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(57) Resumo: ANTAGONISTAS DE IL-23 E DE IL-17 PARA
TRATAR DOENCA INFLAMATORIA OCULAR AUTO-IMUNE E SEUS
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Relatério Descritivo da Patente de Invengédo para "ANTAGO-
NISTAS DE IL-23 E DE IL-17 PARA TRATAR DOENCA INFLAMATORIA
OCULAR AUTO-IMUNE E SEUS USOS".

Afirmagao com referéncia a pesquisa e desenvolvimento de pa-
trocinio federal

Esta invengao foi feita em parte com suporte governamental sob
pesquisa cooperativa e concordancia de desenvolvimento (CRAD) nimero

M-0169-04, e emendas a mesma, excecutadas entre Schering-Plough Bio-

' pharma e o National Eye Institute, National Institutes of Health. O governo

dos Estados Unidos da América tem certos direitos nessa invengéo.

Campo da Invengao

A presente invengao refere-se em geral a modulagéo de respos-
tas imune no olho. Mais especificamente, a invencao refere-se ao uso de
antagonistas de interleucina-23 (IL-23) e interleucina-17 (IL-17) para tratar
doenca inflamatéria ocular auto-imune.

Antecedentes da Invencao

Doencga inflamatéria ocular (OID) é um termo geral que inclui
numerosas doencas e condigdes em que efeitos inflamatérios afeta o olho
ou tecidos envolventes. O nome de diagnéstico dado a uma OID é tipica-
mente com base na localizagao da inflamagéao ocular. Por exemplo, uveite e
a inflamacéo no trato uveal; esclerite & a inflamagéo da esclera, inflamacgao
da retina perfiférica é a inflamagao dos orbiculos ciliares, e assim por diante.
OIDs causam dor, irritagdo e encher de lagrimas, e pode resultar em perda
da fungao visual. Por exemplo, uveite é a terceira causa principal de ceguei-
ra no mundo desenvolvido. OIDs podem ser causadas por infecgdes, malig-
nidade, exposicao a toxinas, resposta a cirurgia ou leséo, e disturbios auto-
imunes.

Numerosas doengas auto-imunes existem em que o olho ou va-
rias partes do olho se torna um alvo para um ataque inflamatério mediado
imune. Pacientes com uma OID mediada imune (AOID) freqientemente exi-
bem respostas celulares e humorais a antigenos da retina tais como arresti-

na da retina (antigeno soluvel da retina, S-Ag), proteina de ligagéo retinoide
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de.interfotorrece‘ptor (IRB), e antigenos relacionados com melanina e seu
metabolismo, incluindo GP100, MART1, TRP1 e TRP2 (Penneéi, G. e outros
(2003) J. Clin. Invest. 11'1 :1171-1180; Gocho, K. e outros (2001) Invest. Oph-
thalmol. Vis. Sci. 4252004-2009; Sugita S. e outros,‘(1996). Int. Immmunol.
8:799-803; Yamake, K. e outros (2000) J. Immunol. 165 :7323-7329. No en-
tanto, em muitos casos de AOID, o(s) antigeno(s)-alvo ndo sdo conhecidos.

: Freqﬁentemenié, OID é uma manifestagéo de uma doenga auto-
imune sistémica, e o olho € uma variedade de 6rgaos através de todo o corpo
qUe estao sendo atacados. Exemplos de tais doengas auto-imuhes sistémicas

“incluem artrite reumatdide, lupus eritematoso sistémico, poliarterite nodosa,

policondrite recidente, granulomatose de Wegener, escleroderma, doenca de
Behcet, doenga de Reiter, doenca de intestino inflamatério (colite ulcerativa e
doenca de Crohn) e espondilite anquillosante. No entanto, o olho pode ser o |
alvo especifico ou apénas afetado nas doengas auto-imunes tais como penfi-
gdide cicatricial ocular, ulcera de Moore.n; e varias formas de uveite.

AOIDs tal como uveite foram tratadas por varias classes dos

“compostos incluindo e agentes antiinflamatérios nao estereoidais tais como

" dexametasona, fluorometolona, prednisolona, indometacina, aspirina, flubi-

profeno e diclofenac. No entanto, numerosos casos de uveite ndo sdo sus-

cetiveis a ou se tornam refratarios a esses farmacos (vide, por exemplo, Kul-

karni, P. '(20'01) Journal of Ocular Pharmacology And Therapeutics 17:181-

187). Também, essas farmacos estdo associados a sérios efeitos colaterais
tais como cataratas, glaucoma, cura de ferimento atrasada, produgdo de

