevivéncia de  neurdnios  tanto
periféricos como centrais foi bem caracterizado. Foi
demonstrado gque NGF ¢ um factor critico de sobrevivéncia e
manutencdo no desenvolvimento de neurdnios sensoriais
embriondrios e simpaticos periféricos e de neurdnios
colinérgicos do prosencéfalo basal (Smeyne, et al., Nature
368:246-249 (1994); Crowley, et al., Cell 76:1001-1011
(1994)). O NGF regula positivamente a expressao de
neuropéptidos em neurdénios sensoriais (Lindsay, et al.,
Nature 337:362-364 (1989)), e sua actividade estd mediada
através de dois receptores diferentes ligados a membrana, o
receptor de tirosina quinase TrkA e o receptor p75 que estéa
estruturalmente relacicnado com outros membros da familia
de receptores do factor de necrose tumcral (Chao, et al.,
Science 232:518-521 (1986).

Além dos seus efeitos no sistema nervoso, o NGF tem
sido cada vez mais implicado em processos fora do sistema
nervoso. Por exemplo, o NGF mostrou gque potencia a
permeabilidade vascular (Otten, et al., Eur J Pharmacol.

106:199-201 (1984)), potencia as respostas 1imunes de
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células T e B (Otten, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA
86:10059-10063 (1989)), induz a diferenciacdo de linfdcitos
e a proliferacdo de mastdcitos e provoca a libertacdo de
sinais bioldégicos soluveis a partir de mastdcitos (Matsuda,
et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:6508-6512 (1988);
Pearce, et al., J. Physiocl. 372:379-393 (1986); Bischoff,
et al., Blood 79:2662-2669 (1992); Horigome, et al., J.
Biol. Chem. 268:14881-14887 (1993)). Embora o NGF
adicionado de maneira exdgena tenha demonstrado que pode
ter todos estes efeitos, ¢é importante observar que foi
demonstrado somente poucas vezes que o NGF enddégeno é
importante em qualquer destes processos in vivo (Torcia, et
al., Cell. 85(3): 345-56 (1996)). Portanto, ndc estd claro
qual pode ser o efeito, se existe algum, resultante da
inibig¢éo da biocactividade de NGF enddgeno.

O NGF ¢ produzido por meioc de varios tipos de células
incluindo mastoécitos (Leon, et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 91: 3739-3743 (1994)), 1linfécitos B (Torcia, et al.,
Cell 85:345-356 (1996), queratindcitos (Di Marco, et al.,
J. Biol. Chem. 268:22838-22846)), células de musculo liso
(Ueyama, et al., J. Hypertens. 11:1061-1065 (1993)),
fibroblastos (Lindholm, et al., Eur. J. Neurosci. 2:795-801
(1990)), células epiteliais brdénguicas (Kassel, et al.,
Clin, Exp. Allergy 31:1432-40 (2001)), células mesangiais
renais (Steiner, et al., Am. J. Physiol. 261:F792-798
(1991)) e miotubos do musculo esquelético (Schwartz, et
al., J Photochem, Photobiol. B ©66:195-200 (2002)). Foram
encontrados receptores de NGF numa variedade de tipos de
células fora do sistema nervoso. Por exemplo, foil
encontrado TrkA em mastédcitos, linfdédécitos T e B e mondcitos
humanos.

Foi observada uma associacdo entre um aumento dos
niveis de NGF e uma variedade de estados inflamatdrios em
pacientes humanos assim como também em varios modelos

animais. Estes incluem luUpus eritematoso sistémico (Bracci-



Laudiero, et al., Neuroreport 4:563-565 (1993)), esclerose
multipla (Bracci-Laudiero, et al., Neurosci. Lett. 147:9-12
(1992)), ©psoriase (Raychaudhuri, et al., Acta Derm.
1’enerecl. 78:84-86 (1998)), artrite (Falcimi, et al., Ann.
Rheum. Dis. 55:745-748 (1996)), cistite intersticial
(Okragly, et al., J. Uroclogy 161:438-441 (1991)) e asma
(Braun, et al., Eur. J Immunol. 28:3240-3251 (1998)).

Consistentemente, um nivel elevado de NGF em tecidos
periféricos estd associado a inflamacgdo e fol observado em
varias formas de artrite. A sindévia de pacientes afectados
por artrite reumatdide expressa altos niveis de NGF,
enquanto que fol relatado que na sindévia ndo inflamada NGF
¢ 1indetectavel (Aloe, et al., Arch. Rheum. 35:351-355
(1992)). Observaram-se resultados similares em ratos com
artrite reumatdide induzida experimentalmente (Aloe, et
al,, Clin, Exp. Rheumatol. 10:203-204 (1992)). Foram
relatados niveis elevados de NGF em ratinhos artriticos
transgénicos acompanhado de wum aumento do numero de
mastécitos. (Aloe, et al., Int. J. Tissue Reactions-Exp.
Clin. Aspects 15:139-143 (1993)).

O tratamento com NGF exdgenc conduz a um aumento da
dor e sensibilidade a dor. Isto é ilustrado por meio do
facto de que a injecgdo de NGF conduz a um aumento
significativo da dor e da sensibilidade &a dor tanto em
modelos animais (Amann, et al., Pain 64, 323-329 (19906);

Andreev, et al., Pain 63, 109-115 (1995)) como em seres
humano (Dyck, et al., Neurology 48, 501-505 (1997); Petty,
et al., Annals Neurol. 36, 244-246 (1994)). O NGF parece

actuar por meio de multiplos mecanismos incluindo a inducgédo
da neurotrofina BDNF (Apfel, et al., Mol. Cell. Neurosci.
7(2), 134-142 (1996); Michael, et al., J. Neurosci 17,
8476-8490 (1997)) que por sua vez muda O processamento de
sinal da dor na medula espinhal (Hains, et al., Neurosci
Lett. 320(3), 125-8 (2002); Miletic, et al., Neurosci Lett.
319(3), 137-40 (2002); Thompson, et al., Proc Natl Acad Sci



USA 96(14), 7714-8 (1999)), a inducdo de mudancas nas
conexfes centrais e periféricas dos neurdnios sensoriais e
outros neurdéniocs de transmissdo de dor na medula espinhal
(Lewin, et al., European Journal of Neuroscience 6, 1903-
1912 (1994); Thompson, et al., Pain 62, 219-231 (1995)), a
indugdo de mudanc¢as no crescimento axonal (Lindsay, RM, J
Neurosci. 8(7), 2394-405 (1988)), a indugdo da expressao do
receptor de bradicinina (Peterson et al., Neuroscience
83:161-168 (1998)), a inducdo de mudangas na expressdo de
genes responsaveis da conducdo e activacdo de nervos tais
como canals idénicos (Boettger, et al., Brain 125(Pt 2),
252-63 (2002); Kerr, et al., Neuroreport 12(14), 3077-8
(2001); Gould, et al., Brain Res 854 (1-2), 19-29 (2000)), a
potenciagdo do receptor VRl relacionado com a dor (Chuang,
et al., Nature 411 (6840), 957-62 (2001); e a provocagdo de
mudang¢as patoldgicas em musculos (Foster, et al., J Pathol
197(2), 245-55 (2002)). Muitas destas mudancas ocorrem
directamente nos neurdénios sensoriais gue transmitem a dor
e aparentemente nao dependem da inflamac¢do concomitante.
Além disso, existem pelo menos outros dois tipos de células
que se sabe que respondem a NGF e que podem estar
implicadas em mudan¢as de sensibilidade ou sensag¢do da dor.
Fol relatado que o primeiro deles, o mastdcito, responde a
NGEF com desgranulagdo (Yan, et al., Clin. Sci. (Lond)
80:565-569 (1991)) ou, em outros estudos, provoca ou
aumenta a produgdo ou libertacdo de mediador em colaboracéo
com ocutros agentes (Pearce e Thompson, J. Physiol. 372:379-
393 (1986), Kawamoto, et al., J. Immunol. 168:6412-6419
(2002)). Foi demonstrado claramente no rato que as
respostas a dor mediadas por NGF estdo pelo menos de alguma
forma mediadas por mastoécitos (Lewin, et al., Eur. J.
Neurosci. 6:1903-1912 (1994), Woolf, et al., J. Neurosci.
16:2716-2723 (1996) embora a possivel relevancia disto esta
por demonstrar em seres humanos. Também se sabe que o0s

neurdénios simpdticos primarios respondem a NGF e que também



estdo implicados na sinalizacdo da dor (Aley, et al.,
Neurcscience 71:1083-1090 (1996)). Esta claro que a
eliminacdo de enervacido simpatica modifica a hiperalgesia
normalmente observada em resposta ao tratamento com NGF
(Woolf, et al., J. Neurosci. 16: 2716-2723 (1996)).

Vinte e trés milhdes de pacientes sdo submetidos cada
ano a procedimentos cirurgicos. A dor estd localizada
normalmente dentro da proximidade do sitio cirurgico. A dor
pds-cirtrgica pode ter dois aspectos clinicamente
importantes, concretamente a dor em repouso, ou dor que é
produzida guando o paciente ndo estd em movimento e a dor
mecanica que é exacerbada por meio do movimento
(tossir/espirrar, sair da cama, fisioterapia, etc.). O
principal problema com & gestdo da dor pds-cirurgica no
caso de uma cirurgia major é que os fadrmacos utilizados
actualmente tém uma variedade de efeitos secundarios
proeminentes que atrasam a recuperacdo, prolongam a
hospitalizagcdo e submetem certos grupos de pacientes
vulneraveis ao risco de complicagdes graves. A dor pds-—
cirurgica, ou dor gue ¢é produzida apds cirurgia ou lesédo
traumatica ¢ um problema médico grave e com frequéncia
intratéavel.

Existem duas categorias gerais de medicacdo para o
tratamento da dor, sendo que ambas tém desvantagens. A
primeira categoria inclui os farmacos anti-inflamatdrios
ndc esterdides (AINE) que sdo utilizados para tratar a dor
ligeira ou moderada, mas cuja utilizagldo terapéutica estéa
limitada por efeitos gastrointestinais ndo desejaveis tais
como erosac gastrica, a formacdo de Ulcera péptica ou a
inflamag¢do do ducdeno ou do célon. Os AINE também podem
provocar toxicidade renal com a utilizag¢do prolongada, e
além disso, tal como é descrito a seguir, ndo sdo muito
eficazes para tratar a dor associada a ou gue surge a
partir de certos estados, incluindo a dor pds—-cirurgica. A

segunda categoria inclui morfina e opidides relacionados



que sao utilizados para tratar a dor de moderada a grave,
mas cuja utilizacdo terapéutica estd limitada devido a
efeitos ndo desejavels tais como sedacao, confusao,
obstipagao, depressao respiratdria, codlica renal,
toleradncia a utilizacdo prolongada e o risco de
dependéncia. Portanto, sdo necessarios compostos Uteis para
tratar a dor com menos ou nenhum efeito secundario.

Com frequéncia a dor é categorizada como
“inflamatdéria”, “neuropatica” ou “visceral”, mas estas
etiquetas gerais tradicionais tém problemas inerentes.
Implicam identidade ou semelhan¢a mecanicista entre todas
as fontes de dor dentro de uma destas categorias muito
gerais. De facto, existem muitos tipos diferentes de dor
inflamatdéria e fontes de dor que ndo sdo nem inflamatdrias
nem neuropdticas. Além disso, os tipos de dor que tém um
componente inflamatoério e/ou 540 denominados
tradicionalmente “inflamatdérios” o gue ndo significa que
outros aspectos fisioldgicos ndo contribuam para o estado
da dor. Por exemplo, tanto a artrose como a cistite
intersticial seriam definidas pelos seus nomes como estados
inflamatérios estéreis de respectivamente articulagdes ou a
bexiga urinaria, mas estd claro que as dores associadas a
estes dols estados 3580 bastante diferentes de maneira
mecanicista entre si. Isto ¢é indicado pelos efeitos
variaveis de um tipo dado de medicagdo analgésica com
respeito a estes tipos de dor. A maioria de pacientes com
artrose recebe um bom alivio da dor (pelo menos
inicialmente) com AINE. No entanto, o tratamento com AINE é
completamente ineficaz com a cistite intersticial.

A dor pdés—cirurgica (denominada de maneira
intercambidvel, dor pods-incisional) ¢é considerada com
frequéncia uma variedade de dor inflamatdria. Embora possa
haver um componente “inflamatdério” com respeito a dor
cirdrgica, estao implicados claramente mecanismos

adicionails. Por exemplo, durante a cirurgia ou outra lesdo,



tanto a wvasculatura como ©0S nhervos sdo cortados ou sao
rasgados. Isto nao ocorre num tecido que sofre somente a
inflamacdo. Estd claroc que o corte de um nervo pode induzir
uma actividade continua que é percebida como dolorosa. Além
dissc, o corte de vasos sanguinecs conduz a um tecido que é
relativamente isquémico, também um estimulo doloroso que
ndc estd presente durante a inflama¢do sozinha.

Os diferentes mecanismos implicados na dor induzida
por lesdo ou cirurgica em comparacdo com a inflamacgdo s&o
exemplificados por meic da farmacologia varidvel e o0s
substratos anatémicos subjacentes de alivio da dor nos dois
estados. Yamamoto, et al., (Brian Res. 909(1-2):138-144
(2001)) demonstraram que a 1inibicdo da dipeptidase acida
ligada a N-acetil-alfa (NAALADase) espinhal provoca uma
atenuagdo marcada da dor mecanica que acompanha o estimulo
inflamatério da injecgdo de carragenana. No entanto, em
experiéncias paralelas nos quais NAALADase ¢ inibida de um
modo idéntico apds uma incisdo, ndo houve nenhuma atenuacédo
de dor mecé&nica. Estas observacgdes demonstram que a
bicquimica ou farmacoclogia subjacente a dor pds-cirltrgica é
distinta da subjacente a dor inflamatéria. As estruturas
anatdmicas importantes na modulagdo da sensagdoc de dor
também foram examinadas em estados de dor pods-cirurgica e
outros (Pogatzki, et al., Anesthesiology, 96(5):1153-1160
(May 2002)). As influéncias descendentes do tronco
encefdlico, mais especificamente da medula média rostral,
sdc importantes moduladores da hiperalgesia secunddria em
estados de dor visceral, neuropdtico e inflamatdrio gerais.
Quando foi lesionada a zona do tronco encefalico, nédo foi
observado nenhuma mudanca em nenhuma resposta de dor medida
apds a incisdo. Estes resultados indicam que a hiperalgesia
primaria e secundaria apds uma incisdo ndo estdo moduladas
por meio da influéncia descendente a partir de RMM. A falta
de contribuicdo de influéncias facilitadoras descendentes a

partir de RMM a hiperalgesia secundaria apds a incisdo do



gastrocnémio suporta a nocdo de que a dor 1induzida por
incisdo envolvia mecanismos diferentes em comparacdo com a
dor inflamatéria e neuropatica. Rlém das diferencas d&bvias
na dor induzida ©por lesdo ou pds-cirtrgica da dor
inflamatdéria, visceral ou neuropatico, estes resultados
demonstram que o©0s mecanismos implicados na dor pds-—
cirtrgica (ou dor induzida por lesdec) sdo claramente
diferentes de outras dores. Além disso, a utilidade de uma
intervencéo farmacoldégica particular (ou outra) no
tratamento da dor poés-cirturgica ndo pode ser predita
testando esse agente ou essa intervencdo farmacoldgicos nos
modelos de dor inflamatdria, visceral ou neuropatico.

O desaparecimento da dor em repouso e a persisténcia
de dor com as actividades e em resposta a estimulos
mecadnicos no sitioc da ferida também estdo presentes em
pacientes apdés a cirurgia. (Moiniche, et al., Acta
Anaesthesiol. Scand. 41:785-9 (1997)). Os estudos sugerem
gue a dor em repouso e a dor provocada causada por meioc de
incis®des provavelmente sdao transmitidas por meio de
diferentes receptores e/ou diferentes populacdes de fibras
aferentes. De maneira distinta a utilizagdo de anestésicos
locais para inibir estas respostas provocadas, estdo
disponiveis poucos farmacos que reduzem notavelmente a dor
com a tosse e o0 movimento apds a cirurgia.

Foi demonstrado que o pré-tratamento com um anestésico
local para blogquear a dor durante a incisdo experimental
previne dinicialmente a dor continua e a hiperalgesia
mecadnica primaria. A dor das incisbdes também desaparece
gquando é injectada lidocaina apds a lesdo. No entanto, a
medida que diminui o efeito anestésico 1local, volta a
hiperalgesia primaria. Em  pacientes, as injecgdes
anestésicas locals realizadas antes da cirurgia séao
aproximadamente equivalentes para reduzir a dor @ as
injecg¢bes realizadas apds a cirurgia. (Moiniche, et al.,
Anesthesiology 96:725-41 (2002))



As experiéncias de estudos clinicos em voluntdrios
humanos e um modelo de incisdo pré-clinico coincidem em que
a administracdo de anestesia local antes ou depois da
incisdo sdo aproximadamente eguivalentes. A activagdo de
neurdénios de transmissdo de dor central durante a incisdo e
a sensibilizacdo ndo sdo necessdrias para comportamentos de
dor varios dias depois. Ao invés disso, para incisbes, a
capacidade de resposta potenciada de neurdnios centrais e a
dor requerem entrada aferente continua a partir da inciséo.
Depois de que diminua qualquer tratamento analgésico prévio
a incisdo, parece que a ferida cirurgica pode reiniciar a
sensibilizacdo e regenerar as respostas de dor. (Pogatzki,
et al., J Neurophysiol 87:721 (2002))

Também foi mapeada a zona de hiperalgesia (incluindo a
zona ndo lesionada) provocada por meio das incisbes. A
hiperalgesia  secundéaria (hiperalgesia fora da zona
lesionada) ¢ uma medida de <capacidade de resposta
potenciada do sistema nervoso central, isto &, a
sensibilizacdo central. Foili observado que a =zona de
vasodilatacdo ou vermelhidao (possivelmente um resultado de
reflexos de axbébnio) provocada por meic da 1incisdo era
diferente da zona de hiperalgesia. Ro contrario da dor em
repouso e a hiperalgesia mecéanica primaria, a grande zona
de hiperalgesia ndo desenvolveu-se quando a injecc¢do
anestésica local foi realizada antes a incisdo. Além disso,
poderia ndo ser revertida por meio da injeccdo anestésica
local apds a incisdo. Em pacientes apds a cirurgia, em
alguns casos, certos tratamentos reduzem muito a zona de
hiperalgesia, mas ndo modificam muito as medidas clinicas
de dor poéds—-cirurgica (intensidades de dor e consumo de
opidides). Foli demonstrado que a redugdo da zona de
hiperalgesia apds colectomia ndo reduziu muito a dor aguda,
mas estava associada a uma redugdo do numero de pacientes
que desenvolveram dor residual inclusive até 6 meses apds a
colectomia. (De Kock, et al., Pain 92:373-80 (2001)).
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Foi descrita a utilizacdo do anticorpo anti-NGF para
tratar a dor visceral croénica. Veja-se a publicagdo PCT n.°
WO 01/78698. Brennan et al. notificam a administracdo da
imuncadesina de TrkA (proteina de fusdo a trkAIgG) num
modelo de rato de dor poéds-cirurgica. Veja-se Society for
Neuroscience Abstracts 24 (1-2) 880 (1998).

BREVE SUMARIO DA INVENGAO

A presente 1invencdo basela-se na descoberta de que

antagonistas de NGF sé&doc eficazes no tratamento da dor pds-—
cirurgica. O tratamento refere-se a um ou mais aspectos de
dor pés-cirurgica tal como sdo descritos no presente
documento.

Num aspecto, a invengdo caracteriza um anticorpo anti-
NGF para a utilizagdo no tratamento da dor pdés-cirurgica
(denominada de maneira intercambidvel “dor pds-traumdtica”
ou “pés-incisicnal”). Foi demonstrado de acordo com a
invencdo que antagonistas de NGF podem inibir ou bloquear a
dor resultante da dor pds-cirurgica, incluinde a dor a
partir da cirurgia ou a partir de uma ferida traumatica ou
incisional.

Em outro aspecto, a invenc¢doc proporciona um anticorpo
anti-NGF para a utilizag¢do na redugdo da incidéncia da dor
poés-cirturgica, melhora da dor péds-cirurgica, paliagdo da
dor ©pds-cirtirgica; e/ou atraso do desenvolvimento ou
evolucdo da dor pds—cirirgica num individuo.

Em outro aspecto, a invengdc proporciona um anticorpo
anti-NGF para a utilizac¢do no aumento do limiar de dor num
individuo que compreende administrar uma quantidade eficaz
de um anticorpo anti-NGF.

Em outro aspecto, a invencdoc proporciona um anticorpo
anti-NGF para a utilizag¢do na potenciagac da recuperagac de
uma ferida traumdtica induzida por lesdo e/ou cirurgia num
individuo que compreende administrar uma quantidade eficaz
de um anticorpo anti-NGF.

Em algumas formas de realizagdo, a dor em repouso ¢



11

suprimida, melhorada e/ou prevenida, em algumas formas de
realizacdo, a dor induzida mecanicamente (incluindo a dor
resultante de movimento) ¢ suprimida, melhorada e/ou
prevenida, e em alguma forma de realizacdo, a dor induzida
termicamente ¢é suprimida, melhorada e/ou prevenida. Em
algumas formas de realizac¢do, a dor induzida mecanicamente
¢ suprimida, melhorada e/ou prevenida ©por meio da
administragdo de um anticorpo anti-NGF. Em algumas formas
de realizagdo, a dor em repouso € suprimida, melhorada e/cu
prevenida por meio da administracdo de um anticorpo anti-
NGF. Em alguma forma de realizacdc, a dor 1induzida
termicamente ¢ suprimida, melhorada e/ou prevenida por meio
da administracdo de wum anticorpo anti-NGF. Em algumas
formas de realizacdo, a alodinia (isto ¢, um aumento de
resposta (isto ¢é, um aumento da sensacdo nociva) a um
estimulo normalmente n&oc nocivo)) € suprimida, melhorada
e/ou prevenida, e/ou a hiperalgesia (isto &, um aumento de
resposta a um estimulo desagraddvel ou normalmente nocivo)
¢ suprimida, melhorada e/ou prevenida. Ainda em formas de
realizacdo adicionais, a alodinia e/ou a hiperalgesia é de
natureza térmica ou mecanica (tactil), ou dor em repouso.
Em algumas formas de realizacdo, a dor é dor crénica. Em
outras formas de realizacdo, a dor estd associada ao sitio
de incisdo, ferida ou traumatismo, e/ou estd em, prdéximo ou
proximal ao sitio de incisdo, ferida e/ou traumatismo.

Um anticorpo anti-NGF adequado para a utilizacgdo nos
métodos da invencdo ¢é qualgquer agente que pode resultar
directa ou indirectamente numa reducdo da actividade
biclégica de NGF. Por conseguinte, em algumas formas de
realizacdo, um anticorpo anti-NGF 1liga-se a (interage
fisicamente com) NGF. Em alguma forma de realizagdo, o
anticorpo anti-NGF liga-se a NGF (tal como HNGF) e ndo
liga-se de maneira significativa a neuroctrofinas
relacionadas, tais como NT-3, NT4/5 e/ou BDNF. Em outras

formas de realizacdo, o anticorpo anti-NGF estd humanizado
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(tal como anticorpo E3 descrito no presente documento). Em
algumas formas de realizacdo, © anticorpo anti-NGF é
anticorpo E3 (tal comoc ¢é descrito no presente documento).
Em outras formas de realizag¢do, © anticorpo anti-NGF
compreende um ou mais CDR de anticorpo E3 (tal como um,
dois, trés, quatro, cinco, ou, em algumas formas de
realizagdo, todos os seis CDR de E3). Em outras formas de
realizac¢do, o anticorpo é humano. Ainda em outras formas de
realizagdo, o anticorpo anti-NGF compreende a sequéncia de
amincacidos da regifo variavel de cadeia pesada mostrada no
guadro 1 (SEQ ID NO: 1) e a sequéncia de aminoacidcs da
regido variavel de cadeia leve mostrada no quadro 2 (SEQ ID
NO:2). Ainda em outras formas de realizagdo, o anticorpo
compreende uma regido constante modificada, tal como uma
regido constante que é imunologicamente inerte, por
exemplo, nado provoca a lise mediada por complementos, ou
ndc estimula a citotoxicidade mediada por células
dependente de anticorpo (ADCC). Em outras formas de
realizagdo, a regido constante estd modificada tal como é
descrito em Eur. J. Immunol. (1999) 29:2613-2624;
publicacdo PCT n.° W09958572; e/ou pedido de patente de RU
n.° 9809951.8.