- prostaglandina alterada, complicagdes corneais, pressdo ocular aumentada,

superinfecgc”jes e imunidade reduzida a infec¢édo (vide, por exemplo, Id., at
181; Guidera, A.C., e outros (2001) Ophthalmology 108:936-944; Olsen, E.G.
& Davanger M. (1984) Acta Ophtalmol. 62:893-899). |

. Por causa das terapias existentes para AOID tém menos do q‘ue '
efeitos colaterais indesejaveis ou 6tima eficacia, novos regimes de tratamen-
to s30 necessarios. Foi sugerido que bode ser clinicamente benéfico modu-
lar os‘mecanismos imunorreguladores envolvidos na patogénese de AOID
(Caspi, R.R. (2002) Int Rev immunol 21:197-208).
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Esses mecanimos patogénicos foram investigados usando-se
uveite auto-imune experimental (EAU), que é um modelo de animal de uvei--
te auto-imune de ser humano. EAU é induzida nos animais experimentais
tais como camundongo, rato, porquinho-da?l’ndia, coelho, e macaco por imu-
nizagao com um antl’genb retinal demonstrou ser reativo em pacientes com

uveite (por exemplo, arrestina, IRBP, rodopsina/fosfudicina, recoverina) ou

~ por infuséo de células T especificas para esses antigenos. Estudos usando-

se 0 modelo de EAU proveram evidéncia aparentemente contraditdria sobre
0s mecanismos para a indugdo e progressdo dessa doenga. Os resultados
de algumas experiéncias indicavam que a principal tfajetéria patogénica em
EAU era devido ao papel de interleucina-12 (IL-12) na promogao da gera(;éio
de células efetoras de Th1 produtoras de IFN-y (Caspi, R.R. (2002) Int Rev

Immunol 21:197-208; Tarrant, T.K. e outros, (1998) J. Immunol. 161:122-

127; Caspi, R.R. (1998) Clin Immunol Immunopathol 88:4-13; Xu, H. e outros
(1997) Cell Immunol 178:69-78. No entanto, outas experiénci‘as mostravam
que camundongos nocauteados deficiente de IFN-y eram suscetiveis a EAU,
aquela'EAU é exacerbada por neutralizagdo de IFN-y endégena, e aquela de
nivies elevados de IFN-y foram protegidaé contra EAU em camungongos de
tipo sélvagem (Caspi, R.R. e outros (1994) J. Immunol. 152:890-899; Jones

‘e tal., J. Immunol. 158:5997-6005; Tarrant, T.K., e outros (1999) J. Exp. Med.

189:219-230. , ‘
Assim, antes da presente invencao, nao estava claro qué trajeto-
rias auto-imunes seriam direcionadas nas terapias em desenvolvimento para
a preparagao ou tratamento de doenca inflamatéria ocular auto-imune.

Sumario da Invencao

A presente invengdo é com base nas revelagdes que (1) blo-

queio de atividade de interleucina-23 (IL-23) ou interleucina-17 (IL-17) previ-

ne indugdo de EAU; (2) depois da indugéo, néutralizagéo de atividade de IL-
17 inibe ou reverte progressdo de EAU, mas neutralizagéo de atividade de
IL-23 tem pouco a nenhum efeito; e (3) atividade de IL-17 nao é necessaria
para a indu¢do de EAU. A presente invengdo usa antagonistas de [L-23 e/ou
de IL-17 em métodos e composicdes para o tratamento ou prevengéo de
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doenga inflamatéria ocular auto-imune. Esses antagonistas antagonizam ou
a propria citocina alvo ou um receptor funcional para a citocina aivo.

IL-23 € uma citocina heterodimérica constituida de duas subuni-

dades: p19, que € unica para IL-23; e p40, que ¢ partilhada com IL-12. IL-23

media sinalizagdo por ligacdo a um receptor heterodimérico, constituido de
IL-23R e IL-12Rbetal (IL12RB1), que é partilhado pelo receptor de IL-12.
Um papel.reéente relat;ado-que IL-23 promove uma populag¢do de células T
caracterizadasvpela produgao de IL-17, IL-_17F, TNF, IL-6 e outros fatores, e
chamadas essas células de “células Thy;” (Langrish e outros (2005) J. Exp.

‘Med. 201:233-240)).