Ainda em outras formas de realizagdo, o anticorpo
anti-NGF é um anticorpo que se liga especificamente a NGF
(tal c¢como NGF humano). Ainda em outras formas de
realizacdo, o anticorpo liga-se essencialmente ao mesmo
epitopo 6 de NGF que um anticorpo seleccionado de qualguer
um ou mais dos seguintes anticorpos monoclonais de ratinho:
Mab 911, MAb 912 e MAb 938 (veja—-se Hongo, et al.,
Hybridoma 19:215-227 (2000)). Em algumas formas de
realizag¢do, © antagonista de NGF liga-se ao receptor trkA.
0 anticorpo anti-NGF pode ser um anticorpo monoclonal anti-
NGEF humano (anti-hNGF) que pode ser ligado a hNGF e inibir
de maneira eficaz a ligag¢éo de hNGEF a TrkA humano (hTrka)

e/ou inibir de maneira eficaz a activagdo do receptor TrkA
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humano.

A afinidade de ligacdo de um anticorpo anti-NGF a NGF
(tal como hNGF) pode ser de aproximadamente 0,10 nM a
aproximadamente 1,0 nM, de aproximadamente 0,10 nM a
aproximadamente 0,80 nM, de aproximadamente 0,15 nM a
aproximadamente 0,75 nM e de aproximadamente 0,18 nM a
aproximadamente (0,72 nM. Numa forma de realizagdo, a
afinidade de ligacgdo ¢ entre aproximadamente 2 pM e 22 pM,.
Em alguma forma de realizagdo, a afinidade de ligacgdo ¢
aproximadamente 10 nM. Em outras formas de realizac¢do, a
afinidade de ligacdo ¢ inferior a aproximadamente 10 nM. Em
outras formas de realizagdo, &a afinidade de 1ligacdo ¢é
aproximadamente 0,1 nM ou aproximadamente 0,07 nM. En
outras formas de realizacdo, a afinidade de 1ligacdo ¢é
inferior a aproximadamente 0,1 nM, ou inferior a
aproximadamente 0,07 nM. Em outras formas de realizagado, a
afinidade de ligacdo é qualquer de aproximadamente 100 nM,
aproximadamente 50 nM, aproximadamente 10 nM,
aproximadamente 1 nM, aproximadamente 500 M,
aproximadamente 100 pM, ou de aproximadamente 50 pM a
qualgquer de aproximadamente 2 pM, aproximadamente 5 pM,
aproximadamente 10 pM, aproximadamente 15 pM,
aproximadamente 20 pM, ou aproximadamente 40 pM. Em algumas
formas de realizag¢do, a afinidade de ligacido é qualquer de
aproximadamente 100 nM, aproximadamente 50 nM,
aproximadamente 10 nM, aproximadamente 1 nM,
aproximadamente 500 pM, aproximadamente 100 pM, ou
aproximadamente 50 pM, ou inferior a aproximadamente 50 pM.
Em algumas formas de realizacdo, a afinidade de ligacdo ¢
inferior a qualquer de aproximadamente 100 nM,
aproximadamente 50 nM, aproximadamente 10 nM,
aproximadamente 1 nM, aproximadamente 500 PM,
aproximadamente 100 pM, ou aproximadamente 50 pM. Ainda em
outras formas de realizagdo, a afinidade de 1ligacdo ¢

aproximadamente 2 pM, aproximadamente 5 pM, aproximadamente
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10 pM, aproximadamente 15 ©pM, aproximadamente 20 pM,
aproximadamente 40 pM, ou superior a aproximadamente 40 pM.
Tal como é bem conhecido na técnica, a afinidade de ligacéo
pode ser expressa como KD, ou constante de dissociacgdo, e
um  aumento da afinidade de 1ligagdo corresponde a uma
redugdo de KD. A afinidade de 1liga¢do de anticorpo
monoclonal de ratinho anti-NGF 911 (Hongo et al., Hybridoma
19:215-227 (2000) a NGF humano é aproximadamente 10 nM, e a
afinidade de ligacdo de anticorpo anti-NGF humanizado E3
(descrito no  presente documento) a NGF humano é
aproximadamente 0,07 nM.

O anticorpo anti-NGF pode ser para a administracdo
antes de, durante e/ou apds a cirurgia, incisdo e/ou ferida
gue provoca ou estd associada a dor pds-cirurgica. Enm
algumas formas de realiza¢do, o anticorpo anti-NGF ¢é
administrado antes da cirurgia, incisdo ou ferida. A
administragcdo de um anticorpo anti-NGF pode ser por meioc de
qualquer meio conhecido na técnica, incluindo: por via

oral, por via intravenosa, por via subcuténea, por via

intra-arterial, por via intramuscular, por via
intracardiaca, cor via intra-espinhal, por via
intratoréacica, por via intraperitoneal, por via

intraventricular, ©por wvia sublingual, e/ou por via
transdérmica. Em algumas formas de realizacgao, a
administragdo é por meio de um ou mais dos seguintes meios:
por via intravenosa, por via subcutdnea, por meio de
inalagdo, por via intra-arterial, por via intramuscular,
por via intracardiaca, por via intraventricular e por via
intraperitoneal. A administracdo pode ser sistémica, por
exemplo por via intravenosa, ou localizada.

Em algumas formas de realizacao, o anticorpo anti-NGF
¢ administrado numa dose de aproximadamente 0,1 mg/kg a 10
mg/kg de peso corporal, e em outras formas de realizagdo, ©
anticorpo anti-NGF e administrado numa dose de

aproximadamente 0,3 mg/kg a 2,0 mg/kg de peso corporal.
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Em outro aspecto, a invencdo apresenta uma composigao
para tratar e/ou prevenir a dor ©pds-cirurgica que
compreende uma quantidade eficaz de um anticorpo anti-NGF
em combinagac com um ou mais excipientes farmaceuticamente
aceitaveis. Em algumas formas de realizagdo, o anticorpo
anti-NGF liga-se especificamente a molécula de NGF.

Em outro aspecto, a invengdo apresenta um kit para a
utilizacdo em qualgquer dos métodos descritos no presente
documento. FEm algumas formas de realizacdo, o kit
compreende qualguer dos anticorpos anti-NGF descritos no
presente documento, em combinacgdo com um portador
farmaceuticamente aceitavel. Em outras formas de
realizacdo, o kit compreende além disso instrugdes para a
utilizacdo do anticorpo anti-NGF em qualquer dos métodos
descritos no presente documento.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A figura 1 ¢é um grafico gue representa a dor em
repouso acumulativa tal como é avaliada 24 horas antes da
cirurgia (“avaliagdo inicial”), 2 horas apdés a cirurgia
(“pobs-cirurgia”) e 1 e 2 dias apdés a cirurgia. “Controlo”
refere-se a tratamento sem anticorpo anti-NGF, e ™“911”
refere-se a animais tratados com 35 mg/kg de anticorpo
anti-NGF 911 (também denominado “Mab 911”). Hongo et al.,
Hybridoma 19:215-227 (2000). O tratamento com anticorpo
anti-NGF reduziu significativamente a dor em repouso pds-—
cirurgica.

A figura 2 € um grafico que representa a dor térmica
(hiperalgesia) tal como ¢ avaliada 24 horas antes da
cirurgia (“avaliacdo inicial”), 4 horas apds a cirurgia
(“pobs-cirurgia”) e 1 e 2 dias apdés a cirurgia. “Controlo”
refere-se a tratamento sem anticorpo anti-NGF, e ™911”
refere-se a animais tratados com 35 mg/kg de anticorpo
anti-NGF 911. O tratamento com anticorpo anti-NGF reduziu
significativamente a hiperalgesia térmica pds-cirurgica.

A figura 3 é um grafico que representa a dor mecdnica
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(hiperalgesia) em resposta a estimulacdo mecénica tal como
¢ avaliada 24 horas antes da cirurgia (“avaliacao
inicial”), 3 horas apdés a cirurgia (“pdés-cirurgia”) e 1, 2
e 3 dias apds a cirurgia. “Controlo” refere-se a tratamento
sem anticorpo anti-NGF, e “911"” refere-se a animais
tratados com anticorpo anti-NGF 911. O tratamento com 7
mg/kg de anticorpo anti-NGF reduziu a dor induzida
mecanicamente pds-cirtrgica.

A figura 4 ¢é um grafico que representa a dor em
repouso avaliada 24 horas apds a cirurgia e gue mostra que
o tratamento com 0,02 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,6 mg/kg ou 1
mg/kg de anticorpo anti-NGF humanizado E3 reduziu a dor.
“x7 o indica uma diferenga estatisticamente significativa
(p<0,5) do controlo negativo.

A figura 5 é um grafico que representa a dor em
repouso avaliada 24 horas apds a cirurgia e que mostra que
o tratamento com 0,5 mg/kg de anticorpo anti-NGF humanizado
E3 reduziu significativamente (p<0,005) a dor em repouso
gquando foi injectado duas horas apds a cirurgia.

A figura 6 é um grafico que representa a dor em
repouso avaliada 24 horas apds a cirurgia e gue mostra gue
0 tratamento com 5 mg/kg de anticorpo anti-NGF 911 reduziu
significativamente a dor em repouso (p<0,02) quando foi
injectado 14 dias antes da cirurgia.

A figura 7 é um grafico que representa a dor em
repouso avaliada 24 horas apds a cirurgia e gue mostra que
O tratamento com 5 mg/kg de anticorpo anti-NGF 911 reduziu
a dor em repouso quando foi injectado 21 dias antes da
cirurgia.

A figura 8 ¢ um grafico que representa a proporcdc de
feridas intactas presentes apds a 1incisdo e o tratamento
com solugdo saline, 1 mg/kg de anticorpo anti-NGF 911, ou o
controlo positivo, <cetorolac. A proporgdo de feridas
intactas apds o tratamento com anticorpo anti-NGF 911 nao

diferia da proporg¢do de feridas intactas apds o tratamento
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com solugdo salina (controlo negativo). Portanto, 0
tratamento com anticorpo anti-NGF ndo mostrou nenhum efeito
sobre a cicatrizacdo de feridas. Pelo contrdrio, os animais
tratados com AINE cetorolac (controlo positivo) mostrou uma
reducdo significativa da proporc¢do de feridas intactas.

A figura 9 ¢é um grafico que representa gque O
tratamento com o antagonista de NGEF de molécula peguena,
K252a, reduziu significativamente (p <0,005) a dor em
repouso apds a cirurgia, quando foi avaliado as trés horas
("3H-P-tmt”) apds o tratamento com K252a. “1H-P-tmt”
refere-se a uma hora ap6s o tratamento com K525a.

A figura 10 é um gréfico que compara o tratamento com
anticorpo anti-NGF, 911, e o tratamento com um anticorpo
controlo de isotipo afim. Os animais tratados com 1 mg/kg
de anticorpo ant 1-NGF (911) mostraram  uma reducao
significativa da dor em repouso (p<0,05). Pelo contrario,
0s animais tratados com 1 mg/kg de um anticorpo controlo de
isotipo afim contra a proteina amnésica de Drosophila
apresentaram niveis normais da dor em repouso. Esta
experiéncia demonstrou que o efeito analgésico do anticorpo
anti-NGF era especifico.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAQO

A presente 1nven¢do baseila-se na descoberta de que
pode ser utilizada a administragdo in vivo de uma
guantidade terapeuticamente eficaz de um antagonista de NGF
tal como anticorpo monoclonal anti-NGF para prevenir e/ou
tratar a dor pds—-cirurgica. A dor pdbs-cirtrgica foi tratada
anteriormente com altas doses de analgésicos opidides.
Estes agentes provocam efeitos secundarios ndo desejaveis
tais como motilidade gastrica reduzida, sedacgdo, depressao
respiratéria e cdélica renal. Outros agentes contra a dor,
tais como AINE, tém sido relativamente insatisfatérios para
tratar este tipo de dor. Além disso, sabe-se que alguns
AINE inibem a cicatrizacdo de feridas.

A invengdo caracteriza a prevengdo ou o tratamento da
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dor pds-cirurgica num dindividuo (incluindo um mamifero,
tanto humano como ndoc humano) por meio da administracdo de
uma quantidade eficaz de um anticorpo anti-NGF, por exemplo
um anticorpo monoclonal anti-NGF humano (anti-hNGF) .

Em outro aspecto, a invencdo proporciona métodos para
melhorar, atrasar o desenvolvimento de e/ou prevenir a
evolugdo de dor pds—-cirtrgica que compreendem administrar
uma quantidade eficaz de um antagonista de NGF a um
individuo.

Em algumas formas de realizacdo, a dor em repouso é
suprimida, melhorada e/ou prevenida, e em algumas formas de
realizacdo, a dor induzida mecanicamente (tal como a dor
que resulta do movimento ou outra estimulagdo mecanica ou
tactil) ¢é suprimida, melhorada e/ou prevenida. Em alguma
forma de realizagdo, a dor induzida termicamente &
suprimida, melhorada e/ou prevenida., Em algumas formas de
realizagdo, a dor induzida mecanicamente ¢é suprimida,
melhorada e/ou prevenida por meio da administracdo de um
anticorpo anti-NGF. Em algumas formas de realizacdo, a dor
em repouso ¢ suprimida, melhorada e/ou prevenida por meio
da administra¢ao de um anticorpo anti-NGF. Em alguma forma
de realizacgdo, a dor induzida termicamente ¢é suprimida,
melhorada e/ou prevenida por meio da administragdo de um
anticorpo anti-NGF. Em algumas formas de realizagdo, a
alodinia ¢é suprimida, melhorada e/ou prevenida, e en
algumas formas de realizacdo, a hiperalgesia ¢é suprimida,
melhorada e/ou prevenida. Ainda em formas de realizacgdo
adicionais, a alodinia e/ou hiperalgesia & de natureza
térmica ou mecanica (tactil), ou dor em repouso. Em algumas
formas de realizacdo, a dor é dor crdénica. Em outras formas
de realizagdc, a dor estd prdéxima de e/ou ¢ proximal a um
ou mais sitios de incisdo, ferida ou traumatismo.

A invengdo também caracteriza composigdes e kits para
tratar a dor pds-cirtrgica que compreendem um anticorpo

anti-NGF, por exemplo, um anticorpo monoclonal anti-NGF,
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para a utilizagdo em gualquer dos métodos proporcionados no
presente documento. Em algumas formas de realizagdo, O
anticorpo anti-NGF ¢é capaz de inibir de maneira eficaz a
ligagdo de NGF a seu(s) receptor(es) TrkA e/ou p75 e/ou &
capaz de 1nibir de maneira eficaz gue NGF active o(s)
seu(s) receptor(es) TrkA e/ou p75.

Técnicas gerais

A pratica da presente invengdo empregara, a menos que
se indique o contrario, técnicas convencionais de biologia
molecular (incluindo técnicas recombinantes) microbioclogia,
biologia celular, bioguimica e imunologia, que se encontram
dentro dos conhecimentos da técnica. Tais técnicas
explicam-se de maneira completa na bibliografia, tal como,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edigdo
(Sambrook, et al., 1989) Cold Spring Harbor Press;
Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait, ed., 1984); Methods
in Molecular Biclogy, Humana Press; Cell Biology: A
Laboratory ©Notebook (J.E. Cellis, ed., 1998) Academic
Press; Animal Cell Culture (R.I. Freshney, ed., 1987);
Introduction to Cell and Tissue Culture (J.P. Mather e P.E.
Roberts, 1998) Plenum Press; Cell and Tissue Culture:
Laboratory Procedures (A. Doyle, J.B. Griffiths, e D.G.
Newell, eds., 1993-8) J. Wiley and Sons; Methods in
Enzymology (Academic Press, Inc.); Handbook of Experimental
Immunology (D.M. Weir e C.C. Blackwell, eds.); GCene
Transfer Vectors for Mammalian Cells (J.M. Miller e M.P,
Calos, eds., 1987); Current Protococls in Molecular Biology
(F.M. Ausubel, et al., eds., 1987); PCR: The Polymerase
Chain Reaction, (Mullis, et al., eds., 1994); Current
Protocols in Immunclogy (J.E. Coligan et al., eds., 1991);
Short Protocols 1in Molecular Biology (Wiley and Sons,
1999); Immunobiology (C.A. Janeway & P. Travers, 1997);
Antibodies (P. Finch, 1997); Antibodies: a practical
approach (D. Catty., ed., IRL Press, 1988-1989); Monoclonal

antibodies: a practical approach (P. Shepherd e C. Dean,
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eds., Oxford University Press, 2000); Using antibodies: a
laboratory manual (E. Harlow e D. Lane (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1999); The Antibodies (M. Zanetti e J.D.
Capra, eds., Harwood Academic Publishers, 1995).
Definicdes

Um “anticorpo” (usado de maneira intercambiavel na
forma plural) ¢ uma molécula de imunoglobulina que pode ser
ligada especificamente a um alvo, tal como um hidrato de
carbono, polinucledtido, lipido, polipéptido, etc., através
de pelo menos um sitio de reconhecimento de antigénio,
localizado na regido variavel da molécula de
imunocglobulina. Tal como é utilizado no presente documento,
0 termo engloba nao somente anticorpos monoclconais ou
policlonais intactos, mas também fragmentos dos mesmos (tal
como Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv), cadeia simples (ScEv),
mutantes dos mesmos, proteinas de fusdoc gue compreendem uma
parte de anticorpo, anticorpos humanizados, anticorpos
gquiméricos, diacorpos, anticorpos lineares, anticorpos de
cadeia simples, anticorpos multi-especificos (por exemplo,
anticorpos biespecificos) e gqualquer outra configuracédo
modificada da molécula de imunoglobulina que compreende um
sitic de reconhecimento de antigénio da especificidade
requerida. Um anticorpo inclui um anticorpo de qualquer
classe, tal como IgG, IgA ou IgM (ou subclasses das
mesmas), e o anticorpo ndo necessita ser de nenhuma classe
em particular. Dependendo da sequéncia de aminoacidos do
anticorpo do dominio constante de suas cadeias pesadas, as
imunoglobulinas podem ser designadas a diferentes classes.
Existem cinco classes principais de imunoglobulinas: Iga,
IgD, IgE, IgG e IgM, e varias destas podem ser divididas
adicionalmente em subclasses (isotipos), por exemplo, IgGI,
IgG2, IgG3, IgG4, IgAl e IgA2. Os dominios constantes de
cadeia pesada que correspondem as diferentes classes de
imunoglobulina s&o denominados alfa, delta, épsilon, gama e

mi, respectivamente. Conhecem-se bem as estruturas de
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subunidades e as configuracdes tridimensionais de
diferentes classes de imunoglobulinas.

Um “anticorpo monoclonal” refere-se a uma populacac de
anticorpos homogéneos estando composto o anticorpo por
amincacidos (que sdo produzidos de maneira natural e que
ndo sao produzidos de maneira natural) que estdo envolvidos
na ligacdo selectiva de um antigénio. Uma populagdo de
anticorpos monoclonais é altamente especifica, dirigindo-se
contra um Unico sitio antigénico. A expressdo “anticorpo
monoclonal” engloba ndo somente anticorpos monoclonais
intactos e anticorpos monoclonais de comprimento completo
mas também fragmentos dos mesmos (tal como Fab, Fab’,
F(ab’)2, Fv), cadeila simples (ScFv), mutantes dos mesmos,
proteinas de fusido que compreendem uma parte de anticorpo,
anticorpos monoclonais humanizados, anticorpos monoclonais
quiméricos e qualquer outra configuragdo modificada da
molécula de dimunoglobulina que compreende um sitio de
reconhecimento de antigénio da capacidade de ligacgdo a um
antigénio e a especificidade requerida. Ndo se pretende que
se limite com respeitc a fonte do anticorpo ou a maneira na
qual ¢é realizado (por exemplo, por meio de hibridoma,
seleccgdo de fago, expressao recombinante, animais
transgénicos, etc.).

Os anticorpos “humanizados” referem-se a uma molécula
gque tem um sitio de ligagdo a antigénio que ¢é derivado
substancialmente de uma imunoglcocbulina de uma espécie néo
humana e a estrutura de imunoglobulina restante da molécula
baseia-se na estrutura e/ou sequéncia de uma imunoglobulina
humana. 0 sitio de ligacdo a antigénio pode compreender ou
dominios variaveis completos fusionados em dominios
constantes ou somente  as regides determinantes da
complementaridade (CDR) enxertadas em regides framework
apropriadas nos dominios wvariaveis. Os sitios de ligagdo a
antigénio podem ser de tipo selvagem ou modificados por

meio de uma ou mails substitui¢des de aminocacidos, por
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exemplo, modificados para parecer-se da maneira mais
proxima a imunoglobulina humana. Algumas formas de
anticorpos humanizados conservam todas as sequéncias de CDR
(por exemplo, um anticorpo de ratinho humanizado que contém
todas as seis CDR dos anticorpos de ratinho). Outras formas
de anticorpos humanizados tém uma ou mais CDR (uma, dois,
trés, quatro, c¢inco, seis) que estdc modificadas com
respeito ao anticorpo original. Em alguns casos, 0S
residuos da regido framework (FR) ou outros residuos da
imunoglobulina humana estao substituidos pelos
correspondentes residuos ndo humanos. Além disso, 0s
anticorpos humanizados podem compreender residuos que nédo
se encontram no anticorpo receptor ou no anticorpo dador.

Tal como ¢é utilizade no presente documento, a
expressdo “factor de crescimento nervoso” e “NGF” refere-se
ao factor de crescimento nervoso e variantes do mesmo que
retém pelo menos parte da actividade de NGF. Tal como ¢é
utilizado no presente documento, o NGF inclui todas as
espécies de mamifero de NGF de sequéncia nativa, incluindo
ser humano, canino, felino, equino ou bovino.

O “receptor de NGF” refere-se a um polipéptido que se
liga por meio de ou esta activado por meio de NGF. Os
receptores de NGEF incluem o receptor TrkA e o receptor p7bh
de qualgquer espécie de mamifero, incluindo, mas nao
limitado a, ser humano, canino, felino, equino, primata ou
bovino.

Um “antagonista de NGF” refere-se a qualquer molécula
que bloqueia, suprime ou reduz (incluindo
significativamente) a actividade bioldégica de  NGF,
incluindo vias a Jjusante medidas pela sinalizacdo de NGF,
tal como ligagdo a receptor e/ou provocagdo de uma resposta
celular a NGF. O termo “antagonista” ndoc implica um
mecanismo especifico de qualquer accgdo bioldgica, e &
considerada que engloba e inclui expressamente todas as

possiveils  interacgdes farmacoldgicas, fisioldgicas e
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bioguimicas com NGF ou directas ou indirectas, ou se
interage com NGF, seu receptor, ou através de outro
mecanismo, e suas consequéncias que podem ser conseguidas
por meio de uma variedade de composig¢des diferentes, e
guimicamente divergentes. Os antagonistas de NGF exemplares
incluem, mas ndo sdo limitados a, um anticorpo anti-NGF,
uma molécula anti-sense dirigida contra um NGF (incluindo
uma molécula anti-sense dirigida frente a um acido nucleico
que codifica NGF), um composto inibidor de NGF, um andlogo
estrutura de NGF, uma mutacdc negativa dominante de um
receptor TrkA gue se liga a um NGF, uma imunoadesina de
TrkA, um anticorpo anti-TrkA, um anticorpo anti-p75 e um
inibidor de quinase. Para o propdsito da presente invengdo,
serd entendido explicitamente que o termo “antagonista”
engloba todos os termos, titulos, caracteristicas e estados
funcionais identificados anteriormente por meio dos quais ©
préprio NGF, uma actividade bioldgica de NGF (incluindo,
mas nado limitado a sua capacidade para mediar qualquer
aspecto de dor pds-cirurgica), ou as consequéncias da
actividade biocldgica, estdo substancialmente anulados,
reduzidos ou neutralizados em qualquer grau significativo.
Em algumas formas de realizag¢do, um antagonista de NGF (por
exemplo, um anticorpo) liga-se a (interage fisicamente com)
NGF, liga-se a um receptor de NGF (tal como receptor trkA
e/ou receptor p75), reduz (impede e/ou Dblogueia) a
sinalizagdo de receptor de NGF a Jjusante, e/ou inibe
(reduz) a sintese, produgdo ou libertacdo de NGF. Em outras
formas de realizac¢do, um antagonista de NGF liga-se a NGF e
evita a dimerizacédo do receptor TrkA e/ou a
autofosforilacdo de TrkA. Em outras formas de realizacao,
um antagonista de NGF inibe ou reduz a sintese e/ou
produc¢do (libertagdo) de NGF. Sdo proporcionados no
presente documentc exemplos de tipos de antagonistas de
NGF .,

Tal como ¢ wutilizado no presente documento, um



24

“anticorpo anti-NGF” refere—-se a um anticorpo que pode ser
ligado a NGF e inibe a actividade bioldgica de NGF e/ou
vias(s) a Jjusante mediada(s) por meio da sinalizacao de
NGEF'.

Uma “imuncadesina de TrkA” refere-se a uma molécula
quimérica solavel que compreende um fragmento de um
receptor TrkA, por exemplo, o dominio extracelular de um
receptor TrkA e uma sequéncia de imunoglobulina, que
conserva a especificidade de ligacdo do receptor TrkA.

A “actividade bioldgica” de NGF refere-se geralmente a
capacidade de ser ligado a receptores de NGF e/ou de
activar as vias de sinalizacdo do receptor de NGF. Sem
limitagdo, uma actividade bioldgica inclui qualquer uma ou
mais das seguintes: a capacidade de ser ligado a um
receptor de NGF (tal como p75 e/ou TrkA); a capacidade de
promover a autofosforilagdo e/ou dimerizacdo do receptor
TrkA; a capacidade de activar uma via de sinalizacdo do
receptor de NGF; a capacidade de promover a diferenciacdo,
proliferacdo, sobrevivéncia, crescimento celular e outras
mudancas na fisiologia celular, incluindo (no caso de
neurdnios, que 1inclui neurdnio periférico e central)
mudanga na morfologia neuronal, sinaptogénese, func¢do
sinaptica, libertacéo e regeneracao apos dano de
neurotransmissores e/ou neuropéptidos; e a capacidade de
mediar a dor pds-cirurgica.

O termo “epitopo” é utilizado para referir-se a sitios
de ligacdo para anticorpos (monoclonais ou policlonais) em
antigénios de proteina.

Tal como é utilizado no presente documento,
“tratamento” ¢ um enfoque para obter resultados clinicos
desejados ou benéficos. Para os propdsitos desta invengdo,
0s resultados clinicos desejados ou benéficos incluem, mas
ndo sdo limitados a, um ou mais dos seguintes: melhora de
qualguer aspecto da dor incluindo a diminuigdo da

gravidade, alivio de um ou mais sintomas associados a dor
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poés-cirturgica incluindo qualquer aspecto de dor poés-—
cirtrgica (tal como dor em repouso e/ou dor induzida
mecanicamente, reduzindo a duracdo da dor, e/ou a reducdo
da sensacdo de ou sensibilidade & dor).

Uma “quantidade eficaz” ¢ uma quantidade suficiente
para efectuar resultados clinicos desejados ou benéficos
incluindo alivio ou redugdo da dor. Para os propdsitos
desta invencgdo, uma quantidade eficaz de um antagonista de
NGF ¢ uma gquantidade suficiente para tratar, melhorar,
reduzir a intensidade de ou evitar a dor pds—-cirurgica. Em
algumas formas de realizacdao, a “quantidade eficaz” pode
reduzir a dor em estado de repouso (dor em repouso) ou dor
induzida mecanicamente (incluindo dor apds movimento), ou
ambos, e pode ser administrada antes, durante e/ou apds uma
incisdo, um corte, um rasgo ou uma lesdo. Em alguma forma
de realizacdoc, a “quantidade eficaz” ¢é uma quantidade
suficiente para atrasar o desenvolvimento de dor pds-
cirurgica.

A “redugdo de incidéncia” de dor significa qualquer
reducdo da gravidade (que pode incluir a redugdo necessaria
de e/ou quantidade de (por exemplo, exposicdo a) outros
farmacos e/ou terapias geralmente wusadas para estes
estados, incluindo, por exemplo, opidceos), duracdo e/ou
frequénecia (incluindo, por exemplo, atrasc ou aumento do
tempo até a dor pés-cirtrgica num individuo). Tal como o0s
peritos na especialidade entendem, os individuos podem
variar em quanto a suas respostas ao tratamento, e como
tal, por exemplo, um “método de reducdc da incidéncia de
dor pods-cirtrgica num individuo” reflecte a administracgédo
do antagonista de NGF descrito no presente documento
baseando-se numa expectativa razoavel de que tal
administragdo pode provocar provavelmente uma redugdoe da
incidéncia deste tipo nesse individuo particular.

A “melhora” da dor pds-cirtrgica ou de um ou mais

sintomas da dor pds-cirurgica significa uma diminuig¢do ou
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melhora de um ou mals sintomas de uma dor pods-—-cirurgica
guando ¢é comparada com a ndc administracdo de um
antagonista de  NGF. A “melhora” também  inclui o)
encurtamento ou reduc¢ao da duracdo de um sintoma.

A “paliagdo” da dor pods-cirtrgica ou de um ou mais
sintomas de uma dor pds-cirtrgica significa a diminuigdo do
grau de uma ou mais manifestac¢des clinicas ndo desejaveis
da dor ©pds-cirtrgica num individuo ou populagdo de
individuos tratados com um antagonista de NGF de acordo com
a invencao.

Tal como é utilizado no presente documento, o “atraso”
do desenvolvimento da dor poéds-cirurgica significa adiar,
impedir, desacelerar, retardar, estabilizar e/ou pospor a
evolugdo da dor poéds—-cirurgica. Este atraso pode ser de
dura¢des de tempo varidveis Dependendo da histdria da
doenga e/ou os individuos gue estdo a ser tratades. Tal
como é evidente para um perito na especialidade, um atraso
suficiente ou significativc pode, em efeito, englobar a
prevengdo, em gque © individuo ndo desenvolve dor pds-—
cirdrgica. Um método que “atrasa” o desenvolvimento do
sintoma ¢ um método que reduz a probabilidade de
desenvolver o sintoma num quadro de tempo dado e/ou reduz o
grau dos sintomas num cuadro de tempo dado, guando é
comparada com o ndo utilizacdo do método. Tais comparagdes
baseiam-se normalmente em estudos clinicos, utilizando um
numero de sujeitos estatisticamente significativo.

0 “desenvolvimento” ou a “evolugdo” de dor pds-—
cirurgica significa manifestag¢bes iniciais e/ou evolugdo
resultante do disturbio. O desenvolvimento de dor pds-—
cirurgica pode ser detectada e ser avaliada utilizando
técnicas clinicas convencionails que sdo bem conhecidos na
técnica. No entanto, o desenvolvimento também refere-se a
evolugdo que pode ndo ser detectada. Para o propdsito desta
invengdo, o desenvolvimento ou a evolugdo refere-se ao

curso bioldgico dos sintomas. O “desenvolvimento” inclui a
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existéncia, recidiva e aparicadc. Tal como ¢ utilizado no
presente documento “aparicdo” ou “existéncia” de dor pdés-—
cirtrgica inclui a aparig¢do inicial e/ou recidiva.

Um “individuo” ¢é um vertebrado, preferentemente um
mamifero, mais preferentemente um ser humano. Os mamiferos
incluem, mas ndo sdo limitados a, animais de granija,
animais desportivos, animais domésticos, primatas, cavalos,
cdes, gatos, ratinhos e ratos.

0 “dor pés-cirtrgica” (denominado de maneira
intercambiavel “dor pés-traumatica” ou “pds-incisional”)
refere-se a dor que surge ou resulta de um traumatismo
externo tal como um corte, uma pun¢gac, uma incisdo, um
rasgo ou uma ferida no tecido de um individuo (incluindo o
que surge de todos ©0s procedimentos cirurgicos, ou
invasivos ou ndo invasivos). Tal como ¢ wutilizado no
presente documento, a “dor pds-cirurgica” ndo inclui a dor
gque ¢é produzida sem um traumatismo fisico externo. Em
algumas formas de realizacdo, a dor pds-cirlrgica é interna
ou externa, e & ferida, o corte, o traumatismo, © rasgc ou
a incisdo pode ser produzida de maneira acidental (tal como
com uma ferida traumdtica) ou de maneira deliberada (tal
como com uma 1incisdo cirdrgica). Tal como é utilizado no
presente documento, o “dor” inclui a nocicepg¢doc e a
sensa¢do da dor, e a dor pode ser avaliada de maneira
objectiva e subjectiva, utilizando pontuagdes de dor e
outros métodos bem conhecidos na técnica. A dor pds-—
cirtrgica, tal como ¢é wutilizado no presente documento,
inclui alodinia (isto &, um aumento de resposta a um
estimulo ndo nocivo) e hiperalgesia (isto €, um aumento de
resposta a um estimulo normalmente nocivo ou desagradavel),
gue por sua vez pode ser de natureza térmica ou mecanica
(tactil). Em algumas formas de realizacgdo, a dor
caracteriza-se pela sensibilidade térmica, sensibilidade
mecanica e/ou dor em repouso. Em algumas formas de

realizagdo, a dor pds—-cirlrgica compreende a dor induzida
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mecanicamente ou a dor em repouso. Em outras formas de
realizacdo, a dor pds-cirurgica compreende a dor em
repouso. A dor pode ser dor primadria ou secundaria, tal
como é bem conhecido na técnica.

0O “dor em repouso” refere-se a dor que ¢é produzida
inclusive enquanto o individuo estd em repouso ao contrdrio
de, por exemplo, a dor que ¢ produzida guando o individuo
se move ou estd submetido a outros estimulos mecanicos (por
exemplo, cotoveladas ou picadas).

O “dor induzida mecanicamente” (denominado de maneira
intercambidvel dor mecanosensorial) refere-se a dor
induzida por meio de um estimulo mecanico, tal como a
aplicagdo de peso numa superficie, estimulo tactil e
estimulagdo provocada ou associada a o movimento (incluindo
tosse, deslocamento do peso, etc.).

A recuperagdo da cirurgia, traumatismo ou ferida ¢
“potenciada” quando um aspecto da cirurgia, traumatismo ou
ferida ¢ melhorado (em comparacdo com a recuperagdo da
cirurgia, traumatismo ou ferida sem a administragcdo de um
antagonista de NGF). Por exemplo, a presenga e/ou
intensidade de efeitos secundarios ndoc desejados (tais como
efeitos secundarios associados a utilizacdo de calmantes
convencionais (por exemplo, opidide)) pode ser reduzida
e/ou eliminada em presenca de um antagonista de NGF com
respeito & presenga e/ou intensidade de tails efeitos
secundirios em auséncia de um antagonista de NGF. Este
potenciamento estd indicado por meio da administracdo de um
antagonista de NGF e ndo significa sugerir gue uma
comparacdo deste tipo (administracdo de uma antagonista de
NGF frente a ndo administracdo) tenha gue ser realizada e
provada com respeito a nenhum individuoc dado.

Métodos da invencdo

Com respeito a todos os métodos descritos no presente
documento, a referéncia a um anticorpo anti-NGF também

inclui composigdes que compreendem um ou mais destes
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agentes. Estas composi¢gbes podem compreender além disso
excipientes adequados, tais como excipientes (portadores)
farmaceuticamente aceitdveis incluindo tampdes, que sdo bem
conhecidos na técnica. A presente invencdo pode ser
utilizada sozinha ou em combinacdoc com outros métodos de
tratamento convencionais.

Métodos para prevenir ou tratar a dor pds—-cirurgica

A presente invengdo ¢é Util para tratar, atrasar o
desenvolvimento de e/ou prevenir a dor pds-cirurgica em
individuos que incluem todos o©s mamiferos, tanto humanos
como nao humanos. Além disso, a presente invencdo é Util em
individuos que tém uma ferida incisional no tecido ou um
corte, uma pun¢do ou um rasgo, ou interna ou externa. Uma
ferida incisional deste tipo pode ser produzida de maneira
acidental tal como o caso de ferida traumdtica ou de
maneira deliberada tal como o caso de cirurgia.

Por conseguinte, num aspectc a inveng¢do proporciona um
anticorpo anti-NGF para a utilizagdo no tratamento da dor
pds—-cirtrgica num individuo. Em algumas formas de
realizacdo, a dor pdés-cirurgica compreende um ou mais de:
alodinia, hiperalgesia, dor induzida mecanicamente, dor
induzida termicamente, dor induzida mecanicamente ou dor em
repouso. Em algumas formas de realizagdo, a dor poés-—
cirtrgica compreende dor induzida mecanicamente e/ou dor em
repouso. Foi observado, por exemplo, que anticorpos anti-
NGF aliviam ambos destes aspectos. Em outras formas de
realizagdo, a dor pds-cirtrgica compreende dor em repouso.
A dor pode ser dor primdria e/ou secundaria. Em outras
formas de realizagdo, a alodinia é suprimida, melhorada
e/ou prevenida, e em algumas formas de realizagdo, a
hiperalgesia ¢é suprimida, melhorada e/ou prevenida. Ainda
em formas de realizacdo adicionais, a alodinia e/ou
hiperalgesia é de natureza térmica ou mecdnica (tdctil) (ou
ambas), ou dor em repouso. Em algumas formas de realizacao,

a dor ¢ dor crdnica. Em outras formas de realizagdo, a dor
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estd proxima de e/ou é proximal a um ou mais sitios de
incisdo, ferida ou traumatismo.

Em outro aspecto, a invencdo proporciona o anticorpo
anti-NGF para a utilizagdo na prevengdo, melhora e/ou
prevencdo do desenvolvimento ou evolucdo da dor pds-—
cirdrgica.

Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo anti-NGF,
¢ administrado antes da c¢irurgia (em alguma forma de
realizacdo, antes da actividade que provavelmente resulte
numa ferida e/ou um traumatismo externo). Por exemplo, o
anticorpo anti-NGF pode ser administrado 30 minutos, uma
hora, 5 horas, 10 horas, 15 horas, 24 horas ou inclusive
mais, tal como 1 dia, varios dias, ou inclusive uma semana,
duas semanas, trés semanas, ou mais antes da actividade com
um risco de traumatismo, ferida ou incisdo, ou antes de uma
intervengdo cirlUrgica (em alguma forma de realizagdo, que
provavelmente resulta num traumatismo, wuma ferida ou
incisdo). Em outras formas de realizacdo, o anticorpo anti-
NGF ¢ administrado durante e/ou apdés a cirurgia ou
actividade que provavelmente resulta num traumatismo ou uma
ferida externos. Numa forma de realizacdo, o anticorpo
anti-NGF ¢ administrado 1 hora, 2 horas, 3 horas, 4 horas,
¢ horas, 8 horas, 12 horas, 24 horas, 30 horas, 36 horas,
ou mais, apds cirurgia, ferida ou traumatismo.

Em outro aspecto, a invencdo proporciona métodos para
aumentar o limiar de dor. Tal como é utilizado no presente
documento, “aumentar o limiar de dor” refere-se a uma
reducdo, diminuicdo e/ou minimizagdo da dor associado a
cirurgia, incisdo, traumatismo ou ferida (incluindo uma
redugao, diminuic¢ao e/ou minimizacao de percepcao
subjectiva da dor).

Ainda em outro aspecto, a invengdo proporciona métodos
para potenciar a recuperagdo da cirurgia (assim como também
potenciar a recuperacdo de ferida, lesdo traumatica e/ou

incisao).



31

Aprecia-se que embora seja feita referéncia geralmente
no presente documentc ao tratamento ou prevengdo da dor
poés-cirturgica, o anticorpo anti-NGF pode ser administrado
antes de um evento ou estado(s) com um aumento de risco de
traumatismo (tal como um impacto), lesdo ou ferida
externos. Tal como um perito na especialidade entende, um
evento ou estado com um aumento de risco de traumatismo,
lesdo ou ferida externos engloba actividades desportivas,
combate e/ou vocagdes perigosas.

O diagnéstico ou a avaliagdo da dor estd benm
estabelecido na técnica. A avaliacdc pode ser realizada
baseando-se na medida objectivo, tal como a observacao do
comportamento tal como uma reac¢do a estimulos, expressdes
faciais e similares. A avaliacdo pode estar baseada também
em medi¢des subjectivas, tal como a caracterizacdo da dor
do paciente utilizando diversas escalas de dor. Veja-se,
por exemplo, Katz et al, Surg Clin North Am. (1999) 79
(2) :231-52; Caraceni et al. J Pain Symptom Manage (2002)
23(3):239-55.

O alivio da dor também pode ser caracterizado pelo
transcurso de tempo do alivio. Por conseguinte, em algumas
formas de realizacgdo, o alivio da dor ¢ observado de
maneira subjectiva ou objectiva apds 1, 2, ou algumas horas
(e em algumas formas de realizacgéo, maximos em
aproximadamente 12-18 horas). Em outra forma de realizacgdo,
o alivio da dor ¢é observado de maneira subjectiva ou
objectiva em 24, 36, 48, 60, 72 ou mais horas apds a
cirurgia (ou acontecimento associado a ferida ou
traumatismo) .

Antagonistas de NGF

A invengao utiliza um anticorpo  anti-NGF. Un
antagonista de ©NGF refere-se a qualquer molécula que
blogqueia, suprime ou reduz (incluindo significativamente) a
actividade bioldgica de NGF, incluindo wvias a Jjusante

mediadas por meio da sinalizagdo de NGF, tal como ligagdo a
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receptor e/ou provocagdo de uma resposta celular a NGF. O
termo “antagonista” ndo implica um mecanismo especifico de
gualguer acgdo bicldgica, e ¢ considerada que inclui e
engloba expressamente todas as possiveis interacgdes
farmacoldgica, fisioldgica e Dbioquimica com NGF e suas
consequéncias que podem ser conseguidas por meio de uma
variedade de  composigdes diferentes e quimicamente
divergentes. 380 descritos no presente documento
antagonistas de NGF distintos de um anticorpo anti-NGF para
propésitos comparativos e incluem uma molécula anti-sense
dirigida frente a NGF (incluindo uma molécula anti-sense
dirigida frente a um acido nucleico que codifica NGF), uma
molécula anti-sense dirigida frente a um receptor de NGF
(tal como receptor TrkA e/ou receptor p75) (incluindo uma
molécula anti-sense dirigida a wum 4acido nucleico que
codifica TrkA e/ou p75), um composto inibidor de NGF, um
andlogo estrutural de NGF, uma mutagdo negativa dominante
de um receptor TrkA que se liga & um NGF, uma imunoadesina
de TrkA, um anticorpo anti-TrkA, um anticorpo anti-p75, e
um inibidor de gquinase. Para o propdésito da presente
invencdo, se entenderd de maneira explicita que o© termo
“antagonista” engloba  todos 0Ss termos, titulos e
caracteristicas e estados funcionais identificados
anteriormente, por meio dos quais o préprio NGF, uma
actividade bioldgica de NGF (incluindo mas ndo limitado a
sua capacidade para mediar qualquer aspecto da dor pds-—
cirurgica), ou as consequéncias da actividade bioldgica,
sdo anuladas, reduzidas ou neutralizadas substancialmente
em qualquer grau significativo. Em alguma forma de
realizacdo, o anticorpo anti-NGF liga-se a NGF (tal como
hNGF) e ndo liga-se de maneira significativa a
neurctrofinas relacionadas, tais como NT-3, NT4/5 e/ou
BDNF. Em algumas formas de realizac¢do, o anticorpo anti-NGF
nao estd associado a uma resposta imune adversa. Ainda em

outras formas de realizagdo, o anticorpo anti-NGF esta
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humanizado (tal como anticorpo E3 descrito no presente
documento) . Em algumas formas de realizagdo, o anticorpo
anti-NGF é anticorpo E3 (tal como € descrito no presente
documento). Em outras formas de realizag¢do, o anticorpo
anti-NGF compreende um ou mais CDR(s) de anticorpo E3 (tal
como um, dois, trés, quatro, cinco ou, em algumas formas de
realizagdo, todos as seis CDR de E3). Em outras formas de
realizac¢do, o anticorpo ¢ humano. Ainda em outras formas de
realizagdo, o anticorpo anti-NGF compreende a sequéncia de
aminocdcidos da regido variadvel de cadeia pesada mostrada no
gquadro 1 (SEQ ID NO:1) e a sequéncia de aminoacidos da
regido variavel de cadeia leve mostrada no quadro 2 (SEQ ID
NO:2). Ainda em outras formas de realizagdo, o anticorpo
compreende uma regido constante modificada, tal como uma
regido constante que é imunologicamente inerte, por
exemplo, nado provoca a lise mediada por complementos, ou
ndc estimula a citotoxicidade mediada por células
dependente de anticorpo (ADCC). Em outras formas de
realizagdo, a regido constante estd modificada tal como é
descrito em Eur. J. Immunol. (1999) 29:2613-2624;
publicacdo PCT n.° WO09958572; e/ou pedido de patente do
Reino Unido n.® 9809951.8.

Anticorpos anti-NGF

Un anticorpo anti-NGEF deveria mostrar qualquer uma ou
mais das seguintes caracteristicas: (a) ser ligado a NGF;
(b) inibir a actividade bioldgica de NGF ou vias a jusante
mediadas por meio da funcdo de sinalizacdo de NGF; (c)
prevenir, melhorar ou tratar qualquer aspecto da dor poés-—
cirurgica; (d) bloguear cu reduzir a activacdo do receptor
de NGF (incluindo a autofosforilacdo e/ou dimerizacdo do
receptor Trkd); (e) aumentar a depura¢do de NGF; (f) inibir
(reduzir) a sintese, producdo ou libertagdo de NGF; (qg)
potenciar a recuperagdo a partir de cirurgia, ferida ou
traumatismo.

Conhecem-se na técnica anticorpos anti-NGF, veja-se
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por exemplo, as publicagdes PCT n.°® WO 01/78698, WO
01/64247, as patentes dos Estados Unidos n.”" 5.844.092,
5.877.016 e 6.153.189; Hongo et al., Hybridoma, 19:215-227
(2000); Cell. Molec. Biol. 13: 559-568 (1993); n.” de
registo de GenBank U39608, U39609, L17078 ou L17077.

Em algumas formas de realizagdo, o anticorpo anti-NGF
¢ um anticorpo monoclonal anti-NGF de ratinho humanizado
denominado “E3", que compreende a regifdo constante de IgG2a
de cadeia pesada que contem as seguintes mutacbes: A330P331
a S33058331 (numeracdo de aminoacidos com referéncia a
sequéncia de 1IgGZa de tipo selvagem; veja-se FEur. J.
Immunol. (1999) 29:2613-2624); a regido constante kappa de
cadeia leve humana; e as regides variaveis de cadeia leve e
pesada humanas apresentadas nos quadros 1 & 2.