IL-17, que foi originariamente chamado de antigeno 8 associada
a linfécito T citotéxico (CTLA8) é uma citocina homodimérica que se liga a -
IL-17RA (também chamada de IL17R) e IL-17C. Acredita-se que o receptor

~funcional para IL-17 seja um complexo de receptor multimérico compreen-

dendo uma ou ambas das IL-17RA e IL-17RC (por exémplo, um homodime-
ro de IL-17RA, um h@modimero de IL-17RC,;ou um heterodimero de IL-

.17RA/IL-17RC)I e possivelmente uma terceira proteina como ainda desco-
~ nhecida (Toy, D. e outros, (2006) J. of Immunol. 177(1):36-39; dados n&o
publicados). - |

-Em um aspecto, a invengao prové um método de tratamento de

.um paciente com uma doenga inflamatéria ocular auto-imune, compreen-

dendo administragcao ao paciente de um antagonista de IL-17. A presencga de
uma AOID n&o necessita ser diretamente diagnosticada, mas pode ser sub-

-metida a infravermelho por um diagnéstico que o paciente tem uma inflama-

¢ao de paciénte ocular que é uma etiologia auto-imune putativa e/ou que
exibe uma ou mais caracteristicas de uma resposta auto-imune}. Uma AOID
particularmente preferida é uma uveite autoimmune, por exemplo, uveite
sem uma etiologia infecciosa. | |

| le) antagonista de IL-17 pode exibir que a expressao de IL-17 ou
IL-17R ou IL-17RC pode inibir sihalizégéo de IL-17 por interagdo direta ou
indireta com um ou mais desses polipeptideos para prevenir uma interagao

de ligante-receptor funcional. Em algumas concretizagbes preferidas, o an-
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tagonista de IL-17 é um anticorpo ou um fragmento de anticorpo que se Igia
e inibie a atividade de ou IL-17, IL17R ou IL17C. Em uma concretizagao par-
ticularmente preferida, o antagonista de IL-17 & um anticorpo monoclonal
que especificamente se liga IL-17. Em outras concretizagoes preferidas, o
antagonista de IL-17 é um anticorpo biespecifico que se liga a € inibe a ativi- -
dade de IL-23p19 and IL-17; IL-23p19 e IL-17RA; IL-23R e IL-17; ou IL-23R

- e IL-17RA. Em uma otura concretizagao particulmente preferida, 0 antago-

nista de IL-17 € um anticorpo biespecifico que se liga a e inibe a ativi_dade de
IL-23p19 e IL-17. | |

Em algumas conCretizag:ées, o} antagonista de IL-17 é adminis-
trado de acordo com um regime de tratamento especificado. Por exemplo,

em uma concretizacdo, uma dose especificada do antagonista € administra-

'da a um intervalo especifico durante' um primeiro periodo de tratamento, que

pode terminar depois do desaparecimento de um ou mais sintomas da AOID, -
ou dentro de um periodo de tempo especificado. Em uma conéretizagéo pre-
ferida, o regime de tratamento ulteriormente compreeende redugédo gradual
da dose do antagonista de’ IL-17 durante um segundo periodo de tratamento
que comega no fim do primeiro periodo de tratamento e termina quando a

terapia com o antagonista de IL-17 é parada. A duragdo do segundo periodo

'de tratamento esta tipicamente entre um e doze meses, e um a nove meses,

um e seis meses ou um e trés meses.

Em algumas concretizagdes preferidas, o regime de tratamento
especificado também compreende a adrhinistragéo de um antagonista de IL-
23 ao paciente durante cada um dos primeiro e segundo periodos de frata-
mento, ou durante apénas 0 segundo periodo de tratamento. O antagonista
de IL-23 pode exibir a expressao de qualquer subunidade da citocina (IL-

23p19 ou p40), ou subunidade do receptor funcional (IL-23R ou IL-12beta1),

ou pode inibir sinalizagao de IL-23 por interagao direta ou indireta com um ou
mais desses polipeptideos para prevenir uma interagdo de receptor-ligante
funcional. Em algumas concretizagoes preferidas, o antagonista de IL-23 é
um anticorpo ou um fragmento de anticorpo que se liga a e inibe a atividade

ou de IL-23p19 ou de IL-23R. Em uma concretizagdo particularmente prefe-
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rida, 0 antagonista de 1L-23 é um anticorpo monoclonal que especificamente
se liga a IL-23p19.
O antagonista de IL-23 pode ser administrado a uma dose espe-

cificada a um intervalo especificado durante um ou ambos dos primeiro e

segundo periodos de tratamento. A dose do antagonista de IL-23 adminis-
trada no segundo periodo de tratamento pode ser mais do que a dose admi-
nistrada no pimeiro periodo. Também, em qualquer ou ambos os periodos

de tratamento, as doses dos antagonistas de IL-17'e de IL-23 podem ser

" iguais ou diferentes entre si. Similarmente, as duas antagonistas podem ser-

“administradas nos intervalos iguais ou diferentes durante cada periodo de

tratamento. Durante o segundo periodo de tratamento, a dose do antagon'is-
ta de IL-17 pode ser reduzida enquanto a dose do antagonista de IL-23 &