Quadro 1: Regido variidvel de cadeia pesada
QVOLOESGPGLVKPSETLSLTCTVSGFSLIGYDLNWIRQPPGKGLEWIGIIWGDGTTDY
NSAVKSRVTISK-
DTSKNQFSLEKLSSVIAADTAVYYCARGGYWYATSYYEDYWGQGTLVTVS (SEQ 1ID
NO:1).

Quadro 2: Regido variadvel de cadeia leve
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTIITCRASQSISNNLNWYQQKPGKAPKLLIYYTSRFHSGVP
SRESGSGS— GIDFTFTISSLQPEDIATYYCQQEHT LPYTFGQGTKLEIKRT (SEQ
ID NO:2).

0s seguintes polinucledtidos que codificam a regido
variavel da cadeia pesada ou a regido varidvel da cadeia

leve foram depositados no ATCC em 8 de Janeiro de 2003:

n.° de registo Data de
Material
ATCC depdsito
8 de
Vector Regido V da cadeia
PTRA-4893 Janeiro de
Eb.911.3E leve de E3
2003
8 de
Vector Regido V da cadeia
PTA-4894 Janeiro de
Eb.pur.911.3E leve de E3
2003
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8 de
Vector Regido V da cadeia
PTA-4895 Janeiro de
Db.911.3E pesada de E3 5003

0 vector ED.911.3E & um polinucledtido que codifica a
regido variavel da cadeia leve mostrada no quadro 2; o
vector Eb.pur.911.3E é um polinucledtido que codifica a
regifdo varidvel da cadeia leve mostrada no quadro 2 e o
vector Db.911.3E é um polinucledétido que codifica a regido
variavel de cadeia pesada mostrada no quadro 1.

Em outra forma de realizacdo, o anticorpo anti-NGF
compreende uma ou mals CDR(s) de anticorpo E3 (tal como
uma, dois, trés, guatro, cinco ou, em algumas formas de
realizacdo, todas as seis CDR de E3). A determinacao das
regides CDR estd dentro dos conhecimentos da técnica.

0Os anticorpos 1Uteis na presente invengdo podem
englobar anticorpos monoclonais, anticorpos policlonais,
fragmentos de anticorpo (por exemplo, Fab, Fab’, F(ab’)?2,
Fv, Fc, etc.), anticorpos quiméricos, anticorpos
biespecificos, anticorpos heteroconjugados, cadeia simples
(ScFv), mutantes dos mesmos, proteinas de fusdo que
compreendem uma parte de anticorpo, anticorpos humanizados,
e qualquer outra configuragdo modificada da molécula de
imunoglobulina que compreende um sitio de reconhecimento a
antigénio da especificidade requerida, incluindo variantes
de glicosilacdo de anticorpos, variantes de sequéncia de
amincacidos de anticorpos, e anticorpos modificados
covalentemente. 0Os anticorpos podem ser murinos, de rato,
humanos, ou qualgquer outra origem (incluindc anticorpos
humanizados ou quiméricos). Para o0s propodositos desta
inven¢do, o anticorpo reage com NGF de maneira que inibe o
NGF e/ou vias a Jjusante mediadas por meio da fungdo de
sinalizacdo de NGF. Numa forma de realizacdo, o anticorpo é
um anticorpo humano gque reconhece um ou mais epitopos em

NGF humano. Em outra forma de realizacdo, o anticorpo é um
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anticorpo de ratinho ou rato que reconhece um ou mais
epitopos em NGF humanc. Em outra forma de realizacdo, o
anticorpo reconhece um ou mais epitopos num NGF
seleccionado do grupo gue consiste em: primata, canino,
felino, equino e bovino. Em outras formas de realizagdo, ©
anticorpo compreende uma regido constante modificada, tal
como uma regido constante que ¢ imunologicamente inerte,
por exemplo, ndo provoca a lise mediada por complementos,
ou ndo estimula a citotoxicidade mediada por células
dependente de anticorpo (ADCC). A actividade de ADCC pode
avaliado wutilizando métodos revelados na patente dos
Estados Unidos n.° 5.500.36Z2. Em outras formas de
realizacdo, a regido constante estd modificada tal como é
descrito em Eur. J. Immunol. (1999) 29:2613-2624;
publicacdo PCT n.° WO09958572; e/ou pedido de patente do
Reino Unido n.° 9809951.8.

A afinidade de ligacdo de um anticorpo anti-NGF a NGF
(tal como hNGF) pode ser de aproximadamente 0,10 nM a
aproximadamente 0,80 nM, de aproximadamente 0,15 nM a
aproximadamente 0,75 nM e de aproximadamente 0,18 nM a
aproximadamente 0,72 nM. Numa forma de realizag¢do, a
afinidade de liga¢do é entre aproximadamente 2 pM e 22 pM.
Em alguma forma de realizacdo, a afinidade de ligagdo ¢é
aproximadamente 10 nM. Em outras formas de realizac¢do, a
afinidade de ligacédo € inferior a aproximadamente 10 nM. Em
outras formas de realizacdo, a afinidade de 1ligacido ¢
aproximadamente 0,1 nM ou aproximadamente 0,07 nM. Em
outras formas de realizacdo, a afinidade de 1ligacdo ¢é
inferior a aproximadamente 0,1 nM, ou inferior a
aproximadamente 0,07 nM. Em outras formas de realizacdo, a
afinidade de ligacdo é qualquer de aproximadamente 100 nM,
aproximadamente 50 nM, aproximadamente 10 nM,
aproximadamente 1 nM, aproximadamente 500 M,
aproximadamente 100 pM ou aproximadamente 50 pM a qualquer

de aproximadamente 2 Py, aproximadamente S pM,
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aproximadamente 10 PM, aproximadamente 15 Py,
aproximadamente 20 pM ou aproximadamente 40 pM. Em algumas
formas de realizacgdo, a afinidade de ligacdo € qualquer de
aproximadamente 100 nM, aproximadamente 50 nM,
aproximadamente 10 nM, aproximadamente 1 nM,
aproximadamente 500 pM, aproximadamente 100 pM ou
aproximadamente 50 pM, ou inferior a aproximadamente 50 pM.
Em algumas formas de realizagdo, a afinidade de ligacédo ¢
inferior a qualquer de aproximadamente 100 nM,
aproximadamente 50 nM, aproximadamente 10 nM,
aproximadamente 1 nM, aproximadamente 500 M,
aproximadamente 100 pM ou aproximadamente 50 pM. Ainda em
outras formas de realizagdo, a afinidade de 1ligacdo ¢é
aproximadamente 2 pM, aproximadamente 5 pM, aproximadamente
10 pM, aproximadamente 15 ©pM, aproximadamente 20 pM,
aproximadamente 40 pM, ou superior a aproximadamente 40 pM.

Un modo de determinar a afinidade de 1ligacdo de
anticorpos a NGF ¢ por meio da medicdo da afinidade de
ligagdo do fragmento Fab monofuncional do anticorpo. Para
obter fragmentos Fab monofuncionais, pode ser c¢livado um
anticorpo (por exemplo, IgG) com papaina ou ser expressa de
maneira recombinante. A afinidade de um fragmento Fab anti-
NGF de um anticorpo pode ser determinada por meio de
ressondncia de plasmdo superficial (sistema de ressonancia
de plasmao superficial (SPR) BlAcore3000IM, BIAcore, INC,
Piscaway NJ). Podem ser activados chips CM5 com cloridrato
de N-etil-N’-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) e N-
hidroxisuccinimida (NHS) de acordo com as instrugdes do
fabricante. Pode ser diluido NGF humanc (ou qualguer outro
NGF) em acetato de sédio 10 mM pH 4,0 e ser injectado sobre
o chip activado a uma concentragdo de 0,005 mg/ml. Com a
utilizacdo de tempo de fluxo varidvel pelos canais do chip
individuais, podem ser conseguidos dois intervalos de
densidade de antigénio: 100-200 unidades de resposta (UR)

para estudos cinéticos detalhados e 500-600 UR para ensaios
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de seleccdo. O chip pode ser blogqueado com etanolamina. 0s
estudos de regenerac¢ao mostraram gque uma mistura de tampao
de eluicao de Pierce (produto n.° 21004, Pierce
Bictechnology, Rockford IL) e NaCl 4 M (2:1) elimina de
maneira eficaz o Fab ligado mantendo a actividade de hNGF
no chip durante mais de 200 injecgdes. E utilizado tampio
HBS-EP (HEPES 0,01 M, pH 7,4, NaCl 0,15, EDTA 3 mM,
tensicactivo P29 a (0,005%) como tampdo de corrida para os
ensaios de BIAcore. S&o injectadas diluigdes em série (Q,1-
10x KD estimada) de amostras de Fab purificada durante 1
min. a 100 1/min. e sdo permitidos tempos de dissociacédo de
até 2 h. As concentragdes das proteinas Fab sédo
determinadas por meio de ELISA e/ou eletroforese SDS-PAGE
utilizando um Fab de concentragdo conhecida (tal como ¢é
determinado por meio de andlise de aminodcidos) como
padrao. Sao obtidas taxas de associagdo (ko) € taxas de
dissociacgdo (keee) cinéticas simultaneamente ajustando os
dados a um modelo de ligacdo de Langmuir 1:1 (Karlsson, R.
Rocs, H. Fagerstam, L. Petersson, B. (1994) . Methods
Enzymology 6. 99-110) utilizando o programa BIAevaluation.
S3o calculados valores de constante de dissociacdo (Kp) de
equilibrio como k.r:/k.n. Este protocolo é adequado para a
utilizacdo para determinar a afinidade de ligagdo de um
anticorpo a qualquer NGF, incluindo NGF humano, NGF de
outro vertebrado (em algumas formas de realizacgao,
mamifero) (tal como NGF de ratinho, NGF de rato, NGF de
primata), assim como também para a utilizacdo com outras
neurctrofinas, tais como as neurotrofinas relacionadas NT3,
NT4/5 e/ou BDNF.

Em algumas formas de realizacdo, © anticorpo liga-se a
NGF humano, e ndo liga-se de maneira significativa a um NGF
de outra espécie de vertebrados (em alguma forma de
realizagdo, mamifero). Em algumas formas de realizagdo, o
anticorpo liga-se a NGF humano assim como também a um ou

mais NGF de outra espécie de vertebrados (em algumas formas
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de realizacdo, mamifero). Ainda em outras formas de
realizacdo, o© anticorpo liga-se a NGF e nado reage de
maneira cruzada significativamente com outras neurotrofinas
(talis como as neurotrofinas relacionadas, NT3, NT4/5 e/ou
BDNF) . Em algumas formas de realizac¢do, o anticorpo liga-se
a NGF assim como também a pelo menos outra neurotrofina. Em
algumas formas de realizacdo, o anticorpo liga-se a uma
espécie de mamifero de NGF, tal como cavalo ou cdo, mas nio
liga-se de maneira significativa a NGF de outra espécie de
mamifero.

O(s) epitopo(s) pode (m) ser continuo (s) ou
descontinuo(s). Numa forma de realizagdo, o anticorpo liga-
se essencialmente aos mesmos epitopos de hNGF gue um
anticorpo seleccionado do grupo que consiste em MAb 911,
MAb 912 e MAb 938 tal como ¢é descrito em Hongo et al.,
Hybridoma, 19:215-227 (2000). Num aspecto da descrigdo, o
anticorpo liga-se essencialmente ao mesmo epitopo de hNGF
que MAb 911. Ainda em outra forma de realizacdo, o
anticorpo liga-se essencialmente ao mesmo epitopo que MAb
909. Hongo et al., citado anteriormente. Por exemplo, o©
epitopo pode compreender um ou mais de: residuos K32, K34 e
E35 dentro da regido varidvel 1 (aminoacidos 23-35) de
hNGF; residuos F79 e T81 dentro da regidc wvarigvel 4
(aminocadcidos 81-88) de hNGF; residuos H84 e K88 dentro da
regido varidvel 4; residuo R103 entre a regido variavel 5
(aminodcidos 94-98) de hNGF e a extremidade C-terminal
(aminodcidos 111-118) de hNGF; residuo E1l dentro da regido
pré-variadvel 1 (amincacidos 10-23) de hNGF; Y52 entre a
regido variavel 2 (aminocadcidos 40-49) de hNGF e a regido
variavel 3 (aminodcidos 59-66) de hNGF; residuos L112 e
S113 dentro da extremidade C-terminal de hNGF; residuos R59
e R69 dentro da regido varidvel 3 de hNGF; ou residuos V18,
V20 e G23 dentro da regido pré-varidvel 1 de hNGF. Além
disso, um epitopo pode compreender uma ou mais da regido

variavel 1, regido variavel 3, regido varidvel 4, regido
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variadvel 5, a regido da extremidade N-terminal e /ou a
extremidade C-terminal de hNGF. Ainda em outra forma de
realizacao, o) anticorpo reduz significativamente a
acessibilidade do solvente do residuo R103 de hNGF.
Entende-se que embora os epitopos descritos anteriormente
estdo relacionados com NGF humano, um perito pode alinhar
as estruturas de NGF humano com o NGE de outra espécie e
identificar provaveis homélogos a estes epitopos.

Num aspecto, podem ser preparados anticorpos (por
exemplo, humanos, humanizados, de ratinho, quiméricos), que
podem inibir o NGF, utilizando imunogénios que expressam a
sequéncia parcial ou de comprimento completo de NGF. Em
outrc aspecto, pode ser utilizado wum imunogénioc que
compreende uma c¢élula que sobre-expressa o NGEF. Outro
exemplo de um imunogénio que pode ser utilizado é a
proteina de NGF que contém NGF de comprimento completo ou
uma parte da proteina de NGF.

Os anticorpos anti-NGF podem ser preparados por meio
de gqualquer método conhecido na técnica. A via e o programa
de imunizacdo do animal hospedeiro concordam geralmente com
técnicas estabelecidas e convencionais para a estimulacdo e
produgdo de anticorpcs, tal como é descrito adicionalmente
no presente documento. Conhecem-se na técnica técnicas
gerais para a produgdo de anticorpos humanos e de ratinho e
sao descritos no presente documento.

Contempla-se que gqualguer sujeito mamifero incluindo
seres humanos ou células que produzem anticorpos do mesmo
pode ser manipulado para servir como base de produgdo de
linhas de células de hibridoma de mamifero, incluindo ser
humano. Normalmente, o© animal hospedeirc € inoculadc por
via intraperitoneal, por via intramuscular, por via oral,
por via subcutédnea, por via intraplantar e/ou por via
intradérmica com uma quantidade de imunogénio, incluindo
tal como é descrito no presente documento.

Podem ser preparados hibridomas a partir dos
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linfdécitos e células de mieloma imortalizadas utilizando a
técnica geral de hibridacdo de células somaticas de Kohler,
B. e Milstein, C. (1975) Nature 256:495-497 ou como
modificada por Buck, D. W., et al., In Vitro, 18:377-381
(1982). Podem ser wutilizadas na hibridac¢do 1linhas de
mieloma disponiveis, incluindo, mas ndo limitado a X63-
Ag8.653 e as do Salk Institute, Cell Distribution Center,
S&c Diego, Calif., EUA. Geralmente, a técnica implica
fusionar células de mieloma e células linfdides utilizando
um fusogénio tal como polietilenoglicol, ou por meio de
meios eléctricos bem conhecidos para os peritos na
especialidade. Apds a fusdo, o meio de fusdo € separado das
células e sdo crescidas num meio de crescimento selectivo,
tal como meio de hipoxantina-aminopterina-timidina (HAT),
para eliminar células estaminais n&o hibridizadas. Qualguer
dos meios descritos no presente documento, complementados
com ou sem soro, podem ser wutilizados para cultivar
hibridomas que secretam anticorpos monoclonais. Como outra
alternativa a técnica de fusdo celular, podem ser
utilizadas células B imortalizadas de VEB para produzir os
anticorpos monoclonais anti-NGF da presente invengao. Os
hibridomas s&o expandidos e subclonados, se é desejado, e
0s sobrenadantes sdo submetidos a ensalo para determinar a
actividade anti-imunogénio por meio de procedimentos de
imuncensaio convencionais (por exemplo, radioimuncandlise,
imunocensaio enzimdtico ou imuncensaio de fluorescéncia). Os
hibridomas que podem ser wutilizados como fonte de
anticorpos englobam todos os derivados, células de progénie
dos hibridomas mde que produzem anticorpos monoclonais
especificos para NGF, ou uma parte dos mesmos. Os
hibridomas que produzem tais anticorpos podem ser crescidos
in vitro ou in vivo utilizando procedimentos conhecidos. Os
anticorpos monoclonais podem ser isolados dos meios de
cultura ou fluidos corporais, por meio de procedimentos de

purificacdo de imunoglobulinas convencicnais tais como
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precipitacdo em sulfato de amdénio, eletroforese em gel,
didlise, cromatografia e ultrafiltracdo, se é desejado. A
actividade ndo desejada, se esta presente, pode ser
eliminada, por exemplo, fazendo correr a preparagdo sobre
adsorventes preparados do imunogénio ligado a uma fase
sélida e separando por eluig¢do ou libertagdo os anticorpos
desejados do imunogénio. A imunizag¢do de um animal
hospedeiro com um NGF humano, ou um fragmento cue contém a
sequéncia de aminodcidos alvo conjugada a uma proteina gque
¢ imundgena na espécie que a serem imunizadas, por exemplo,
hemocianina do molusco Megathura crenulata (nome comum em
inglés keyhole 1limpet), albumina sérica, tiroglobulina
bovina, ou inibidor de tripsina de soja utilizando um
agente bifuncional ou derivatizante, por exemplo éster de
maleimidobenzoilsulfosuccinimida (conjugagdo através de
residuos de cisteina), N-hidroxisuccinimida (através de
residuos de 1lisina), glutaraldehido, anidrido succinico,
S0C12 ou RIN=C=NR, em que R e Rl sdo grupos alquilos
diferentes, pode proporcionar uma populacdo de anticorpos
(por exemplo, anticorpos monoclonais).

Se é desejado, pode ser sequenciado o anticorpo anti-
NGF (monoclonal ou policlonal) de interesse e entdo a
sequéncia de polinucledétidos pode ser clonada num vector
para a expressdo ou propagacdo. A sequéncia cue codifica o
anticorpo de interesse pode ser mantida no vector numa
célula hospedeiro e entdo pode ser expandida a célula
hospedeiro e ser congelada para sua futura utilizagdo. Numa
alternativa, a sequéncia de polinucledétidos pode ser
utilizada para a manipulagcac genética para “humanizar” o
anticorpo ou para melhorar a afinidade, ou outras
caracteristicas do anticorpo. Por exemplo, a regido
constante pode ser modificada por meio de engenharia
genética para se parecer mais a regides constantes humanas
para evitar a resposta imune se ¢ utilizadc o anticorpo em

ensalos clinicos e tratamentos em seres humanos. Pode ser
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desejavel manipular geneticamente a sequéncia de anticorpo
para obter maior afinidade ao NGF e maior eficacia para
inibir o NGF. Serd evidente para um perito na especialidade
que pode ser realizada um ou mals mudangas de
polinucledtidos para © anticorpo anti-NGF e manter ainda
sua capacidade de liga¢do a NGF.

Existem quatro etapas gerals para humanizar um
anticorpo monoclonal. Estas sdo: (1) determinar a sequéncia
de nucledtidos e de amincdcidos predita dos dominios
variaveis de cadeia pesada e leve do anticorpo de partida
(2) desenhar o anticorpo humanizado, isto é, decidir qual a
regido framework do anticorpo que serd usada durante o
processo de humanizagdo (3) as técnicas/metodologias de
humanizagdo real e (4) a transfecgdo e expressdo do
anticorpo humanizado. Veja-se, por exemplo, as patentes dos
Estados Unides n.”® 4,816.567; 5.807.715; 5.866.692;
6.331.415; 5.530.101; 5.693.761; 5.693.762; 5.585.089; e
6.180.370.

Foram descritas varias moléculas de anticorpo
“humanizado” que compreendem um sitio de ligagcdo a
antigénio derivadas de wuma imunoglobulina ndo humana,
incluindo anticorpos quiméricos que tém regibes V de
roedores ou roedores modificadas e suas regides
determinantes da complementaridade (CDR) associadas
fusionadas a dominios constantes. Veja-se, por exemplo,
Winter et al. Nature 349:293-299 (1991), Lobuglioc et al.
Proc. Nat. Acad. Sci. USA 86:4220-4224 (1989), Shaw et al.
J Immunol. 138:4534-4538 (1987) e Brown et al. Cancer Res.
47:3577-3583 (1987). Outras referéncias descrevem as CDR de
roedores enxertadas numa regido framework (FR) de suporte
humana antes da fusdo com um dominio constante de anticorpo
humano apropriado. Veja-se, por exemplo, Riechmann et al.
Nature 332:323-327 (1988), Verhocvan et al. Science
239:1534-1536 (1988) e Jones et al. Nature 321:522-525

(1986). Outra referéncia descreve CDRs de roedocres que tém
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como suporte regides framework de roedores submetidas a
técnica de veneering de forma recombinante. Velja-se, por
exemplo, a publicacdo de patente europeia n.° 0519596.
Estas moléculas “humanizadas” sdo desenhadas para minimizar
a resposta imune ndo desejada com respeito a moléculas de
anticorpo de roedor anti-humano que 1limita a duragdo e
eficdcia de aplicagdes terapéuticas de essas fracgdes em
receptores humanos. Por exemplo, a regido constante de
anticorpo pode ser modificada por meio de engenharia
genética de maneira que ¢é 1munologicamente inerte (por
exemplo, ndo provoca a lise por complementos). Veja—-se, por
exemplo a publicacdo PCT n.° W09958572, © pedido de patente
de Reino Unido n.° 9809951.8. Outros métodos de humanizacdo
de anticorpos que também podem ser utilizados sdo revelados
por Daugherty et al., Nucl. Acids Res. 19:2471-2476 (1991)
e nas patentes dos Estados Unidos n.°® 6.180.377;
6.054.297; 5.997.867; 5.866.692; 6.210.671; e 6.350.861; e
na publicagdo PCT n.° WO 01/27160.

Ainda em outra alternativa, podem ser obtidos
anticorpos completamente humanos utilizando ratinhos
disponiveis comercialmente que foram modificados por meio
de engenharia genética para expressar proteinas de
imuncglobulinas humanas especificas. Também podem ser
utilizados animais transgénicos que s&oc desenhados para
produzir uma resposta imune mais desejadvel (por exemplo,
anticorpos completamente humanos) ou mais robusto para a
geragdo de anticorpos humanos ou humanizados. Exemplos de
tal tecnologia sdoc Xenomouse'
CA) e HuMAb-Mouse® e TC Mouse' de Medarex, 1Inc.

de Abgenix, Inc. (Fremont,

(Princeton, NJ).

Numa alternativa, podem ser preparados anticorpcos de
maneira recombinante e ser expressos utilizando qualguer
método conhecido na técnica. Em outra alternativa, podem
ser preparados anticorpos de maneira recombinante por meio

da tecnologia de apresentacdo em fago (phage display).
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Veja-se, por exemplo, patentes dos Estados Unidos n.""
5.565.332; 5.580.717; 5.733.743; e 6.265.150; e Winter et
al., Annu. Rev. Immunol. 12: 433-455 (1994) .
Alternativamente, a tecnologia de apresentacdaoc em fago
(McCafferty et al., Nature 348:552-553 (1990)) pode ser
utilizada para produzir anticorpos humanos e fragmentos de
anticorpo in vitro, a partir de repertdérios génicos de
dominio varidvel (V) de d1munoglobulinas de dadores
imunizados. De acordo com esta técnica, os genes de dominio
V de anticorpo sdo clonados em quadro para dar um gene de
proteina de envoltério ou minoritaria ou maioritaria de um
bacteridéfago filamentoso, tal como M13 ou fd, e sdo
apresentados como fragmentos de anticorpo funcionais sobre
a superficie da particula de fago. Ja que a particula
filamentosa contém uma cédpia de ADN de cadeia simples do
genoma do fago, as selecgdes baseando-se nas propriedades
funcionais do anticorpo também resultam na seleccdo do gene
gue codifica o anticorpo que mostra essas propriedades.
Portanto, o fago imita algumas das propriedades da célula
B. A apresentacdo em fago pode ser realizada numa variedade
de formatos; para revisdo veja-se, por exemplo, Johnson,
Kevin S. e Chiswell, David J., Current Opinion in
Structural Biology 3, 564-571 (1993). Podem ser utilizada
varias fontes de segmentos de gene V para a apresentacdo em
fago. Clackson et al., Nature 352:624-628 (1991) isolaram
um alinhamento diversc anticorpos anti-oxazolona a partir
de uma biblioteca combinatdéria aleatdria pequena de genes V
derivados dos bagos de ratinhos imunizados. Um repertdrio
de genes V a partir de dadores humanos ndo imunizados pode
ser construido e podem ser isolados anticorpos contra um
alinhamento diverso de antigénios (incluindo auto-
antigénios) essencialmente seguindo as técnicas descritas
por Mark et al., J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991), ou
Griffith et al., EMBO J. 12:725-734 (1993). Numa resposta

imune natural, os genes de anticorpo acumulam mutagdes a
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uma alta taxa (hipermutacdo somatica). Algumas das mudancas
introduzidas conferirdo afinidade superior, e as células B
gue apresentam imunoglobulina de superficie de alta
afinidade replicam-se preferentemente e diferenciam-se
durante a exposigdo a antigénio posterior. Este processo
natural pode ser imitado empregando a técnica conhecida
como “transposicdo de cadeia”. Marks, et al., Bio/Technol.
10:779-783 (1992)). Neste método, a afinidade de anticorpos
humanos “primdrios” obtida por meio de apresentacdo em fago
pode ser melhorada substituindo sequencialmente 0s genes de
regido V de cadeia leve e pesada com repertdrios de
variantes (repertdérios) que sdo produzidos de maneira
natural de genes de dominio V obtidos a partir de dadores
ndc imunizados. Esta técnica permite a produgdc de
anticorpos e fragmentos de anticorpo com afinidades no
intervalo de pM-nM. Foi descrita uma estratégia para
preparar repertérios de anticorpos de fago muito grandes
(também conhecida como “a mde de todas as bibliotecas”) por
Waterhouse et al., Nucl. Acids Res. 21:2265-2266 (1993).
Também pode ser wutilizada a transposicdo génica para
derivar anticorpos humanos a partir de anticorpos de
roedcres, em que © anticorpo humano tem afinidades e
especificidades similares ao anticorpo de roedor de
partida. De acordo com este método, que também é denominado
Yestampagem (imprinting) de epitopo”, o gene de dominio V
de cadeia leve ou pesada de anticorpos de roedor obtidos
por meio da técnica de apresentacdo em fago é substituido
por um repertdéric de genes de dominic V humano, criando
gquimeras de roedor-humano. A seleccdc em antigénio resulta
no isolamento de regides variavels humanas que podem
restabelecer um sitio de 1ligagdo a antigénio funcional,
isto é, o epitopo dirige (estampa) a escolha do parceiro.
Quando o processo se repete com o propdsito de substituir o
dominio V de roedor restante, é obtido um anticorpo humano

(veja-se a publicagdo PCT n.° WO 93/06213, publicada em 1
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de Abril de 1993). Ao contrario da imunizacdo tradicional
de anticorpos de roedor por meio do enxerto de CDR, esta
técnica proporciona anticorpos completamente humanos, que
ndc tém nenhum residuo de CDR ou de regido framework de
origem roedor.

E evidente que embora a discussdo anterior esteja
relacionada com anticorpos humanizados, os principios
gerais tratados podem ser aplicados para criar a medida
anticorpos para a utilizacdo, por exemplo, em cdes, gatos,
primata, equinos e bovinos. E evidente além disso que podem
ser combinados um ou mais aspectos da humanizacdo de um
anticorpo descrito no presente documento, por exemplo,
enxerto de CDR, mutag¢do na regido framework e mutagdo na
CDR.

Podem ser preparados anticorpos de maneira
recombinante isolando em primeiro lugar o©os anticorpos e
células que produzem anticorpos a partir de animais
hospedeiros, obtendo a sequéncia génica, e utilizando a
sequéncia génica para expressar o anticorpo de maneira
recombinante em células hospedeiras (por exemplo, células
CHO) . Outro método gue pode ser empregado € expressar a
sequéncia anticorpo em plantas (por exemplo, tabaco) ou
leite transgénico. Foram revelados métodos para expressar
anticorpos de maneira recombinante em plantas ou leite.
Veja-se, por exemplo, Peeters, et al. Vaccine 19:2756
(2001); Lonberg, N. e D. Huszar Int.Rev.Immunol 13:65
(1995); e Pollock, et al., J Immunol Methods 231:147(1999).
Conhecem-se na técnica métodos para preparar derivados de
anticorpos, por exemplo, humanizados, de cadeia simples,
etc.

As técnicas de classificagdo por citometria de fluxo e
imuncensaios tais como a classificacgdo de células activadas
por fluorescéncia (FACS) também podem ser empregadas para
isolar anticorpos que sdo especificos para NGF.

Os anticorpos podem ser ligados a muitos portadores
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diferentes. 0Os portadores podem ser activos e/ou inertes.
Os exemplos de portadores bem conhecidos incluem
polipropileno, poliestireno, polietileno, dextrano, nylon,
amilases, vidro, celuloses naturais e modificadas,
poliacrilamidas, agaroses e magnetita. A natureza do
portador pode ser ou bem solivel ou bem insoluvel para os
propdsitos da invengdo. Os peritos na especialidade
conhecerao outros portadores adequados para unir
anticorpos, ou poderdo determinar tais, utilizando a
experimentac¢do rotineira.

O ADN que codifica os anticorpos monoclonais é isolado
facilmente e sequencia-se utilizando procedimentos
convencionais (por exemplo, utilizando sondas de
oligonucledétido que podem ser ligadas especificamente a
genes que codificam as cadeias leve e pesada dos anticorpos
monoclonais). As células de hibridoma servem como fonte
preferida de tal ADN. Uma vez 1isolado, o ADN pode ser
colocado em vectores de expressdo (tais como vectores de
expressdo revelados na publicacgdo PCT n.° WO 87/04462), gque
sdo transfectados entdo em células hospedeiras tais como
células de E. coli, células COS de simio, células de ovario
de hamster chinés (CHO) ou células de mieloma que néao
produzem de outro modo proteina de imunoglobulina, para
obter a sintese de anticorpos moncclonais nas células
hospedeiras recombinantes. Veja-se, por exemplo, a
publicacdo PCT n.° WO 87/04462. O ADN também pode ser
modificado, por exemplo, por meic da substituicdo da
sequéncia codificante para dominios constantes de cadeia
leve e pesada humanos em lugar das sequéncias de murino
homélogas, Morrison et al., Proc. Nat. Acad. Sci. 81:6851
(1984), ou por meio da ligagdo covalente a sequéncia
codificante de imunoglobulina de toda ou parte da sequéncia
codificante para um polipéptido ndoc de imunoglobulina.
Dessa maneira sdo preparados anticorpos “quiméricos” ou

“hibridos” que tém a especificidade de 1ligagdo de um



49

anticorpo monoclonal anti-NGF no presente documento.

Podem ser caracterizados anticorpos anti—-NGF
utilizando métodos bem conhecidos na técnica. Por exemplo,
um método ¢ identificar o epitopc ao qual liga-se, ou
“mapear epitopos”. Existem muitos métodos conhecidos na
técnica para mapear e caracterizar a localizagido de
epitopos em proteinas, incluindo resolver a estrutura
cristalina de um complexo anticorpo-antigénio, ensaios de
competicdo, ensaios de expressdo de fragmentos génicos e
ensaios a base de péptidos sintéticos, tal como sé&o
descritos, por exemplo, no capitulco 11 de Harlow e Lane,
Using Antibodies, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nova Iorque, 1999.
Num exemplo adicional, pode ser utilizado o mapeamento de
epitopos para determinar a sequéncia a qual se liga a um
anticorpo anti-NGF. O mapeamento de epitopos esta
disponivel comercialmente a partir de diversas fontes, por
exemplo, Pepscan Systems (Edelhertweg 15, 8219 PH Lelystad,
Os Paises Baixos). O epitopo pode ser um epitopo linear,
isto €, esta contido num Unico trecho de aminoacidos, ou um
epitopo conformacional formado por uma interaccao
tridimensional de aminocdcidos que pode ndo estar contido
necessariamente num unico trecho. Podem ser isolados ou
sintetizados (por exemplo, de maneira recombinante)
péptidos de comprimentos varidveis (por exemplo, pelo menos
de 4-6 amincdcidos de comprimento) e ser utilizados para
ensaios de ligagdo com um anticorpo anti-NGF. Em outro
exemplo, o epitopo ao qual liga-se o anticorpo anti-NGF
pode ser determinado numa seleccdo sistematica utilizando
péptidos sobrepostos derivados da sequéncia de NGF e
determinando a ligag¢do por meio do anticorpo anti-NGF. De
acordo com 08 ensalos de expressdo de fragmentos génicos,
se fragmenta o quadro de leitura aberta que codifica NGF ou
aleatoriamente ou por meio de construgdes genéticas

especificas e ¢ determinado a reactividade dos fragmentos
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expressados de NGF com o anticorpo a ser testado. Os
fragmentos génicos podem ser produzidos, por exemplo, por
meio de PCR e entdo sdo transcritos e traduzidos para dar a
proteina in vitro, em presenc¢a de aminocdcidos radiocactivos.
Entdo é determinada a ligag¢do do anticorpo aos fragmentos
NGF marcados de maneira radiocactiva por meio de
imunoprecipitacdo e eletroforese em gel. Também podem ser
identificados certos epitopos utilizando bibliotecas
grandes de sequéncias de péptidos aleatdrios apresentados
na superficie de particulas de fago (bibliotecas de fago).
Alternativamente, uma Dbiblioteca definida de fragmentos de
péptidos sobrepostos pode ser testada para determinar a
ligagao ao anticorpo de teste em ensaios de ligagdo
simples. Num exemplc adicional, pode ser realizada a
mutagénese de um dominio de ligagdo a antigénio,
experiéncias de intercambio de dominios e mutagénese de
varredura por meio de alanina para identificar residuos
requeridos, suficientes e/ou necessdrios para a ligacdo ao
epitopo. Por exemplo, podem ser realizadas experiéncias de
intercambio de dominios utilizando um NGF mutante em que
foram substituidos (permutado) diversos fragmentos do
polipéptido NGF por sequéncias de uma proteina relacionada
de maneira proéxima, mas antigénicamente distinta (tal como
outro membro da familia de proteinas de neurotrofina). Por
meio da avaliag¢do da ligagdo do anticorpoc ao NGF mutante,
pode ser avaliada a importéancia da ligacdo do fragmento de
NGF particular ao anticorpo.

Ainda outro método que pode ser utilizado para
caracterizar um anticorpo anti-NGF ¢é utilizar ensalos de
competicdo com outros anticorpos que ses sabe gue se ligam
ao mesmo antigénio, isto ¢é, diversos fragmentos em NGF,
para determinar se o anticorpo anti-NGF liga-se ao mesmo
epitopo que outro anticorpos. 0Os peritos na especialidade
conhecem bem o0s ensaios de competicdo. Os exemplos de

anticorpos que rpodem ser utilizados nos ensalos de
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competicdo para a presente invencdo incluem MAb 911, 912,
938, tal como ¢é descrito em Hongo, et a&al., Hybridoma
19:215-227 (2000).

Qutros antagonistas de NGF

Sdo descritos no presente documento antagonistas de
NGF distintos dos anticorpos anti-NGF para propdsitos
comparativos. Um antagonista de NGF pode ser pelo menos uma
molécula anti-sense que ©pode Dbloguear ou diminuir a
expressdo de um NGF funcional. Conhecem-se sequéncias de
nucledtidos do NGF e estdo facilmente disponiveis a partir
de Dbases de dados disponiveis publicas. Veja-se, por
exemplo, Borsani et al., Nuc. Acids Res. 1990, 18, 4020;
numero de registo NM 002506; Ullrich et al., Nature
303:821-825 (1983). E rotineiro preparar moléculas de
oligonucledtidos anti-sense que se ligardo especificamente
ao ARNm de NGF sem reacgdes cruzadas com outros
polinucledtidos. Os sitios de selecgdo como alvo exemplares
incluem, mas ndoc sdo limitados a, o coddo de iniciacdo, as
regides reguladoras em 5’, a sequéncia codificante e a
regido ndo traduzida em 3’. 0Os oligonucledétidos podem ser
de aproximadamente 10 a 100 nucledtidos de comprimento, de
aproximadamente 15 a 50 nucledtidos de comprimento, de
aproximadamente 18 a 25 nucledtidos de comprimento, ou
mais. Os oligonucledtidos podem compreender modificagdes de
estrutura principal tais como, por exemplo, ligagdes de
fosforoticato, e modificagdes de agucar 2'’-0 bem conhecidas
na técnica. As moléculas anti-sense exemplares incluem as
moléculas anti-sense de NGF descritas na publicacdo dos
Estados Unidos n.° 20010046959; veja-se também
http://www.rna-tec.com/repair.htm.

Um antagonista de NGF pode ser pelo menos uma molécula
anti-sense que pode bloquear ou diminuir a expressdo de um
receptor de NGF funcional (tal como TrkA e/ou p75). Woolf
et al., J. Neuroscie (2001) 21(3):1047-55; Taglialetela et
al., J Neurochem (1996) 66(5): 1826-35. Conhecem-se
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sequéncias de nucledtidos de TrkA e p75 e estdo facilmente
disponiveis a partir de bases de dados disponiveis
publicas.

Alternativamente, pode ser reduzida a expressdo e/ou a
libertagdo de NGF e/ou a expressdo do receptor de NGF
utilizando o silenciamento génico, oligonucledtidos de
morfclino, ARNi ou ribozimas, método que sdo bem conhecidos
na técnica. Veja-se http://www.ma-
calester.edu/~montgomery/RNAi.html;
http://pub32.ezboard.com/finorpholinosfiml9.showMessage?top
icID=6.topic; http://www.highveld.com/ribozyme.html.

Um antagonista de NGF pode ser pelo menos um composto
inibidor de NGF. Tal como ¢ wutilizado no presente
documento, “composto inibidor de NGF” refere-se a um
composto distinto de um anticorpo anti-NGF que reduz,
inibe, neutraliza ou elimina directa ou indirectamente a
actividade biolégica de NGF. Um composto inibidor de NGF
deveria mostrar gqualquer uma ou mais das seguintes
caracteristicas: (a) ser ligado a NGF; (b) inibir a
actividade bioldgica de NGF cu vias a jusante mediadas por
meio da fungdo de sinalizacdo de NGF; (c) prevenir,
melhcrar ou tratar qualquer aspecto da dor poéds—-cirurgica;
(d) bloguear ou reduzir a activagdo do receptor de NGF
(incluindo autofosforilacgdo e/ou dimerizagdo do receptor
Trk3); (e) aumentar a depuracao de NGF; (f) dinibir
(reduzir) a sintese, producdo ou libertagdo de NGF; (g)
potenciar a recuperacdo a partir de cirurgia. Os compostos
inibidores de NGF exemplares incluem os inibidores de NGF
de molécula pequena descritos na publicacdo dos Estados
Unidos n.° 20010046959; os compostos que inibem a ligacao
de NGF a p75, tal como é descrito na publicagdo PCT n.° WO
00/69829; os compostos que inibem a ligagdo de NGF a TrkA
e/ou p75, tal como & descritc na publicagdo PCT n.° WO
98/17278. 0Os exemplos adicionais de compostos inibidores de

NGF incluem os compostos descritos nas publicag¢des PCT n.”



53

WO 02/17914 e WO 02/20479, e nas patentes dos Estados
Unides n.°® 5.342.942; 6.127.401; e 6.359.130. Os compostos
inibidores de NGF exemplares adicionais sac compostos Jue
sao 1nibidores competitivos de NGF. Veja-se a patente dos
Estados Unidos n.° 6.291.247. Além disso, um perito na
especialidade pode preparar outros compostos inibidores de
NGF de moléculas peguenas.

Um composto inibidor de NGF pode ser ligado a NGF. Os
sitios de selecgdo como alvo (ligacdo) exemplares incluem,
mas nado sao limitados a, a parte do NGF que se liga ao
receptor TrkA e/ou receptor p75, e aquelas partes do NGF
gue sdo adjacentes a regido de ligagdo ao receptor e que
sdo responsavels, em parte, da conformacdo tridimensional
correcta da parte de ligagdo ao receptor. Em outra forma de
realizag¢do, um composto inibidor de NGF liga-se a um
receptor de NGF (tal como TrkA e/ou p7b) e inibe uma
actividade bioldégica de NGF. 0Os sitiocs de selecgdo como
alvo exemplares incluem aquelas partes de TrkA e/ou p75 gue
se ligam a NGF.

Uma molécula pequena pode ter um peso molecular de
aproximadamente qualquer de 100 dalton a 20.000 dalton, de
500 dalton a 15.000 dalton ou de 1000 dalton a 10.000
dalton. Estdo comercialmente disponiveis bibliotecas de
moléculas pequenas. As moléculas pequenas podem ser
administradas utilizando qualquer meio conhecido na
técnica, incluindo inalagdo, por via intraperitoneal, por
via intravenosa, por via intramuscular, por via subcuténea,
por via intratecal, por via intraventricular, por via oral,
por via entérica, por via parentérica, por via intranasal,
ou por via dérmica. Em geral, guando o antagonista de NGF
de acordo com a invengdo ¢ uma molécula pequena, sera
administrado a taxa de (0,1 mg/kg a 300 mg/kg do peso do
paciente dividido em de uma a trés ou mais dose. Para um
paciente adulto de peso normal, podem ser administradas

doses que variam entre 1 mg e 5 g por dose.
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Um antagonista de NGF pode ser pelo menos um analogo
estrutural de NGF. O0Os “analogos estruturais de NGF”
referem-se a compostos que tém uma estrutura tridimensional
similar como parte da de NGF e que podem ser ligados a um
receptor de NGF em condi¢des fisioldgicas in vitro ou in
vivo, em que a ligagdc inibe pelo menos parcialmente uma
actividade bioldgica de NGF. Numa forma de realizagdo, um
andlogo estrutural de NGF pode ser ligado a um receptor
TrkA e/ou um receptor p75. Os andlogos estruturais de NGF
exemplares incluem, mas ndc sdo limitados a, os péptidos
biciclicos descritos na publicagdo PCT n.° WO 97/15593; os
péptidos biciclicos descritos na patente dos Estados Unidos
n.° 6.291.247; os compostos ciclicos descritos na patente
dos Estados Unidos n.° 6.017.878; e péptidos derivados de
NGF descritos na publicagdo PCT n.° WO 89/09225. Também
podem ser desenhados e sintetizados andlogos estruturais de
NGF adequados através de modelagem molecular de ligacgdo
NGF-receptor, por exemplo, por meio do método descrito na
publicacdo PCT n.° WO 98/06048. Os anadlogos estruturais de
NGF podem ser mondmeros ou dimeros/oligdmeros em qualguer
combinacdo desejada das estruturas iguais ou diferentes
para obter efeitos biloldgicos e afinidades melhorados.

Umn antagonista de NGF pode ser pelo menos um mutante
negativo dominante do receptor TrkA e/ou receptor p75. Um
perito na especialidade pode preparar mutantes negativos
dominantes de, por exemplo, © receptor TrkA de maneira que
0 receptor se unird ao NGF e, portanto, actuard como um
“escoadouro” para capturar 0s NGF. 0Os mutantes negativos
dominantes, no entanto, nao terdo a bicactividade normal do
receptor TrkA apds a ligagdo a NGF. Os mutantes negativos
dominantes exemplares incluem, mas ndo sao limitados a, o0s
mutantes descritos nas seguintes referéncias: Li et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1998, 95,10884; Eide et al., J.
Neurosci., 1996, 16, 3123; Liu et al,, J. Neurosci 1997, 17,
8749; Klein et al., Cell 1990, ol, 647; Valenzuela et al.,
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Neuron 1993, 10, 963; Tsoulfas et al., Neuron 1993, 10,
975; e Lamballe et al., EMBO J. 1993, 12, 3083. Os mutantes
negativos dominantes podem ser administrados em forma de
proteina ou em forma de um vector de expressdo de maneira
gue o mutante negativo dominante, por exemplo, receptor
TrkA mutante, expressa-se in vivo. A proteina ou o vector
de expressdo pode ser administrado utilizando gqualguer meio
conhecido na técnica, tal como por via intraperitoneal, por
via intravenosa, por via intramuscular, por via subcuténea,
por via intratecal, por via intraventricular, por via oral,
por via entérica, por via parentérica, por via intranasal,
por via dérmica ou por meio de inalagdc. Por exemplo, a
administragdo de vectores de expressdo inclui administracgdo
local ou sistémica, incluindo injecg¢do, administracdo oral,
administragdo por cateter ou por pistola genética, e
administragdo tépica. Um perito na especialidade esta
familiarizado com a administracgdo de vectores de expressdo
para obter a expressdo de uma proteina exdgena in vivo.
Veja-se, por exemplo, as patentes dos Estados Unidos n.™
6.436.908; 6.413.942; e 6.376.471,

Também pode ser utilizada a administrag¢do seleccionada
como alvo de composigdes terapéuticas que contém um
polinucledtido anti-sense, vector de expressao ou
polinucledtidos subgenémicos. Sao descritos técnicas de
administracdo de ADN mediadas por receptor em, por exemplo,
Findeis et al., Trends Biotechnol. (1993) 11:202; Chiou et
al., Gene Therapeutics: Methods And Applications Of Direct
Gene Transfer (J.A. Wolff, ed.) (1994); Wu et al., J. Biol.
Chem. (1988) 263:621; Wu et al., J. Biol. Chem. (1994)
269:542; Zenke et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA (1990)
87:3655; Wu et al., J. Biocl. Chem. (1991) 266:338. Sao
administradas composig¢des terapéuticas que contém um
polinucledtido num intervalo de aproximadamente 100 ng a
aproximadamente 200 mg de ADN para a administracdo local

num protocolo de terapia génica. Também podem ser
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utilizados 1intervalos de concentragcdo de aproximadamente
500 ng a aproximadamente 50 mg, de aproximadamente 1 pug a
aproximadamente 2 mg, de aproximadamente 5 ng a
aproximadamente 500 pg, e de aproximadamente 20 pg a
aproximadamente 100 pg de ADN ou mais durante o protocolo
de terapia génica. 0Os polipéptidos e polinucledtidos
terapéuticos podem ser administradas utilizando portadores
de administracdo de genes. O portador de administracgdo de
genes pode ser de origem viral ou ndoc viral (veja-se
geralmente, Jolly, Cancer Gene Therapy (1994) 1:51; Kimura,
Human Gene Therapy (1994) 5:845; Connelly, Human Gene
Therapy (1995) 1:185; e Kaplitt, Nature Genetics (1994)
6:148). A expressdo de tais sequéncias codificantes pode
ser induzidas wutilizando potenciadores e/ou promotores
heterdlogos ou de mamifero enddgenocs. A expressdo da
sequéncia codificante pode ser constitutiva ou regulada.
Conhecem-se bem na técnica vectores a base de virus
para a administragdo de um polinucledétido desejado e a
expressdo numa célula desejada. 0s portadores a Dbase de
virus exemplares incluem, mas ndo sdo limitados a,
retrovirus recombinantes (veja-se, por exemplo, as
publicag¢des PCT n.°° WO 90/07936; WO 94/03622; WO 93/25698;
WO 93/25234; WO 93/11230; WO 93/10218; WO 91/02805; as
patentes dos Estados Unidos n.”® 5.219.740 e 4.777.127; a
patente GB n.° 2.200.651; e a patente EP n.° 0 345 242),
vectores a base de alfavirus (por exemplo, vectores de
virus Sindbis, vectores de virus da floresta de Semliki
(ATCC VR-67; ATCC VR-1247), virus do rio Ross (ATCC VR-
373; ATCC VR-1246) e virus de encefalite equina venezuelana
(ATCC VR-923; ATCC VR-1250; ATCC VR 1249; ATCC VR-532)), e
virus adencassociado  (VAA) (veja-se, por exemplo, as
publicagdes PCT n.°° WO 94/12649, WO 93/03769; WO 93/19191;
WO 94/28938; WO 95/11984 e WO 95/00655). Também pode ser
empregado a administragdo de ADN wunido a adenovirus

inactivado tal como é descrito em Curiel, Hum. Gene Ther.
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(1992) 3:147.