,mantlda constante ou a dose de cada antagonista pode ser gradualmente |

reduzuda _ , ,
Em outras concretlzagoes preferldas a dose do antagomsta de

'IL -23 é mantida constante durante o segundo reglme e tratamento de trata- -
‘mento com o antagomsta de 1L-23 é continuada durante um terceiro periodo

de tratamento que comega no fim do éegundo periodo de tratamento ('isto' é,
quando a terapia com o antagonista de IL-17 é parada). Durante o terceiro
periodo de tratamento, o antagonista de IL-23 pode ser admih_istrado na

-mesma dose e intervalo como no segundo periodo de tratamento ou pode

ser administrada a um dose mais baixa e/ou um intervalor menos freqiiente

do que usada no periodo anterior. A dose do antagonista de IL-23 pode

- também ser gradualmente reduzida durante o terceiro periodo de tratamen-

to. A duragéb do terceiro periodo de tratamento esta tipicamente entre um e
doze meses, um e nove meses, um e seis meses, ou um e trés meses. -

| Em ainda outras concretizagdes, o regime de tratamento especi-
ficado também compreende a administragdo de um agente terapéutico que
nao éntagohiza atividade de IL-17 ou IL-23 mas é capaz de aliviar pelo me-
nos um sintoma da AOID ou pelo menos um efeito colateral dos antagonis-
tas de IL-17 ou IL-23 durante qualquer ou a totalidade dos periodos de tra-

tamento. Em algumas concretizagcOes preferidas, o agente terapéutico é um
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esterdide ou agente antiinflamatério ndo esteroidal (por exemplo,, NSAID)
que é conhecida como tendo eficacia no tratamento de uveite. Em outras:
concretizacoes preferidas, o agente terapéutico direciona uma citocina que
promove a resposta de Thi. ' |

Um outro asbecto da invengdo prové um método de tratamento
profilatico de um paciente que é diagnosticado como sendo suscetivel a uma .

~ doenca inflamatéria ocular autoimmune, que compreende a administragdo

ao paciente de um antagonista de uma ou ambos de IL-23.e IL-17. Em al-
gumas concretizagdes preferidas desse meotodo profilatico, o diagndstico de
suscetibilidade é baseado no paciente tendo uma incidéncia ocular anteribr
de inflamagéao ocular. Em outras concretizacéés preferidas, o diagndstico de

suscetibilidade € com base no paciente tendo uma doenga auto-imune sis-

‘témica. O antagonista pode ser administrado em uma dose especificada a

um intervalo especificado durante um primeiro periodo de tratamento, que.
tipicamente termina depois de trés meses, seis meses, nove }meses ou de-
pois de dois anos de terapia com o -antagonista. Em algumas concretizagdes
preferidas, a dose do antagonista é gradualmente redu'zida' durante um se-
gundo periodo de tratamento que comeca no fim do 'primeiro periodo de tra-
tamento, e tipicamente tem uma duragao de entre um e trés meses.

Em ainda um outro aspecto, a mvengao prove um metodo de

tratamento de um paciente para uma doenga inflamatéria ocular auto -imune,

compreendendo a administracdo ao paciente de um antagonista de IL-23. O
antagonista de IL-23 pode ser administfado a um intervalo especificado du-
rénte um primeiro periodo de tratamento, que é seguido por um sengdo
periodo de tratamentd em que o antagonista de IL-23 é administrado a uma
dose mais baixa ou a intervalos menos freqﬁentes, ou doses gradualmente

reduzidas. Terapia com o antagonista de IL-23 tipicamente continuara por

pelo menos trés a seis meses e pode continuar por tanto quanto 12 meses,
18 meses ou 24 meses. | |

Um outro aspecto da invengao é o uso de um antagonista de IL-
17 ou um antagonista de IL-23 para a prepara¢ao de uma composic¢ao far-

macéutica para o tratamento ou prevengao de uma doenga inflamatéria ocu-
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lar auto-imune (AOID) em um paciente. Em concretizagbes preferidas, a
composicdo farmacéutica é para a administragdo do antagonista de acordo

com qualquer um dos regimes de tratamento descrito aqui.

Em ainda um outro aspecto, a invengéo prové. um produto de

farmaco fabricado para o tratamento de uma doenga inflamatéria ocular au- -

to-imune. O prodAuto de farmaco compreende (i) uma primeira formulagdo
farmacéutica compreendehdo um antagonista de IL-17; e (ii) uma segunda
formulagéo farmacéutica de um antagonista de IL-23. Em concfetizagées
preferidas, o produto de farmaco inclui informagéo de produtd que compre-
ende instrugdes péra a adnﬁinistragéo das formulégées farmacéuticas de a-

cordo com qualquer um dos regimes de tratamento descrito aqui.

Descricao Detalhada

Definicdes _ .
, . De modo que a invengdo pode ser mais prontamente entendida,
certos termos cientificos e técnicos séo especificamente definidos abaixo. A

néo ser que especificamente definido em outro lugar nesse documento, to-

‘dos os.termos cientificos e técnicos usados aqui tém o mesmo significado

que seria _cbmumehte entendido por aquele versado na técnica a qual essa

-in\/erigéo pertece quando usado em contextos similares como usado aqui.

Como usado aqui incluindo as reivindicagdes anexas, as formas

singulares de palavras tais como “um”, “uma” e “0” “a@”, incluem suas referén-

cias de plural correspondentes a ndo ser que o contexto claramente m_ostra.
de outra rhaneira. |

“Antagonista” significa qUanuer molécula que ‘pode prevenir,
neutralizar, _ihibir ou reduzir Uma atividade direcionada, isto &, a atividade de
uma citocina tal como IL-17 ou IL-2'3, ou in vivo ou in vitro. Antagonistas de
citocina incluem, mas nao sao limitados a, anticorpos antagonisticoé, pepti-
deos, mirhéticos de pipetideo, polipeptideos e pequenas molécula que se
Iigam‘ a uma citocina (ou qualquer uma de suas subunidades), ou seu recep-
tor funcional (ou quélquer uma de suas subunidades) de um modo que inter-
fere com transdugao de sinal de citocina e atividade a jusante. Exemplos de

antagonista de peptideo e polipeptideo incluem versbes truncadas ou frag-
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mentos do receptor de citocina (por exemplo, dominios extracelulares solu-
veis) que se ligam a citocina de modo que ou reduz a quantidade de citocina-
disponivel a ser ligar a seu receptor funcional ou de outro modo_'previne a
citocina contra ligagao a seu receptor funcional. Antagonistas também inclu-
em moléculas que previhem expressao de quaiquer subunidade que com- -

preende a citocina ou seu receptor, tais como, por exemplo, oligonucleoti- .

~ deos de anti-sentido que direcionam mRNA, e interferéncia de RNA mensa-

geiro (vide, por exemplo, Arenz and Schepers (2003) Naturwiésenschaften
90:345-359; Sazani and Kole (2003) J. Clin. Invest. 112:481-486; Pirollo, e
outros (2003) Pharmacol. Therapeutics 99:55-77; Wang, e outros (2003) An-
tisense Nucl. Acid DrUg Devel. 13:169-189). O efeito inibitério de um antago-
nista pode ser medido por técnicas rotineiras. Por exerhplo, para avaliar o
efeito inibitorio na atividade induzida por citocina, células humanas que ex-
pressam um receptor funcional para uma citocina sdo tratadas com a citoci- -~
na e a expressao de genes conhecidos como sendo ativados ou inibidos por

aquela citocina € medida na presenga ou na auséncia de um antagonista
potenci'al. Antagonistas Uteis na presente invencao inibem a ativivdade dire- *
cionada por pelo menos 25%, de preferéncia por pelo‘menos 50%, 'mais de
preferéncia por pelo menos 75%, e com mais preferéncia por pelo menos

90%, quando comparada com o controle adequado.

“Anticorpo” refere-se a qualquer forma de anticorpo qué exibe a
atividade biolégica desejada, tal como Iigagéo por inibicdo de um ligante a
seu receptor, ou por inibicdo de sinal'iz'agéo induzida por ligante de um re-
ceptor. Assim, “anticorpo” é usado no sentido mais amplo e especificaménte
cobre, mas nao é Iirhitado a, anticorpos monoclonais (incluindo anticorpos

monoclonais de comprimento longo), anticorpos policlonais, e anticorpos

multiespecificos (por exemplo, anticorpos biespecificos).