Também podem ser empregadcos métodos e portadores de
administracdo nao viral, incluindo, mas nao limitados a,
ADN condensado policatidénico wunidc ou ndc unido a
adenovirus inactivado sozinho (veja-se, por exemplo,
Curiel, Hum. Gene Ther. (1992) 3:147); ADN unido a ligando
(veja-se, por exemplo, Wu, J. Biol. Chem. (1989)
264:16985); células de portadores de administracgdo de
célula eucariota (veja-se, por exemplo, a patente dos
Estados Unidos n.° 5.814.482; as publicacgdes PCT n.°® WO
95/07994; WO 96/17072; WO 95/30763; e WO 97/42338) e
neutralizacdo ou fusdo de carga nucleica com membranas
celulares. Também se pode utilizar ADN nu. S3do descritos
métodos de introdugdo de ADN nu exemplares na publicacdo
PCT n.° WO 90/11092 e na patente dos Estados Unidos n.°
5.580.859. S&8o0 descritos lipossomas que podem actuar como
portadores de administragido de genes na patente dos Estados
Unidos n.° 5.422.120; as publicag¢l®es PCT n.”® WO 95/13796;
WO 94/23697; WO 91/14445; e a patente EP n.° 0524968. Sdo
descritos enfoques adicionais em Philip, Mol. Cell Biol.
(1994) 14:2411, e em Woffendin, Proc. Natl. Acad. Sci.
(1994) 91:1581.

Também é evidente que pode ser utilizada um vector de
expressado para a expressdo directa de qualquer dos
antagonistas de NGF a base de proteinas descritos no
presente documento (por exemplo, anticorpo anti-NGF,
imuncadesina de TrkA, etc.). Por exemplo, conhecem-se na
técnica outros fragmentos de receptor TrkA que podem
bloguear (bloqueio desde parcial até completo) NGF e/ou uma
actividade bioldgica de NGF.

Un antagonista de NGF pode ser pelo menos uma
imuncadesina de TrkA. As imunocadesinas de TrkA tal como sd0
utilizadas no presente documento referem-se a moléculas
guiméricas soluveis gque compreendem o dominio extracelular

de um receptor TrkA e uma sequéncia de imunoglobulina, que
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conserva a especificidade de 1ligacdo do receptor TrkA
(substancialmente conserva a especificidade de ligacao do
receptor trkA) e pode ser ligado a NGF.

Conhecem-se na técnica imunocadesinas de TrkA e foi
encontrado que bloqueiam a ligacdo de NGF ao receptor TrkA.
Veja-se, por exemplo, a patente dos Estados Unidos n.°
6.153.189. Brennan et al. notificam a administracdo de
imuncadesina de TrkA num modelo de rato de dor pds-—
cirurgica. Veja-se Society for Neuroscience Abstracts 24
(1-2) 880 (1998). A imunocadesina de TrkA pode compreender
uma fusdo de uma sequéncia de amincacidos do receptor TrkA
(ou uma parte da mesma) a partir do dominic extracelular de
TrkA que pode ser ligado a NGF (em algumas formas de
realizagdo, uma sequéncia de aminocdcidos que conserva
substancialmente a especificidade de ligagdo do receptor
trkA) e uma sequéncia de imunoglcobulina. O receptor TrkA
pode ser uma sequéncia de receptor TrkA humano, e a fusio ¢
com uma sequéncia de dominio constante de imunoglobulina. A
sequéncia de dominio constante de imunoglobulina pode ser
uma sequéncia de dominio constante de cadeia pesada de
imunoglobulina. A associag¢do de duas fusdes de cadeia
pesada de imunoglobulina-receptor TrkA (por exemplo, por
meio de ligagdo covalente por meio de ponte(s) dissulfeto)
pode resultar numa estrutura de tipo imunoglobulina
homodimérica. Uma cadeia leve de imunoglobulina pode ser
associada adicionalmente a uma ou ambas das guimeras de
receptor TrkA-imunoglobulina no dimero com ponte dissulfeto
para proporcionar uma estrutura homotrimérica ou
homotetramérica. Os exemplos de imuncadesinas de TrkA
adequadas incluem as descritas na patente dos Estados
Unidos n.? 6.153.189.

Um antagonista de NGF pode ser pelo menos um anticorpo
anti-TrkA que pode Dblogquear, suprimir, modificar e/ou
reduzir a interaccdo fisica de NGF com o receptor TrkA e/ou

sinalizagdo a Jjusante, por meio do qual se reduz e/ou
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bloqueia uma actividade bioldgica de NGF. Conhecem-se na
técnica anticorpos anti-TrkA. Os anticorpos anti-TrkA a
modos de exemplo incluem os descritos nas publicagdes PCT
n.”” WO 97/21732, WO 00/73344, WO 02/15924, e a publicacao
dos Estados Unidos n.° 20010046959.

Un antagonista de NGF pode ser pelo menos um anticorpo
anti-p75 que ©pode Dbloguear, suprimir e/ou reduzir a
interacgdo fisica de NGF com © receptor p75 e/ou
sinalizagdo a Jjusante, por meio do qual se reduz e/ou
blogueia uma actividade bioldgica de NGF.

Um antagonista de NGF pode ser pelo menos um inibidor
de quinase que pode inibir a sinalizacdao de quinase a
jusante associada a actividade de receptor TrkA e/ou p75.
Um inibidor de quinase exemplares é K252a ou K252b, que é
conhecido na técnica e ¢é descrito em Knusel et al., J.
Neurochem, 59:715-722 (1992); Knusel et al.,, J.
Neurochemistry 57:955-962 (1991); Koizumi et al., J.
Neuroscience 8:715-721 (1988); Hirata et al., Chemical
Abstracts 111:728, XP00204135, veja-se abstract e 12th
Collective Chemical Substance Index, pag. 34237, c. 3 (5-
7), 55-60, 66-69), pag. 34238, c.l (41-44), c.2 (25-27, 32-
33), pag. 3423, c.3 (48-50, 52-53); e patente dos Estados
Unidos n.° 6.306.849.

Espera-se que varias outras categorias de antagonistas
de NGF sejam identificadas se o médico as busca.
Tdentificacdo de anticorpos anti-NGF e outros antagonistas
de NGF

Podem ser identificados ou ser caracterizados
anticorpos anti-NGF e outros antagonistas de NGF utilizando
métodos conhecidos na técnica, por meio dos quais ¢é
detectado e/ou medido uma reducgdo, melhora ou neutralizacgio
de uma actividade bioldgica de NGF. Por exemplo, pode ser
utilizado um ensaio de activagdo de receptor de quinase
os

(KIRA) descrito nas patentes dos Estados Unidos n.

5.766.863 e 5.891.650, para identificar antagonistas de
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NGF. Este ensaio tipo ELISA ¢ adequado para a medicdo
qualitativa ou quantitativa de activac¢do de quinase medindo
a autofosforilagdo do dominio quinase de uma proteina
receptora tirosina quinase (a seguir no presente documento
“rPTK"), por exemplo receptor TrkA, assim como também para
a ldentificagdo e caracterizacdo de possiveis antagonistas
de uma rPTK seleccionada, por exemplo, TrkA. A primeira
etapa do ensaio implica a fosforilacdo do dominio quinase
de um receptor de guinase, por exemplo, um receptor TrkAa,
estando presente o0 receptor na membrana celular de uma
célula eucariota. O receptor pode ser um receptor enddgeno
ou Aacido nucleico que <codifica o receptor, ou uma
construgdo de receptor, pode ser transformado na célula.
Normalmente, uma primeira fase sélida (por exemplo, um pPoOgo
de uma primeira placa de ensaio) ¢é recoberta com uma
populacdo substancialmente homogénea de tais c¢élulas
(normalmente uma linha de células de mamifero) de modo que
as células se aderem a fase sdélida. Com frequéncia, as
células sdo aderentes e desse modo aderem-se de maneira
natural a primeira fase sdélida. Se ¢é utilizadc uma
“construgdo de receptor”, normalmente compreende uma fusao
de um receptor de quinase e um polipéptido flag. O
polipéptido flag é reconhecido pelo agente de captura, com
frequéncia um anticorpo de captura, na parte ELISA do
ensaio. Entdo ¢ adicionado um analito, tal como um
anticorpo anti-NGF candidato ou ocutros antagonistas de NGF,
junto com NGF aocs pogos gue tém as células aderentes, de
maneira que o receptor de tirosina guinase (por exemplo
receptor TrkA) é exposto a (ou contacta com) NGF e o
analito. Este ensaio permite a identificacao de anticorpos
(ou outro antagonistas de NGF) que inibem a activag¢do de
TrkA por meio de seu ligando NGF. Apds a exposigdo a NGF e
0 analito, as células de adesdo sdoc solubilizadas
utilizando um tampdo de 1lise (que ftem um detergente de

solubilizagdo no mesmo) e agitacdo suave, liberando desse



61

modo © lisado celular gque pode ser submetido a parte ELISA
do ensaio directamente, sem a necessidade de concentraciao
ou clarificacdo do lisado celular.

O lisado celular assim preparado estd pronto entdo
para ser submetido a etapa ELISA do ensalo. Como primeira
etapa na etapa ELISA, uma segunda fase sdélida (normalmente
um pogo de uma placa de microtitulagdo de ELISA) ¢
recoberta com um agente de captura (com frequéncia um
anticorpo de captura) gque se liga especificamente ao
receptor de tirosina quinase, ou, no casc de uma construcgdo
de receptor, ao polipéptido flag. O recobrimento da segunda
fase s6lida é levada a cabo de modo que ¢ agente de captura
se adere &a segunda fase s6lida. O agente de captura é
geralmente um anticorpo monoclonal, mas, tal como ¢é
descrito nos exemplos no presente documento, também podem
ser utilizados anticorpos policlonais. Entdo €& exposto o
lisado celular obtido a, ou contacta com, o agente de
captura de adesdo de modo que o receptor ou construcgdo de
receptor se adere a (ou se captura em) a segunda fase
s6lida. Entdo é levada a cabo uma etapa de lavagem, de modo
gue o lisado celular nd3o ligado ¢é eliminado, deixando a
construgdo de receptor ou receptor capturado. A construgdo
de receptor ou receptor capturado ou de adesdo é exposto
entdo a, ou contacta com, um anticorpo anti-fosfotirosina
que identifica residuocs de tirosina fosforilada no receptor
de tirosina quinase. Numa forma de realizacdoc, o anticorpo
anti-fosfotirosina esté conjugado (directa ou
indirectamente) com uma enzima que catalisa uma mudancga de
cor de um reagente corante nao radioactivo. Por
conseguinte, a fosforilagcado do receptor pode ser medida por
uma mudan¢a de cor posterior do reagente. A enzima pode ser
ligada ao anticorpo anti-fosfotirosina directamente, ou uma
molécula de conjugagdo (por exemplo, biotina) pode ser
conjugada com o anticorpo anti-fosfotirosina e a enzima

pode ser ligada posteriormente ao anticorpo anti-
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fosfotirosina por meio da molécula de conjugacgao.
Finalmente, a ligacdo do anticorpo anti-fosfotirosina &
construcdo de receptor ou receptor capturado é medida, por
exemplo, por uma mudanga de cor no reagente corante.

Os antagonistas de NGF também podem ser identificados
incubando um agente candidato com NGF e monitorizando
qualquer uma ou mais das seguintes caracteristicas: (a)
ligacdo a NGF; (b) inibicdc de actividade bicldégica de NGF
ou vias a Jusante mediadas por meic da fungdo de
sinalizacdo de NGF; (c) inibicdo, bloqueio ou reducgdo de
activacdo de receptor de NGF (incluindo a autofosforilacdo
e/ou dimerizacdo de TrkA); (d) aumento da depuracdo de NGF;
(e) tratamento ou prevengdo de qualquer aspecto da dor pods-—
cirdrgica; (f) inibig¢do (redugdo) da sintese, produgdo ou
libertacdo de NGF; (g) potenciac¢do da recupera¢do a partir
de cirurgia. Em algumas formas de realizagdo, um
antagonista de NGF ¢ identificado incubando um agente
candidato com NGF e monitorizando a ligacdo e a reducdo ou
neutralizacdo associada de uma actividade bioldgica de NGF.
0 ensaio de ligacdo pode ser realizado com polipéptido(s)
de NGF purificado(s), ou com células que expressam de
maneira natural, ou transfectadas para expressar,
polipéptido(s) de NGF. Numa forma de realiza¢do, © ensaio
de ligagdo é um ensaio de ligagdo competitivo, em gque é
avaliada a capacidade de um anticorpo candidato para
competir com um antagonista de NGF conhecido pela ligacdo a
NGF. O ensaic pcde ser realizado em diversos formatos,
incluindo o formato ELISA. Em outras formas de realizacéo,
um antagonista de NGF é identificado incubando um agente
candidato com NGF e monitorizando a inibicdo associada da
autofosforilacgdo e/ou dimerizagdo do receptor TrkA.

Apdés a identificacdo inicial, a actividade de um
antagonista anti-NGF  candidato  pode ser confirmada
adicionalmente e ser aperfeigoada por meio de biocensaios,

conhecidos para testar as actividades bioldgicas
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seleccionadas como alvo. Alternativamente, podem ser
utilizados bioensaios para seleccionar candidatos
directamente. Por exemplo, NGF promove varias mudancas
morfologicamente reconheciveis em células de resposta.
Estes incluem, mas nadoc sdo limitados a, promover a
diferenciagdo de células PC 12 e potenciar o crescimento de
neuritos a partir destas células (Urfer et al., Biochem.
36:4775-4781 (1997); Tsoulfas et al., Neuron 10:975-990
(1993)), promover o crescimento de neuritos a partir de
explantes de ganglios simpdticos e sensoriais de resposta
(Levi—Montalcini, R. e Angeletti, P. Nerve growth factor.
Physiol. Rev. 48, 534-569, 1968) e promover a sobrevivéncia
de neurdnios dependentes de NGF tais como neurdénios de
ganglio de raiz dorsal embriondrio, ganglic trigeminal ou
ganglio simpdtico (por exemplo, Chun & Patterson, Dev.
Biocl. 75:705-711, (1977); Buchman & Davies, Development
118:989-1001, (1993). Portanto, o ensaioc para determinar a
inibigédo da actividade bioldégica de NGF envolve cultivar
células de resposta a NGF com NGF mais um analito, tal como
um anticorpo anti-NGF candidato e um antagonista de NGF
candidato. Apds um tempo apropriado sera submetida a ensaio
a resposta celular (diferenciagdo celular, crescimento de
neuritos ou sobrevivéncia celular).

A capacidade de um antagonista de NGF candidato para
bloquear ou neutralizar uma actividade bioldgica de NGF
também pode ser avaliada monitorizando a capacidade do
agente candidato para inibir a sobrevivéncia mediada por
NGF no biocensaio de sobrevivéncia de géanglios de raiz
dorsal de rato embricnaria tal como é descrito em Hongo et
al., Hybridoma 19:215-227 (2000).

Composigdes para a utilizag¢do nos métodos da invengdo

As composicgdes usadas nos métodos da invencdo
compreendem uma quantidade eficaz de um anticorpo anti-NGF,
e, em algumas formas de realizacdo, compreendem além disso

um excipiente farmaceuticamente aceitavel. Em algumas
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formas de realizag¢do, a composicdo é para a utilizacgdo em
gualguer dos métodos descritos no presente documento.
Também sdoc descritos exemplos de tais composigdes, assim
como também como sdo formuladas, numa secg¢do anterior e a
seguir. Numa forma de realizacdo, a composigdo compreende
um anticorpo anti-NGF. Em outra forma de realizagdo, a
composigao compreende um ou mals antagonistas de NGE. Em
coutra forma de realizacdo, a composigdo compreende um ou
mais antagonistas de NGF seleccionados de um qualguer ou
mais dos seguintes: um antagonista (por exemplo, um
anticorpo) que se liga a (interage fisicamente com) NGF, um
antagonista que se liga a um receptor de NGF (tal como um
receptor TrkA e/ou p75), e um antagonista que reduz (impede
e/ou blogueia) a sinalizacgdo do receptor de NGF a jusante.
Ainda em outras formas de realizagdo, a composigdo
compreende cqualquer antagonista de NGF que nao seja uma
imuncadesina de Trka& (isto é, diferente de uma imunocadesina
de TrkA). Em outras formas de realizacdo, a composicédo
compreende qualquer antagonista de NGF que seja diferente
de um anticorpo anti-NGF. Ainda em outras formas de
realizacdo, a composicac compreende qualguer antagonista de
NGF que seja diferente de uma imuncadesina de TrkA e
diferente de um anticorpo anti-NGF. Em outras formas de
realizagdo, um antagonista de NGF inibe (reduz) a sintese,
producdo ou libertagdo de NGF. Em algumas formas de
realizacdo, o antagonista de NGF liga-se a NGF e ndo reage
de maneira cruzada significativamente com neurotrofinas
relacionadas (tais como NT3, NT4/5 e/ou BDNF). Em algumas
formas de realizacdc, o©o antagonista de ©NGF naoc esta
associado a uma resposta imune adversa. Em algumas formas
de realizag¢do, o antagonista de NGF ¢é seleccionado do grupo
gue consiste em um anticorpo anti-NGF, uma molécula anti-
sense dirigida frente a um NGF (incluindo uma molécula
anti-sense dirigida frente a um &cido nucleico que codifica

NGF), uma molécula anti-sense dirigida frente a um receptor
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de NGF (tal como TrkA e/ou p75), um composto inibidor de
NGF, um analogo estrutural de NGF, uma mutagdo negativa
dominante de um receptor TrkA gque se liga a um NGF, uma
imuncadesina de TrkA, um anticorpo anti-TrkA, um anticorpo
anti-p75 e um inibidor de quinase. Em outra forma de
realizagdo, o antagonista de NGF é um anticorpo anti-NGF.
Em outras formas de realizagdo, o anticorpo anti-NGF
reconhece NGF humanco. Em algumas formas de realizacgdo, o
anticorpo anti-NGF ¢ humano. Ainda em outras formas de
realizacdo, o anticorpo anti-NGF estd humanizado (tal como
anticorpo E3 descrito no presente documento). Ainda em
outra forma de realizacdo, o anticorpo anti-NGF compreende
uma regido constante gque ndo provoca uma resposta imune nao
desejada ou n&o esperada, tal como a lise mediada por
anticorpo ou ADCC. Em outras formas de realizagdo, o
anticorpo anti-NGF compreende wuma ou mais CDR(s) de
anticorpo E3 (tal como uma, dois, trés, quatro, cinco, ou,
em algumas formas de realizacdo, todas as sels CDR de E3).

Entende-se que as composi¢des podem compreender mais
de um antagonista de NGF. Por exemplo, uma composicac pode
compreender mais de um membro de uma classe de antagonista
de NGF (por exemplo, uma mistura de anticorpos anti-NGF que
reconhecem diferentes epitopos de NGF), assim como também
membros de diferentes classes de antagonistas de NGF (por
exemplo, um anticorpo anti-NGF e um composto inibidor de
NGF) . Outras composicBes exemplares compreendem mais de um
dos anticorpos anti-NGF que reconhecem 0(s) mesmo(s)
epitopo(s), diferentes espécies de anticorpos anti-NGF que
se ligam a diferentes epitopos de NGF, ou diferentes
compostos inibidores de NGF.

A composi¢do usada na  presente inveng¢ao pode
compreender além disso portadores, excipientes ou
estabilizadores farmaceuticamente aceitdveis (Remington:
The Science and Practice of Pharmacy 20% Ed. (2000)

Lippincott Williams and Wilkins, Ed. K. E. Hoover.), em
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forma de formulacdes liofilizadas ou soluc¢des aquosas. 0s
portadores, excipientes ou estabilizadores aceitdaveis néo
sSao toxicos para 0s receptores nas dosagens e
concentracdes, e podem compreender tampdes tals como
fosfato, citrato, e outros acidos organicos; antioxidantes
incluindo &acido ascdédrbico e metionina; conservantes (tais
como cloreto de octadecildimetilbenzilaménio; cloreto de
hexametonio; cloreto de benzalcdnio, cloreto de benzetdnio;
fenol, &lcocl butilico ou benzilico; alguilparabenos tal
como metil ou proprilparabeno; catecol; resorcinol;
ciclohexanol; 3-pentancl; e m-cresol); polipéptidos de
baixo peso molecular (menos de aproximadamente 10
residuos); proteinas, tails como albumina sérica, gelatina
ou imunoglobulinas; polimercs  hidréfileos  tais  como
polivinilpirrolidona; aminoacidos tais como glicina,
glutamina, asparagina, histidina, arginina ou lisina;
monossacaridos, dissacaridos e outros hidratos de carbono
incluindo glicose, manose ou dextranos; agentes gquelantes
tais como EDTA; acgucares tals como sacarose, manitol,
trehalose ou sorbitol; contra-ides formadores de sal tais
como sodio; complexos metdlicos (por exemplo complexos de
Zn-proteina); e/ou tensiocactivos ndo idénicos tais como
TWEEN™,  PLURONICS™ ou polietilenoglicol  (PEG). Sao
descritos adicionalmente no presente documento excipientes
farmaceuticamente aceitaveis. O antagonista de NGF e
composicBes do mesmo também podem ser utilizada
conjuntamente com outros agentes gue servem para potenciar
e/ou complementar a eficadcia dos agentes.
Kits

Os kits da invencdo incluem um ou mais recipientes que
compreendem um anticorpo anti-NGF (tal como anticorpo
humanizado E3 descrito no presente documento), e em algumas
formas de realizagdo, compreendem além disso instrugdes
para a utilizacdoc de acordo com qualquer dos métodos da

invengdo descritos no presente documento. Em alguma forma
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de realizacdo, o kit compreende um anticorpo anti-NGF (tal
como anticorpo E3 descrito no presente documento). Em
outras formas de realizacdo, o kit compreende um anticorpo
ant1-NGF que compreende um ou mails CDR(s) de anticorpo E3
(tal como uma, dois, trés, quatro, c¢inco, ou, em algumas
formas de realizagdo, todas as seis CDR de E3). Em algumas
formas de realizagdo, estas instrugdes compreendem uma
descrigdo da administracdo do antagonista de NGF para
tratar, melhorar ou prevenir a dor pds-cirurgica de acordo
com qualquer dos métodos descritos no presente documento. O
kit pode compreender &além disso uma descrigdo da selecgédo
de um individuo adequado para o tratamento baseando-se em
identificar se esse individuo tem dor pds-cirurgica ou se o
individuo estd em risco de dor pés-cirurgica. Ainda em
outras formas de realizag¢do, a instru¢do compreende uma
descrigdo da administragcdoc de um antagonista de NGF para
tratar, prevenir e/ou melhorar a dor pds-cirurgica. Ainda
em outras formas de realizacdo, as instrucdes compreendem
uma descricdo da administracdo de um antagonista de NGF a
um individuo em risco de dor pds-cirtrgica.