“Fragmento de anticorpo” e “fragmento de ligagao de anticorpo”
significam fragmentos de ligagdo de antigeno e analogos de um anticorpo,
tipicamente incluindo pelo menos uma porgao das regides variaveis ou liga-
¢éo de antigeno (por exemplo, um ou mais CDRs) do anticorpo de origem.
Um fragmento de anticorpo retém pelo menos alguma especificidade de li-
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ga¢éo do anticorpo de origem. Tipicamente, um fragmento de anticorpo re-
tém pelo menos 10% da atividade de ligagdo de origem quandd a atividade é
expressa em uma basev molar. De preferéncia, um fragmento de anticorpo
retém pelo menos 20%, 50%, 70%, 80%, 90%, 95% ou 100% ou'vmais da
afinidade de ligagdo do anticorpo de origem para o alvo. Exemplos de frag-
mentos de anticorpo incluem, mas nao sao limitados a, fragmentos de Fab,
Fab', F(ab')g,v e Fv; diacorpds; anticorpos lineares; moléculas de anticorpo de
cadeia simples, por exemplo, sc-Fv; e anticorpos multiespécificos'formados

" a partir de fragmentos de anticorpo. Variantes de anticorpo engenheirados
880 revistas em Holliger and Hudson (2005) Nat. Biotechnol. 23:1126-1136."

Um “fragmento de Fab” é constituido de uma cadeia leve e as
regides variaveis de Cy1 de uma cadeia pesada. A cadeia pesada de uma

_molecula de Fab nao pode formar uma I|gag:ao de dlssulfeto com uma outra

molécula pesada. _
Uma regido de “Fc¢” contem dois fragmentos de cadeia pesada

compreendendo 0s domlnlos de Cul e CH2 de um anticorpo. Os dois frag- .
-~ mentos de cadela pesada sdo mantidos juntos por uma ou mais hgagoes de

dlssulfeto e por interagdes hldrofoblcas dos dominios de CHS.
Um fragmento de “Fab” contém uma cadeia leve e uma porgao
de uma cadeia pesada que contém um dominio de V4 eo domu’nio de Cql e

também a regido entre os dominios de Cy1 e Cu2, tal que uma ligagéo de

dissulfeto de intercadeia pode ser formada entre as duas cadeias pesadas
de dois fragmentos de Fab’ para formar uma molécula de F(ab'),.

Um fragmento de “F(ab'),” contém duas cadeias leves e duas |
cadeias pesédas contendo uma porg¢do da regido constante entre os domi-
nios de Cy1 e Cy2, tal que uma Iigak;éo de dissulfeto de intercadeia € forma-
da entre as duas cadeias pesadas. Um fragmento de F(ab'), aséim é consti-
tuido de dois fragmentos de Fab’ que sdo mantidos juntos por uma ligagdo -
de de dissulfeto entre as duas cadeias pesadas.

A “regiéo de Fv’ compreehde as regides variaveis de tanto as
cadeias pesadas quanto leves, mas carece das regides constantes.

Um “anticorpo de Fv de cadeia simples (ou “anticorpo de scFv”)
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refere-se a fragmentos de anticorpo compreendendo os dominios de Vy e V.
de um anticorpo, em que esses dominios estdo presentes em uma cadeia de-
polipeptideo simples. Em geral, 6 polipeptideo de Fv ulteriormente compre-
ende um ligador de polipeptideo entre os dominios de Vy e V| que permite o
scFv para formar a estrutUra’ desejada para uma'ligagéo de antigeno. Paraa
revisio de scFv, vide Pluckthun (1994) THE PHARMACOLOGY OF MONOCLONAL
ANTIBODIES, vol. 113, Rosenburg and Moore eds. Springer-Verlag, New York,
pp. 269-315. Vide também, Publicacdo de Pedido de Patente vlnternacional
No. WO 88/01649 e nas patentes U.S. nos. 4.946.778 e 5.260.203.

‘ Um “diacorpo” é um fragmento de anticorpo pequeno com dois.

 sitios de ligagdo de antigeno. Os fragmentos compreendem um dominio va-

ridvel de cadeia pesada (Vi) ligado a um dominio variavel de cadeia leve
(VL) na mesma cadeia de polipeptideo (Vu-V ou V-Vu). Por uso de um liga-
dor que demasiadamente curto para permitif emparalhamento entre os dois

dominio na mesma cadeia, os dominios sdo for¢cados para emparelhar com

- .0s dominios complementares de uma outra cadeia e criar dois sitios de liga-

gao de'anti'geno. Diacorpos sao descritos mais totalmente, }ha, por exemplo,
EP 404.097; WO 93/11161; e Holliger e outros (1993) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 90: 6444-6448.

Um “fragmento de anticorpo de dominio” é um'fragmento de i-

munoglobulina imunologicamente funcional contendo apenas a regiéo varia-

vel de uma cadeia pesada ou a regido variavel de uma cadeia leve. Em al-
guns casos, duas ou mais regides de VH s&o covalentemente unidadas com
um ligador de peptideo para cari_ar um fragmento de anticorpo de dorhl'nio .
bivalente. As duas regiées de V4 de um fragmento de ahticorpo de dominio
bivalente pode direcionar os antigenos iguais ou diferentes. ,
‘Doenga inflamatdria ocular mediada auto-imune (AOID) significa

qualquer doenga ou condi¢gdao em que (a) inflamagao esta presente em qual-

quer parte do olho ou tecidos envolventes (incluindo o nervo Gtico, vasos
sanguineos, musculos) e (b) a inflamagao é parte de uma resposta imune
que exige ou é promovida por uma ou ambas IL-23 e IL-17. Inflamagao in-
traocular sem uma etiologia infecciosa é tipicamente considerada uma AOID.
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Exemplos nao limitantes de AOIDs sao listadas abaixo.