As 1instrucbes em relagdoc com a utilizacdoc de um
anticorpo anti-NGF geralmente incluem informag¢do em quanto
a dosagem, programa de dosagem e via de administracdoc para
0 tratamento pretendido. Os recipientes podem ser doses
unitarias, embalagens a granel (embalagens de multiplas
doses) ou dose sub-unitarias. As instrucgdes fornecidas nos
kits da invencdc sdo instrucBes normalmente escritas numa
etiqueta ou prospecto (por exemplo, uma folha de papel
incluida no kit), mas também sdoc aceitdveis instrucdes
legiveis por méquina (por exemplo, instrucgdes suportadas
num disco de armazenamento o6ptico ou magnético).

A etiqueta ou o prospecto indica que a composigdo é
utilizada para tratar, melhorar e/ou prevenir a dor pds-
cirurgica. Podem ser proporcionadas instrugdes para pdr em

pratica gualquer dos métodos descritos no presente
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documento.

Os kits desta invengdo estdo em embalagens adequadas.
As embalagens adequadas incluem, mas nao sd3o limitadas a,
viais, frascos, garrafas, embalagens flexiveis (por
exemplo, bolsas de plastico ou Mylar seladas), e similares.
Também contemplam-se embalagens para a utilizacido em
combinagdo com um dispositivo especifico, tais comc um
inalador, dispositivo de administracdo nasal (por exemplo,
um atomizador) ou um dispositivo de infusdo tal como uma
minibomba. Um kit pode ter um orificio de acesso estéril
(por exemplo, o recipiente pode ser uma bolsa de solugao
intravenosa ou um vial que tem uma tampa que pode ser
furada por meio de uma agulha de injecc¢do hipodérmica). O
recipiente também pode ter um orificio de acesso estéril
(por exemplo, © recipiente pode ser uma bolsa de solugdo
intravenosa ou um vial que tem um tampa que ser furada por
meio de uma agulha de injecgdo hipodérmica). Pelo menos um
agente activo na composigdo é um antagonista de NGF, tal
como um anticorpo anti-NGF. O recipiente pode compreender
além disso um segundo agente farmaceuticamente activo.

Os kits podem proporcionar opcionalmente componentes
adicionails tais como tampdes e informacdo interpretativa.
Normalmente, o kit compreende um recipiente e uma etiqueta
ou prospecto(s) em ou associados ao recipiente.

Administracdo de wum anticorpo anti-NGF e avaliagdo do

tratamento

O anticorpo anti-NGF pode ser administrado a um
individuo por meio de qualquer via adequada. Por exemplo, o
anticorpo anti-NGF pode ser administrado por via oral, por
via intravenosa, por via sublingual, por via subcuténea,
por via intra-arterial, por via intra-sinovial,
intravescicular (tal como por meio da bexiga), por via
intramuscular, por via intracardiaca, por via
intratoréacica, por via intraperitoneal, por via

intraventricular, por via sublingual, por meio de inalacdo,
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por meio de supositdrio e por via transdérmica. Podem ser
administrada por via oral, por exemplo, em forma de
comprimidos, trociscos, céapsulas, elixires, suspensdes,
xXaropes, Obreias, chupa-chupa, goma para mascar ou
similares preparados por meio de métodos reconhecidos na
técnica. Deveria ser evidente para um ©perito na
especialidade que o©os exemplos descritos no presente
documento ndo pretendem ser limitativos mas que séo
ilustrativos das técnicas disponiveis.

Por conseguinte, em algumas formas de realizacdo, o0
anticorpo anti-NGF ¢ administrado a um individuo de acordo
com métodos conhecidos, tais Como administracao
intravenosa, por exemplo, como bdlus ou por meio de infusdo
continua ao longo de um periocdo de tempo, por meio de vias
intramuscular, intraperitoneal, intra-cérebro-espinhal,
subcutanea, intra-articular, intra-sinovial, intratecal,
oral, de inalacdo ou tépica. S3oc Uteis para a administracgdo
nebulizadores comercialmente disponiveis para formulagdes
liguidas, incluindo nebulizadores de jacto e nebulizadores
ultrassénicos. Podem ser nebulizadas directamente
formulacbes liquidas e pode ser nebulizado pd liofilizado
apds a reconstituigdo. Alternativamente, o anticorpo anti-
NGF pode ser administrado wvia aerossol wutilizando uma
formulag¢do de fluorocarbono ¢ um inalador de dose medida ou
ser inalada como pd moido e liofilizado.

Numa forma de realizagdo, um anticorpo anti-NGF é
administrado por meio de técnicas de administragdo local
direccionada ou especifica do sitio. 0s exemplos de
técnicas de administracdo local direccionada ou especifica
do sitio incluem diversas fontes de depdsito implantaveis
do antagonista de NGEF ou cateteres de administrag¢dao local,
tal como cateteres de infusdo, um cateter de drenagem ou um
cateter de agulha, enxertos sintéticos, envoltdrios
adventiciais, derivacdes e endoprdéteses ou outros

dispositivos implantaveis, portadores especificos do sitio,
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injec¢do directa ou aplicagdo directa. Veja—-se, por
exemplo, a publicagdo PCT n.° WO 00/53211 e a patente dos
Estados Unidos n.° 5.981.568.

Podem ser utilizadas diversas formulagdes de um
anticorpo anti-NGF para a administragdoc. Em algumas formas
de realizacgdo, um anticorpo anti-NGF pode ser administrado
puro. Em algumas formas de realizacgdo, o anticorpo anti-NGF
pode estar em diversas formulagdes, incluindo formulagles
gque compreendem um excipiente farmaceuticamente aceitével.
Conhecem-se na  técnica excipientes farmaceuticamente
aceitaveis, e sdo substancias relativamente inertes que
facilitam a administracao de uma substancia
farmacologicamente eficaz. Por exemplo, um excipiente pode
proporcionar forma ou consisténcia ou agir como diluente.
Os excipientes adequados incluem, mas ndo sao limitados a,
agentes estabilizantes, agentes humectantes e
emulsionantes, sais para variar a osmolaridade, agentes de
encapsulamento, tampdes e potenciadores da penetracdo na
pele. Sao expostos excipientes assim Como também
formulagbes para a administracdo de farmacos parentérica e
ndc parentérica em Remington, The Science and Practice of
Pharmacy 20@ Ed. Mack Publishing (2000).

Em algumas formas de realizagdo, estes agentes s3o
formulados para a administragdo por meio de injecgdo (por
exemplo, por via intraperitoneal, por via intravenosa, por
via subcutéanea, por via intramuscular, etc.). Por
conseguinte, estes agentes ©podem ser combinados com
portadores farmaceuticamente aceitdveis tais como solucéo
salina, solug¢do de Ringer, solucdo de dextrose e similares.
0 regime de dosagem particular, isto ¢, a dose, duracdo e
repeticgado, dependerd do individuo particular e o histodrico
médico do individuo.

Um anticorpo anti-NGF pode ser administrado utilizando
qualquer método adequado, incluindo por meio de injeccido

(por exemplo, por via intraperitoneal, por via intravenosa,
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por via subcuténea, por via intramuscular, etc.). Também
podem ser administrados anticorpos anti-NGF por meio de
inalacdo, tal como ¢é descrito no presente documento.
Geralmente, para a administragdo de anticorpos anti-NGF,
uma dosagem candidata inicial pode ser de aproximadamente 2
mg/kg. Para o propdsito da presente invengdo, uma dosagem
didria tipica poderia variar entre aproximadamente qualguer
de 3 ug/kg e 30 ug/kg e 300 ug/kg e 3 mg/kg, e 30 mg/kg e
100 mg/kg ou mais, Dependendo dos factores mencionados
anteriormente. Para administracdes repetidas ao longo de
varios dias ou mais, dependendo do estado, © tratamento ¢é
sustentado até que se produza uma supressdo desejada dos
sintcomas ou até que sejam conseguidos niveis terapéuticos
suficientes para reduzir a dor pds-cirurgica. Um regime de
dosagem exemplar compreende administrar uma dose inicial de
aproximadamente 2 mg/kg, seguida de uma dose de manutencgdo
semanal de aproximadamente 1 mg/kg do anticorpo anti-NGF,
ou seguida de uma dose de manutencdo de aproximadamente 1
mg/kg a cada outra semana. No entanto, podem ser TuUteis
outros regimes de dosagem, dependendo dc padrao de
diminuicido farmacocinética que o© médicc deseja alcancar.
Por exemplo, contempla-se a dosagem de uma-quatro vezes por
semana. A evolucdo desta terapia é monitorizada facilmente
por meio de técnicas e ensaios convencionais. O regime de
dosagem (incluindo o(s) antagonista(s) de NGF
vtilizados(s)) pode variar ao longo do tempo.

Em geral, quando ndo ¢ um anticorpo, um antagonista de
NGF pode ser administrado (em algumas formas de realizacgdo
comparativas) a taxa de aproximadamente 0,1 mg/kg a 300
mg/kg do peso do paciente dividido em de uma a trés doses,
ou tal como é reveladc no presente documento. Em algumas
formas de realizag¢do, para um paciente adulto de peso
normal, podem ser administradas doses dque variam entre
aproximadamente 0,3 mg/kg e 5,00 mg/kg. O regime de dosagemn

particular, isto ¢, a dose, duragdo e repeticgdo, dependera
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do individuo particular e o histdérico médico do individuo,
assim como também as propriedades dos agentes individuais
(tais como a semivida do agente e outras considerag¢des bem
conhecidas na técnica).

Para o propdsito da presente 1invengdo, a dosagem
apropriada de um anticorpo anti-NGF dependerd do(s)
anticorpo(s) anti-NGF (ou composicgdes dos mesmos)
empregados, o tipc e a gravidade da dor a ser tratada, se o
agente ¢ administrado para propdsitos terapéuticos ou
preventivos, terapia prévia, o  histdérico <c¢linico do
paciente e a resposta ao agente, e o critério do médico
responsavel. Normalmente o médico administrard um anticorpo
anti-NGF, até gue seja alcancada uma dosagem que consiga o
resultado desejado.

As consideragdes empiricas, tais como semivida,
geralmente contribuirdo a determinacdc da dosagem. Por
exemplo, podem ser utilizados anticorpos que sdo
compativeis com o sistema imune humano, tais como
anticorpos humanizados ocu anticorpos completamente humanos,
para prolongar a semivida do anticorpo e para evitar que o
anticorpo seja atacado pelo sistema imune hospedeiro. A
frequéncia de administracgdo pode ser determinada e ajustada
ao longo do curso da terapia, e geralmente baseia-se, mas
nadoc necessariamente, no tratamento e/ou supressdo e/ou
melhora e/ou atraso da dor. Alternativamente, podem ser
apropriadas formulagdes de libertagdo continua sustentada
de anticorpos anti-NGF. Conhecem-se na técnica diversas
formulagdes e dispositivos para conseguir a libertacédo
sustentada.

Numa forma de realizacgdo, podem ser determinadas
dosagens para um anticorpo anti-NGF empiricamente em
individuos aos que fol proporcicnada uma ou mais
administrag¢des de um anticorpo. Sao proporcionados a
individuos dosagens em incremento de um anticorpo anti-NGF.

Para avaliar a eficédcia de um anticorpc anti-NGF, pode ser
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seguido um indicador da dor.

A administracdo de um anticorpo anti-NGF de acordo com
0 método na presente invencdo pode ser continua ou
intermitente, dependendo, por exemplo, do estado
fisicldégico do receptor, se o propdsito da administracgdo é
terapéutico ou profildctico e outros factores conhecidos
pelos médicos peritos. A administragdo de wum anticorpo
anti-NGF pode ser essencialmente continua ao longo de um
pericdo de tempo pré-seleccionado ou pode ser numa série de
doses espacadas, por exemplo, ou antes, durante, ou depois
do desenvolvimento da dor; antes; durante; antes e depois;
durante e depois; antes e durante; ou antes, durante, e
depois do desenvolvimento da dor. A administragdo pode ser
antes, durante e/ou depois da ferida, incisdo, traumatismo,
cirurgia e qualquer outro evento que provavelmente provoca
a dor pds—cirtrgica.

Em algumas formas de realizacdo, podem estar presentes
mais de um antagonista de NGF, tal como um anticorpo. O
antagonista pode ser o mesmo ou diferente um do outro.
Podem estar presentes pelo menos um, pelo menos dois, pelo
menos  trés, pelo mencs guatro, pelo menos cinco
antagonistas de NGF diferentes. Geralmente, os antagonistas
de NGF tém actividades complementares gque ndo afectam de
maneira adversa entre si. Também podem ser wutilizados
antagonistas de NGF conjuntamente com outros agentes que
servem para potenciar e/ou complementar a eficédcia dos
agentes.

S840 preparadas formulacdes terapéuticas do anticorpo
anti-NGF utilizado de acordo com a presente inven¢ao para
armazenamento misturando um anticorpo que tem o© grau
desejado de pureza com portadores, excipientes ou
estabilizadores farmaceuticamente aceitdveis, opcionais
(Remington, The Science and Practice of Pharmacy 208 Ed.
Mack Publishing (2000)), em forma de formulacdes

liofilizadas ou solugbes aguosas. Os portadores,
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excipientes ou estabilizadores aceitaveis ndo sdo tdxicos
para os receptores nas dosagens e concentracdes empregadas,
e podem compreender tampdes tais como fosfato, citrato, e
outros 4acidos organicos; sals tais como cloreto de sdédio;
antioxidantes incluindo 4acido ascdrbico e metionina;
conservantes (tais como cloreto de
octadecildimetilbenzilaménio; cloreto de hexametodnio;
cloreto de Dbenzalcdénio, cloreto de bencetdnio; fenol,
dlcool butilico ou benzilico; alquilparabenos tais como
metil ou proprilparabeno; catecol; resorcinol;
ciclohexanol; 3-pentancl; e m-cresol); polipéptidos de
baixo peso molecular (menos de aproximadamente 10
residuos); proteinas, tails como albumina sérica, gelatina
ou imunoglobulinas; polimercs  hidréfileos  tais  como
polivinilpirrolidona; aminoacidos tais como glicina,
glutamina, asparagina, histidina, arginina ou lisina;
monossacaridos, dissacaridos e outros hidratos de carbono
incluindo glicose, manose ou dextrinas; agentes guelantes
tais como EDTA; acgucares tals como sacarose, manitol,
trehalose ou sorbitol; contra-ides formadores de sal tais
como sodio; complexos metdlicos (por exemplo complexos de
Zn-proteina); e/ou tensiocactivos ndo idénicos tais como

TWEEN™, PLURONICS™

ou polietilenoglicol (PEG).

S&0 preparados lipossomas que contém o anticorpo anti-
NGF por meio de métodos conhecidos na técnica, tal como ¢
descrito em FEpstein, et al., Proc. Natl. Acad Sci. USA
82:3688 (1985); Hwang, et al., Proc. Natl Acad Sci. USA
77:4030 (1980); e as patentes dos Estados Unidos n.”
4.485.045 e 4.544.545. Sao revelados lipossomas com aumento
do tempo de circulacdao na patente dos Estados Unidos n.°
5.013.556. Podem ser gerados lipossomas particularmente
Uteis por meio do método de evaporacdo em fase inversa com
uma composicdo lipidica que compreende fosfatidilcolina,
colesterol e fosfatidiletanolamina derivatizada de PEG

(PEG-PE). Os lipossomas sdo submetidos a extrusdo através
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de filtros de tamanho de poro definido para proporcionar
lipossomas com o didmetro desejado.

Os principios activos também podem estar incluidos em
microcapsulas preparadas, por exemplc, por meio de técnicas
de coacervagdo ou por meio de polimerizacdo interfacial,
por exemplo, microcapsulas de gelatina ou
hidroximetilcelulose e microcdpsulas de poli-(metacrilato
de metilo), respectivamente, em sistemas de administracéo
de farmacos coloidais (por exemplo, lipossomas,
microesferas de albumina, microcemulsdes, nanoparticulas e
nanocapsulas) ou em macroemulsdes. Tals técnicas séo
reveladas em Remington, The Science and Practice of
Pharmacy 20@ Ed. Mack Publishing (2000).

Podem ser preparadas preparacdes de libertacgéo
sustentada. Os exemplos adequados de preparagdes de
libertagdo sustentada incluem matrizes semipermedveis de
polimeros hidréfobos soélidos que contém o© anticorpo,
matrizes gque estdo em forma de artigos conformados, por
exemplo, peliculas, ou microcdpsulas. Os exemplos de
matrizes de 1libertacdo sustentada 1ncluem poliésteres,
hidrogéis (por exemplo, poli (metacrilato de 2-
hidroxietilo), ou poli(alcool wvinilico)), polilactidos
(patentes dos Estados Unidos n.° 3.773.919), copolimeros de
dcido L-glutémico e L-glutamato de 7-etilo, acetato de
etilenvinilo ndo degradavel, copolimeros de &cido lactico-
dcido glicédlico degradavel tais como LUPRON DEPOT™
(microesferas injectaveis compostas por copolimero de acido
lactico-acido glicdolico e acetato de leuprolida),
iscbutirato acetato de sacarose e poli-(acido D-(-)-
3hidroxibutirico).

As formulag¢des para serem utilizadas na administragdo
in vivo devem ser estéreis. Isto é realizado facilmente por
meio de, por exemplo, filtracdo através de membranas de
filtracdo estéreis. Geralmente sdo colocadas composicdes

terapéuticas de anticorpo anti-NGF num recipiente que tem
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um orificio de acesso estéril, por exemplo, um vial ou uma
bolsa de solu¢do intravenosa que tem uma tampa que pode ser
furada por meio de uma agulha de injec¢ao hipodérmica.

As composi¢des de acordo com a presente invengdo podem
estar em formas farmacéuticas unitarias tais como
comprimidos, pilulas, cépsulas, pds, granulados, solugdes
ou suspensdes, ou supositdriocs, para a administracdo oral,
parentérica ou rectal, ou a administragdo por meioc de
inalacdo ou insuflacgéo.

Para preparar composig¢des s6lidas tais Como
comprimidos, mistura-se o principio activo principal com um
portador farmacéutico, por exemplo componentes de formacio
de comprimidos convencionais tais como amido de milho,
lactose, sacarose, sorbitol, talco, 4&cido estedrico,
estearato de magnésio, fosfato de dicédlcio ou gomas, e
outros diluentes farmacéuticos, por exemplo 4agua, para
formar uma composicdo de pré-formulacdo sdélida que contém
uma mistura homogénea de um composto da presente invencgéo,
ou um sal farmaceuticamente aceitavel ndo tdéxico do mesmo.
Quando sdo denominadas homogéneas estas composicdes de pré-
formulacdo, significa gque o principic activo estid disperso
de maneira uniforme por toda a composicdo de modo gue a
composigdo pode ser subdividida facilmente em formas
farmacéuticas unitdrias igualmente eficazes tais como
comprimidos, pilulas e capsulas. Esta composicido de pré-
formulacéao s6lida se subdivide entdo em formas
farmacéuticas unitdrias do tipo descrito anteriormente gue
contém desde 0,1 mg até aproximadamente 500 mg do principio
activo da presente invencdo. Os comprimidos ou as pilulas
da nova composicdo podem estar recobertos ou compostos de
outro modo para proporcionar uma forma farmacéutica que
proporciona a vantagem de acgdo prolongada. Por exemplo, ©
comprimido ou a pilula pode compreender um componente de
dosagem interna e um componente de dosagem externa, estando

0o ultimo em forma de um envoltdrio sobre o primeiro. Os
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dois componentes podem estar separados por uma camada
entérica gque serve para resistir &a desintegracdo no
estbémago e permite que o componente interno passe intacto
em direcgdo ao duodeno ou que sua libertacdo seja atrasada.
Pode ser utilizada uma variedade de materiais para tais
camadas entéricas ou recobrimentos, tais materiais incluem
varios acidos poliméricos e misturas de acidos poliméricos
com materiais tais como goma laca, 4alcool cetilico e
acetato de celulose.

Os agentes tensiocactivos adequados incluem, em
particular, agentes nao idénicos, tais como
polioxietilensorbitanos (por exemplo Tween™ 20, 40, 60, 80
& 85) e outros sorbitanos (por exemplo Span'™ 20, 40, 60,
80 ¢ 85). As composigdes com um agente tensioactivo
compreenderdo de maneira conveniente entre 0,05% e 5% de
agente tensicactivo, e pode estar entre 0,1% e 2,5%. Se
apreciard que podem ser adicionados outros componentes, por
exemplo, manitol ou outros portadores farmaceuticamente
aceltavels, se é necesséario.

Podem ser preparados emulsdes adequadas utilizando
emulsdes de gordura disponiveis comercialmente, tais como
Intralipid™, Liposyn™, Infonutrol™, Lipofundin™ e
Lipiphysan™. O principio activo ou pode ser dissolvido
numa composicao de emulsédo pré-misturada ou
alternativamente pode ser dissolvido num ¢leo (por exemplo
6leo de soja, dleo de cartamo, 6leo de semente de algodao,
¢leo de gergelim, &leo de milho ou déleo de améndoas) e uma
emulsdo formada apds misturar com um fosfolipido (por
exemplo fosfolipidos de ovo, fosfolipidos de soja ou
lecitina de soja) e Aagua. Serad apreciado que podem ser
adicionados outros componentes, por exemplo glicerol ou
glicose, para ajustar a tonicidade da emulsdo. As emulsdes
adequadas conterdo normalmente até 20% de d¢leo, por
exemplo, entre 5% e 20%. A enulsdo de gordura pode

compreender gotas de gordura entre 0,1 um e 1,0 um,
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particularmente 0,1 um e 0,5 Um, e tém um pH no intervalo
de 5,5 a 8,0.

As composicdes de emulsao podem ser as preparadas
misturando um antagonista de factor de crescimento nervoso
com Intralipid™ ou os componentes do mesmo (6leo de soja,
fosfolipidos de ovo, glicerol e &gua).

As composicdes para inalagdo ou insuflagdo incluem
solucgbdes e suspensdes em solventes orgadnicos ou aquosos
farmaceuticamente aceitdveils, ou misturas dos mesmos, e
poés. As composicdes liquidas ou sdélidas podem conter
excipientes farmaceuticamente aceitavels adequados tal como
foram indicados anteriormente. Em algumas formas de
realizag¢ao, as composigdes sao administradas por via
respiratéria nasal ou oral para o efeito 1local ou
sistémico. Podem ser nebulizadas por meio da utilizagdo de
gases composicdes em solventes farmaceuticamente aceitaveis
preferentemente estéreis. As solugdes nebulizadas podem ser
aspiradas directamente desde o dispositivo de nebulizacdo
ou o dispositivo de nebulizacdo pode estar unidec a uma
mascara facial, uma camara ou magquina de respiracdo com
pressdao positiva intermitente. Podem ser administradas
composigdes em sclugdo, suspensdao ou pd, preferentemente
por wvia oral ou por via nasal, desde dispositivos que
administram a formulacdo de uma maneira apropriada.

Pode ser avaliada a eficédcia de tratamento por meio de
métodos bem conhecidos na técnica.

EXEMPLOS

Os seguintes exemplos Sao proporcionados para

ilustrar, mas ndo limitar a invencdao.

Exemplo 1

O anticorpo monoclonal anti-NGF é eficaz no tratamento da
dor pés-cirurgica

Foi utilizado um modelo de dor que imita a dor pds-—
cirurgica para avaliar a eficacia do tratamento com

anticorpo anti-NGF 911 (um anticorpo monoclonal de ratinho;
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veja-se Hongo, et al., Hybridoma 19:215-227 (2000). Cada
experiéncia envolveu 16 animais (n=8 por grupo). Foil
injectado o anticorpo anti-NGF por via intraperitoneal
(i.p.) a diversas concentragdes por experiéncia (35
miligramas ou 7 miligramas por quilograma) 15 horas antes
da incisdo. O grupo controlo ndo recebeu anticorpo mas foi
injectada i.p. uma solugdo salina.

Animais. Foram adguiridos ratos machos Sprague Dawley
gue pesavam entre 220-240 gramas de Harlan (S&c Diego) e
foram aclimatados a instalagcdo de animais durante uma
semana antes da cirurgia.

Cirurgia. A cirurgia baseou-se no procedimento
descrito por Brennan, et al. Pain 64:493-501 (1986). Foram
anestesiados o0s animais com um 2% de isoflurano em mistura
de ar que se manteve durante a cirurgia por meio de um cone
de nariz. A superficie plantar da pata traseira direita foi
preparada com um tampdo de iodeto de povidona e foi
realizada uma incisdo longitudinal central de 1 cm através
da pele e féascia, comegcando 0,5 cm desde a beira do
calcanhar e estendendo-se em direccdc aos dedos. Sao
realizadas medi¢des com uma régua mantendo © pé numa
posicdao flexionada. O muasculo plantar fol elevado
utilizando foérceps curvados e fol realizada a 1incisdo
longitudinalmente. Foi realizada & incisdoc no musculo
através de sua profundidade completa, entre a origem e a
inserc¢do. A hemorragia foi controlada durante toda a
cirurgia por meio de pressdo aplicada por meio de um tampéo
de gaze. A ferida foli fechada com duas suturas em colchdo
(monofilamento negro ethilon 5-0). DNestas suturas foram
feitos nés 5-6 vezes, atando o primeirc nd levemente. O
sitic da ferida foi 1limpo com solugdo de bacitracina.
Permitiu-se gue ©s5 animais que Sse& recuperassem €
repousassem em Jaulas limpas durante duas horas ou mais
antes de comegar 0s testes de comportamento.

Avaliagao da dor em repouso. Fol wutilizada uma
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pontuacdo de dor acumulativa para avaliar a dor relacionada
com O suporte de peso. O0s animais foram colocados numa
malha de plastico (grade: 8 mm’) em jaulas de pldastico
transparente que estavam elevadas numa plataforma (a: 187)
permitindo a inspecc¢do da parte inferior de suas patas.
Apds um periodo de aclimata¢do de 20 minutos, foi avaliado
0 suporte de peso numa escala de 0 a 2. Uma pontuacdo foi
dada de 0 se a pata ficava palida ou estava pressionada
contra a malha, o que indicava um suporte de peso completo.
Uma pontuacdo foi dada de 1 se a pata estava en
conformidade com a pele Jjusto tocando a malha, sem ficar
palida ou sem formacdo de estrias da pele. Uma pontuacio
fol dada de 2 se a pata se mantinha completamente fora da
malha. O encolhimento da pata foli considerado um 2 se ©
rato estava ainda em repouso. Fol observado cada animal
durante 1 minuto a cada 5 minutos durante 30 minutos. Foi
utilizado a soma de 6 pontuagdes (0-12) obtidas durante 1/2
horas para avaliar a dor no pé com incisdo. Também foi
calculada a frequéncia de pontuacdes de 2 e foi utilizada
para avaliar a incidéncia de dor grave ou postura
antidlgica da pata pelo animal. Foi testado cada animal 24
horas antes da cirurgia (avaliagdo inicial), e 2 h, 24 h,
48 h e 72 h apds a intervengdo cirurgica. Os resultados
desta experiéncia sdo mostrados na figura 1, que representa
a pontuagdo de dor em repouso acumulativa observada em
animais tratados com 35 mg/kg de anticorpo de ratinho 911
anti-NGF. Estes resultados demonstraram que o tratamento
com anticorpo anti-NGF reduziu significativamente a dor em
repouso poéds—-cirurgica. O suporte de peso era uma boa
correlacdo da disposicdo do animal de utilizar a
extremidade, e portanto, era uma medida eficaz do alivio de
dor.

Avaliagdo da dor provocada mecanicamente utilizando
alodinia tactil. Foi medida a alodinia tactil com

filamentos de Semmes-Weinstein von Frey (Stoelting, Wood
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Dale, IL). Os animais foram colocados em jaulas de base de
malha de plastico de 12 mm, elevadas numa plataforma (a:
18") permitindo o acesso a parte inferior de suas patas. Os
animais se habituaram a este ambiente (ac longo de 1-2 dias
da semana anterior) antes do inicio do experiéncia. Apds um
periodo de aclimatagdo de 15 minutos, a alodinia tactil foi
testada tocando a pele, na parte média e proximal ao ponto
de entrada da 1incisdo, no calcanhar da pata traseira do
animal com filamentos de wvon Frey em ordem ascendente de
forca até que foi provocada uma resposta e retirada da
pata. Foram utilizados numeros de von Frey de 4,08 a 5,46;
cada numero se correlaciona com uma forga em gramas, tal
como é descrito a seguir. Cada filamento de von Frey foi
aplicado na superficie num A&ngulo recto, dobrando o
filamento durante 2 s, ou até que foi produzida uma
resposta. Uma vez que foi estabelecida a resposta de
retirada, fol testada de novo a pata para mais dois
ensaios, comegando com o seguinte filamento de von Frey
descendente até que ndo foi produzida resposta.

Foi registada a quantidade menor de forg¢a requerida
para provocar uma resposta ao longo dos trés ensaios como o
limiar de retirada em gramas. A forga maior de 29 g
levantou a pata assim como gue provocou uma resposta,
representando desse modo o ponto de corte. Se ndo foi
detectada resposta, fol registado o seguinte filamento
ascendente “5,88”. Foram testadas ambas patas esquerda e
direita desta maneira. Fol testado cada animal 24 horas
antes da cirurgia (avaliacdo inicial), e 2 h, 24 h, 48 h e
72 h apds a intervengdo cirurgica. Fol testada a alodinia
tactil apds a pontuacdc de dor em repouso. 0Os resultados
desta experiéncia sdo mostrados na figura 3, que
proporciona a pontuagdo acumulativa em  resposta @ a
estimulacdo mecdnica em animais tratades com 7 mg/kg de
anticorpo anti-NGF 911, Estes resultados demonstraram que o

tratamento com anticorpo anti-NGF reduziu a dor provocada
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mecanicamente pds-cirurgica.

Avaliacdo de hiperalgesia térmica. Foi avaliada a
hiperalgesia térmica por meioc da teste plantar de rato (Ugo
Basile, Italia) seguindo um método modificado de
Hargreaves, et al. (1988) . Habituaram-se o0s ratos ao
aparelho que consistia em quatro caixas de metacrilato
individuais numa mesa de cristal elevada. Foi colocada uma
fonte de calor radiante mével debaixo da mesa e foi
focalizada sobre a pata traseira. Enquanto o animal estéa
guieto, mas ndo dormido, o botdo da caixa de controlo é
apertado, a fonte de calor radiante é acesa e é registado
automaticamente o tempo que tarda o animal em ser retirada
da fonte de calor. Esta laténcia de retirada da pata (PWL)
¢ detectada por meio de um detector de luz incrustado na
fonte de calor radiante que percebe o movimento da pata do
rato por meio de uma mudanga da zreflecténcia da fonte
radiante. Foram registadas as laténcias de retirada da pata
em segundos. Havia um ponto de corte automatico de 22,5 s
para evitar o dano de tecido. Fora tomadas PWL de trés a
quatro vezes para ambas patas traseiras de cada animal, a
média das quails representavam linhas base para as patas
traseiras direita e esquerda. Os resultados Sao
apresentados como a proporgdoc da pontuacdc medida na pata
direita (sitio de cirurgia) e a pata esquerda. O aparelho
foi calibrado uma vez (ac comego do estudo) e fol ajustado
a uma intensidade de 40 para dar uma PWL normal de
aproximadamente 6 segundos. Fol testado cada animal 24
horas antes da cirurgia (avaliac¢do inicial), e 3 h, 24 h,
48 h e 72 h apds a intervencdo cirurgica. Foram tomadas as
medicbdes de hiperalgesia térmica apdés as medicdes de
alcdinia tactil. Os resultados desta experiéncia sédo
mostrados na figura 2, que representa a pontuagao
acunmulativa observada em animais tratades com 35 mg/kg de
anticorpo anti-NGF 911 em resposta a estimulagdo térmica.

Estes resultados demonstraram gque © tratamento com
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anticorpo anti-NGF reduziu significativamente a
hiperalgesia térmica pods—cirurgica.

Exemplo 2

Tratamento da dor pés-cir@irgica utilizando um anticorpo
anti-NGF humanizado e comparagdo com tratamento de opidides
da dor pés-cirurgica

Foi testado o efeito de um anticorpo anti-NGF
humanizado designado E3 sobre a dor pds-cirtGrgica num
modelo animal para a dor pds—-cirurgica tal como foi
descrito no exemplo 1. O anticorpo E3 compreende a regido
constante de IgG2a de cadeia pesada humana gque contém as
seguintes mutag¢des: A330P331 por S33038331 (numeragao de
amincacidos com respeito a sequéncia de IgG2a de tipo
selvagem; veja-se Eur. J. Immunol. (1999) 29:2613-2624); a
regido constante kappa de cadeia leve humana; e as regides
variaveis de cadeia leve e pesada mostradas nos quadros 1 e
2.

Foi injectado o] anticorpo anti-NGF por via
intraperitoneal (1.p.) a diversas concentracgdes do
anticorpo (0,004, 0,01, 0,02, 0,1, 0,6 e 1 mng por
gquilograma de pesc de animal) as 15 horas antes da incisdo.
O grupo controlo negativo ndo recebeu anticorpo, mas foi
injectada 1.p. uma solu¢do salina. Fol injectado 1.p.
fentanilo a 0,01 mg/kg como controlo positivo 30 minutos
antes de testar as 24 horas apds & cirurgia. Cada
experiéncia envolveu & animais (n=8 por grupo) para cada
estado, e o grupo controlo tinha 56 animais. Foi realizada
a cirurgia e foi medida uma pontuagdo de dor acumulativa
tal como foi descrito no exemplo 1, exceptoc que o0s ratos
machos Sprague Dawley foram adgquiridos de Harlan
(Wisconsin) . Fol avaliada a dor em repouso vinte e quatro
horas apds a cirurgia tal como foi descrito no exemplo 1.

Tal como é mostrado na figura 4, o anticorpo anti-NGF
humanizado E3 reduziu significativamente a dor em repouso

(p < 0,05) apdés a cirurgia quando foi administrado a uma
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dosagem de 0,02 mg/kg a 1 mg/kg. Um “*” dindica uma
diferenca significativamente significativa do controlo (p<
0,05). O tratamento com 0,02 mg/kg aliviou o comportamento
de dor pelo menos de maneira taoc eficaz como o tratamento
com 0,01 mg/kg de fentanilo. Esta dose de fentanilo é 10
vezes a dose humana normal deste potente opidide.

Exemplo 3

Tratamento antes da cirurgia e depois da cirurgia da dor
pés—-cirurgica com um anticorpo anti-NGF

Foi testada a eficdcia de um anticorpo anti-NGF para
reduzir a dor pods-cirurgica gquando foi administradoc de
maneira pds-incisional no modelo animal de dor pds-—
cirurgica descrito no exemplo 1, utilizando ratos machos
Sprague Dawley adquiridos de Harlan (Wisconsin). Foil
injectado por via intravenosa (i.v.) o anticorpo anti-NGF
humanizado E3 (0,5 mg/kg) duas horas apds a incisdo. O
grupc controlo ndo recebeu anticorpo, mas fol injectada
i.v. uma solucdo salina. Fol realizada a cirurgia e foi
avaliada a dor em repouso expressa come uma pontuacdo de
dor acumulativa 24 horas apds a cirurgia tal como foi
descrito no exemplo 1. Tal como é mostrado na figura 5, o
tratamento com anticorpo anti-NGF reduziu
significativamente (p< 0,05) a dor em repouso as vinte e
gquatro horas apds a incisdo gquando foi administrado o
anticorpc 2 horas apdés a incisdo. Estes resultados
demonstraram que anti-NGF alivia de maneira eficaz a dor
pds-cirtrgica guando foi administrado apds a cirurgia.

Foi testada a eficdcia de um anticorpo anti-NGF para
reduzir a dor pds-cirurgica quando foi administrado 14 dias
ou 21 dias antes da incisdo no modelo animal descrito no
exemplo 1, utilizando ratos machos Sprague Dawley
adquiridos de Harlan (Wisconsin). Fol injectado 1i.p. o
anticorpo monoclonal de ratinho anti-NGF 911 a diversas
concentragdes (1 mg/kg ou 5 mg/kg) aos 14 dias ou 21 dias

antes da incisdo. Ao grupo controlo fol injectada i.p. uma
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soluc¢do salina. Foi realizada a cirurgia e foi avaliado a
dor em repouso expressa como uma pontuacdao de dor
acumulativa 24 horas apds a cirurgia tal como foi descrito
no exemplo 1. Tal como ¢ mostrado nas figuras 6 e 7, ©
anticorpo anti-NGF 911 reduziu significativamente a dor em
repouso a dosagem de 5 mg/kg quando foi administrado 14
dias antes da cirurgia, e reduziu a dor em repouso quando
foi injectado 21 dias antes da cirurgia.

Exemplo 4

0 tratamento com anticorpo anti-NGF ndo mostra nenhum
efeito sobre a cicatrizagdo de feridas

Existem indicios na bibliografia cientifica de que o
tratamento com NGF em excesso pode promover a cicatrizagdo
de feridas em animais diabéticos (Matsuda et al. (1998) J.
Exp Med 187(3):297-30) e pele e ulceras das c¢drneas
(Lambiase et al., (2003) Arch Ital Biol. 141(2-3):141-8).
Para determinar se a utilizagcdo de anticorpc anti-NGF
afectaria a cicatrizacdoc de feridas, foi testado o efeito
do tratamento com anticorpo anti-NGF sobre a cicatrizacdo
de feridas em ratos.

Os ratos machos Sprague-Dawley dque pesavam 250-350
gramas foram adquiridos de Harlan (Wisconsin), Zforam
levados a instalacdo e foram aclimatados durante pelo menos
uma semana. 0s animais foram anestesiados com isoflurano e
na superficie dorsal (costas) os pélos foram raspados e foi
limpo com 1odeto de povidona seguido de um tampdo de
dlcool. Foil realizada uma inciséo de 2,5 cm através da pele
na linha central entre as escéapulas. A hemorragia foi
controlada com pressao com um tampdo de gaze. A ferida foi
fechada com quatro uUnicas suturas ethilon 4-0 e permitiu-se
que 0s animais se recuperassem. Entdo os animais em trés
grupcs foram divididos: um grupo que recebeu um uUnica dose
de anticorpo monoclonal de ratinho anti-NGF 911 no momento
de cirurgia (1 mg/kg, 1.p.); um grupo gque recebeu cetorclac

(5 mg/kg diariamente durante cinco dias comegando do dia da
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cirurgia, por via iIntramuscular (IMO) como controlo
positivo; e um grupo controlo tratado com solucdo salina
(controlo negativo). sabe-se que cetorolac inibe a
cicatrizacdo de feridas. Haws et al. (1996) Ann Plast Surg.
37(2):147-51; Gerstenfeld et al. (2003) J Orthop Res.
21(4):670-5.

A zona da incisdo foi examinada e fotografada
diariamente comecando do dia um apdés a cirurgia. Foram
retiradas as suturas no dia 2 apds a cirurgia. As incisdes
foram «c¢lassificadas como “intacta” se toda a 1incisao
continuava estando fechada e “falha” se alguma parte ou
toda a 1incisdo voltava a abrir. O0Os resultados foram
expressos como proporcdo de feridas intactas (isto é, o
numero de feridas intactas dividido entre o numero total de
animais classificados).

Tal como ¢é mostrado na figura 8, a cicatrizacdo de
feridas de animais tratados com anticorpo anti-NGF 911 nédo
era significativamente diferente da de animais tratados com
solucdo salina. Portanto, © tratamento com anti-NGF néao
mostrou nenhum efeito aparente sobre a cicatrizacdo de
feridas. Pelo contrdrio, a cicatrizacdo de feridas foi
inibida significativamente em animais  tratados com
cetorolac quando foi comparado com animais tratados com
solug¢do salina ou anticorpo anti-NGF 911 (p<0,0005).

Também foi examinado ¢ aspecto histecldgico das feridas
cicatrizadas em trés ratos tratados com anticorpoc anti-NGF
e trés ratos tratados com solugdoc salina. 21 dias apds a
incisdo os animais foram sacrificados e a amostra de pele
incluindo a zona da incisao foi fixada em formalina, foi
incrustada em parafina e fol seccionada pelo sitio da
incisao. Estas sec¢des foram tratadas com anticorpo anti-
NGF ou solucdo salina, foram coloradas com hematoxilina e
eosina e foram examinadas por um patologista veterindrio
com ocultacao do tratamento dos animais., Nao se observaram

anomalias da cicatrizagdo de feridas em nenhum grupo de
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ratos.

Exemplo 5 — exemplo comparativo

Tratamento da dor pés-cirirgica com antagonista de NGF de
molécula pequena, K252a

Foi testada a eficacia do antagonista de NGEF K252a
para tratar a dor pds-cirtrgica no modelo de incisdo
descrito no exemplo 1. Foli preparada uma solugdo de 25
mg/ml de K252a em DMSO. A 250 Ml desta solugdo, foram
adicionados 3500 Ul de uma solugdo de ciclodextrina a 45% e
fol bem misturado. Entdo foram adicionados 3750 Ul de
solu¢dao salina para preparar uma concentragdo final de
0,8333 mg/ml de K252a. Os animais (obtidos tal como foi
descrito no exemplo 2) receberam a incisdo e a dor em
repouso foi avaliada tal como fol descrito no exemplo 1.
Foi determinada a dor em repouso acumulativo de “avaliag¢do
inicial” as 24 horas apds a incisdo. Entdo, K252a foi
injectado 1i.p. a 4 mg/kg nos animais de teste, e aos
animais controlo foi injectada uma solucdo de portador (uma
solu¢do que continha todos o0s componentes da solucdo de
K252a excepto K252a). Foram determinadas as pontua¢des de
dor em repouso acumulativo uma hora apds o tratamento com
K252a ou portador (marcado “1H-P-tmt na figura) e trés
horas apds o tratamento com K252 ou portador (marcado “3H-
P-Tmt na figura) por um investigador cego ao tratamento.
Tal como é mostrado na figura 9, o tratamento com K252a
reduziu significativamente a dor em repousc (p<0,005) as
trés horas apdés a dosagem, enquanto gque o tratamentc com
portador ndo o fez. Estes resultados demonstram que um
tratamento com K252a reduziu a dor em repouso até o mesmo
grau que o que fez o tratamento com anticorpo anti-NGF em
experiéncias similares.
Exemplo 6
Comparagdo de dor pés-cirdrgica em animais tratados com
anticorpo anti-NGF ou anticorpo controlo de isotipo afim

Com o propdsito de demonstrar que o efeito analgésico
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do anticorpo anti-NGF requeria a inibicdo de NGF, foi
comparada a eficacia de anticorpo de ratinho anti-NGF 911
para tratar a dor péds-cirurgica com a eficacia da mesma
dose de um anticorpo de murino controlo de isotipo afim que
¢ imunorreagente com a proteina amnésica de Drosophila. Foi
realizada a experiéncia como no exemplo 1, excepto que o0s
ratos Sprague-Dawley foram adquiridos de Harlan
(Wisconsin) . Os ratos foram tratados IP quinze horas antes
da cirurgia com 1 mg/kg de ou o anticorpo anti-NGF 911
(marcado “911” na figura) ou anticorpo anti-amnésico de
isotipo afim (marcado “amn ab” na figura). As vinte e
gquatro horas apds a cirurgia, fol avaliada a dor em repouso
(pontuag¢dao de dor acumulativa) por um observador cego ao
tratamento dos animais. Tal como é mostrado na figura 10, o
tratamento com anticorpo anti-NGF 911 reduziu
significativamente (p<0,005) a dor em repouso em comparagio
com animais tratados com o anticorpo anti-amnésico. Estes
resultados demonstraram que o efeito analgésico do
tratamento com anticorpos anti-NGF é especifico.

Embora a invencdo anterior tenha sido descrita em
algum detalhe como forma de ilustragcao e exemplo para
propdsitos de clareza de entendimento, as descrigdes e os
exemplos ndo deveriam ser interpretados como limitativos do

alcance da invencao.
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REIVINDICACOES

1. Um anticorpo anti-NGF para a utilizacdo no tratamento

da dor pdés-cirargica.

2. Um anticorpo anti-NGF de acordo com a reivindicag¢do 1,
em que o anticorpo anti-NGF ¢é para a utilizagdo na

supressdo ou melhoria da dor em repouso.

3. Um anticorpo anti-NGF de acordo com a reivindicacgédo 1,
em gue © anticorpo anti-NGF ¢é para a utilizacdo na

supressao ou melhoria da dor induzida mecanicamente.

4, Um anticorpo anti-NGF de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 3, em que © anticorpo anti-NGF é um

anticorpo humano,

5. Um anticorpo anti-NGF de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 3, em que © anticorpo anti-NGF ¢é um

anticorpo humanizado.

6. Um anticorpo anti-NGF de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 3, em que o anticorpo anti-NGF se liga a

NGEF humano.

7. Um anticorpo anti-NGF de acordo com a reivindicacgédo 6,
em qgue o anticorpo anti-NGF se liga a NGF humano com uma

afinidade de ligacdo de aproximadamente 0,1 nM.

8. Um anticorpo anti-NGF de acordo com a reivindicagdo 6,
em gque o anticorpo anti-NGF se liga a NGF humano com uma

afinidade de ligagdoc de entre aproximadamente 2 pM e 22 pM.

9., Um anticorpo anti-NGF de acordo com a reivindicagdo 8,

em que o anticorpo anti-NGF se liga a um epitopo de NGF que



(3]

compreende um ou mais: residuos K32, K34 e E35 dentro da
regido variavel 1 (amincacidos 23-35) de hNGF, residuos F79
e T81 dentro da regidc varidvel 4 (amincacidos 81-88) de
hNGF; residuos H84 e K88 dentro da regido variavel 4;
residuo R103 entre a regido varidvel 5 (aminodcidos 94-98)
de hNGF e a extremidade C-terminal (aminocdcidos 111-118) de
hNGF; residuo El11 dentro da regido pré-variavel 1
(aminodcidos 10-23) de hNGF; Y52 entre a regido variavel 2
(aminodcidos 40-49) de hNGF e a regido vwvaridvel 3
(aminoacidos 59-66) de hNGF; residuos L112 e S113 dentro da
extremidade C-terminal de hNGF; residuos R59 e R69 dentro
da regido variavel 3 de hNGF; ou residuos V18, V20 e G23

dentro da regido pré-varidvel 1 de hNGF.

10. Utilizac¢do de um anticorpo anti-NGF no fabrico de um

medicamento para tratar a dor pds-cirtrgica.

11. Uma composigdo farmacéutica para a utilizagdo no
tratamento da dor pds-cirurgica que compreende um anticorpo

anti-NGF e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.
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Anticorpo anti-NGF E3 alivia a dor quando é injectado duas horas
depois da cirurgia
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FIGURA 6

Efeito do anticorpo anti-NGF 911 quando
¢ administrado 14 dias antes da cirurgia
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FIGURA 7

'Pontuacgao de dor acumulativa

Efeito do anticorpo anti-NGF 911 quando
é administrado 21 dias antes da cirurgia
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Proporcéo de feridas intactas

8/10

Proporcéo de feridas intactas ap6s incisdo e tratamento
com solugio salina, anticorpo anti-NGF 911 ou cetorclac
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FIGURA 9
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