Retinocoriodopatia de Birdshot (BSRC): Uma doenga inflamaté-
ria intraocular cronica qua afeta principalmente a parte de tras (posterior) do
olho. BSRC é distinta de outras formas de uveite postérior que tém uma forte
associacdo com o antigeno de HLA-A29.2. Sua etiologia permance -d_escof '
nhecida. Um mecanismo auto-imune é provavel desempenhar um papel pa-
togénico impbrtante.

Pehfigéide cicatricial ocular (OCP): Uma doenga auto-imune sis-

~ témica. Evidéncia de montagem suporta o conceito de disfungdo imunorre-

guladora: anticorpos sdo dirigidos contra a zona de membrana basal (BMZ)
da conjuntiva e outras membranas de mucosa derivadas de epitélios esca-
mosos estratificados e ocasionalmente a pele. OCP é uma doenga ameaga-
dora de visao qUe usualmente exige tratame_nto com imunossupresSéo‘.

Ceratite, ceratite ulcerativa periférica: ceratite é a inflamag&o do

cornea, a estrutura de tipo cupula, transparente, externa que forma a parte

mals anterior do revestlmento externo do olho Se Ulceras se desenvolvem

.na cérnea penfenca ela é chamada de ceratite ulcerativa periférica.

“Oftalmia simpatica” é uma AOID em que um trauma a um olho
precipita em um tempo. posterior uma inflamagéo destrutiva no outro olho
(“acometido por oftalmia), aparentemente devido a uma'resposta auto-imune

a antl’gen'os liberados a partir do olho lesionado.

Sindrome de Vogt-Koyanagi Harada (VKH): Sindrome de Vogt-
Koyanagi-Harada (VKH), antigamente conhecido como sindrome uveomeni-

-gitico é uma distarbio sistémica que envolve sistemas de multiplos 6rgaos,

incluindo os sistemas ocular, Nervoso e intergumenar (pele). Panuveite bila-
teral severa associada com acumulo de fluido subretinal é a mérca de VKH
ocular. | A

Iridociclite heterocrémico de Fuschs: Uma uveite anterior unilate-
ral crdnica caracterizada por heterocromia de iris, uma condigao em que um
olho é um de cor diferente do outro. A uveite tipicamente ocorre no olho de
cor mais clara de um adulto jovem.

“Composto de ligagao” refere-se a uma molécula, uma molécula
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pequena, macromolécula, anticorpo, um fragmento ou seu anélogo, ou re-
ceptor soluvel, capaz de ligar a um alvo especificado. “Composto de ligagao™
podem também referir-se a qualquer um dos seguintes que sao capazes de
se ligar ao alvo especificado: um _complexo de moléculas (por exemplo, um
complexo molecular nao éov‘alente); uma molécula ionizada; e uma molécula
covalentemente e ndo covalentemente modificada (por exemplo, modificada .
por fosforilagdo, acilagéo, reticulagao, ‘cicli'zagéo ou clivagem limitada). Em
casos onde o composto de ligagao pode ser dissolvido ou su'spénso em .so-
lugdo, “ligacado” pode ser definida como uma associagdo- do composto de
ligagdo com um alvo onde a associagao resulta em redugdo no movimento
de Brownian normal do composto de Iigagéo.’ -

‘ “Co'n‘iposigéo de ligagdo” refere-se a um composto de ligagdo
em combinagao com pelo menos uma outra substancia, 'tal como um estabi-
lizador, excipiente, sal, tampao, solvente ou aditivo.

“Anticorpo biespecifico” significa um anticorpo qué' tem dois si-
tios de ligagdo de antigeno tendo especificidades para dois epitopos diferen-
tes, qué podem estar no mesmo antigeno, ou em dois antigenos diferentes.
Anticorpos biespecificos incluem fragmentos de antiborpo biespecificos.. Vi-
de, pdr exemplo, Hollinger, e outros (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 90:.

'6444-48, Gruber, e outros, J. Immunol. 152: 5368 (1994).

“Consiste essencialmente em” e variagdes tal como “conSiste
essencialmente em” ou “consiste essencialmente em” como usado através
de todo o relatério e reivindicagdes, indicam a inclusdo de qualquer elemen-
tos ou grupo de elementos relatados, e a 6tima inclusdo de outros elerhen-
tos, de natureza similér ou diferente do que os elementos relatados, que nao
materialmente mudam as propriedades bascias ou novas do regime de do-

sagem, método Ol_J composicao especificado. Como um exemplo ndo limitan-

te, uma citocina que consiste essencialmente em de uma seqiéncia de ami-
noacidos relatada pode também incluir um ou mais aminoacidos que néo
materialmente afetam as propriedades da citocina. -

“Interleucina-12R beta1” ou “IL12RB1” significa uma cadeia de
polipeptideo simples que consiste essencialmente na seqi]éncia da forma
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madura de IL12RB1 de ser humano como descrita em NCBI Protein Se-
quence Database Accession Numbers NP714912; NP005526 ou suas vari
antes de ocorréncia natdral.

“Interleucina-17” (ou “IL-17") significa uma proteina que consiste
em uma ou duas cadeias de polipeptideo, com cada cadeia que consiste
essencialmente na sequéncia da forma madura de IL17A de ser humano
como descrita em qualquer- uma de NCBI Protein Sequence Database Ac-
cession Numbers NP002181, AAH67505, AAH675083, AAH67504, A-
AH66251, AAHB6252 ou suas variantes de ocorréncia natural.

“IL-17R” ou “IL- 17RA” significa uma cadeia de polipeptideo sim-
ples que consiste essencualmente na sequencua da forma madura de IL-

17RA de ser humano como descrita no WO 96/_29408 ou em qualquer uma

de NCBI Protein Sequence Database Accession Numbers: NP 055154, |

096F46 CAJ86450, ou variantes de ocorrencua natural dessas sequenmas
“IL-17RC” sngmflca uma cadela de pohpeptldeo simples que con-
siste essencialmente na sequéncia da forma madura de IL-17RC de ser hu-
mano como descrita na WO 238764A2 ou em qualquer uma de NCBI Pretein |
Sequence Database Accession Nurhbers NP703191, NP703190 e
NP116121, ou variantes de ocorréncia natural dessas sequéncias.

“Interleucina-23 (ou “IL-23) significa uma proteina que consiste

.em duas cadeias de polipeptideo. Uma cadeia consiste essencialmente na

sequiéncia da forma madura de 1L23 de ser humano, subunidade p19 (tam-

bém conhecida como IL23A) como descrita em qualquer uma de NCBI Pro-
“tein Sequence Database Accession Numbers NP057668, AAH67511, A- |
AH66267, AAH66268, AAH66269, AAH667512, AAH67513 ou variantes de

ocorréncia natural dessas seqﬁéncias‘. A outra cadeia consiste essencial-
mente na sequiéncia da forma madura de IL12 ser humano, subunidade p40
(também conhecida como IL12B e IL23, subunidade p40) como descrita em -
qualquer uma de NCBI Protein Sequence Database Accession Numbers
NP002178, P29460, AAG32620, AAH74723, AAH67502, AAH67499, A-
AH67498, AAH67501 ou variantes de ocorréncia natural dessas eeqﬁéncias.

“Interleucina-23R” ou “IL-23R” significa uma cadeia de polipepti-
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deo simples que consiste essencialmente na sequéncia da forma madura de
IL23R de ser humano como descrita em NCBI Protein Sequence Database:
Accession Number NP653302 ou suas variantes de dcorréncia natural.
“Anticorpo monoclonal” de “mAb” significa um anticorpo 6btido a
partir da populagao de ahtiCOrpos substancialmente homogéneas, e ndo de- -

ve ser interpretado como a produgéo necessaria do anticorpo por qualquer

~ método particular.

“‘Administragdo parenteral” significa uma inje¢ao intravenosa,
subcutdnea, ou intramuscular.

“Molécula pequena” significa uma molécula com um peso mole-

“cular qu'e € menos do que 10 kD, tipicamente menos do que 2 kD, e de pre-

feréncia menos do que 1 kD. Moléculas pequenas incluem, mas nao séo

limitadas a, moléculas inorgénicas, moléculas organicas contendo um com-

ponente inorganico, moléculas compreendendo um atomo radioativo, molé-
culas sintéticas, miméticos de peptideo, e miméticos de anticofpo. Miméticos
de' peptideo de anticorpos e citocinas sdo conhecidos na técnica. Vide, por
ex‘empl'o, , Casset, e outros (2003) Biochem. Biophys. Res. Commun.
307:198-205; Muyldermans (2001) J. Biotechnol. 74:277-302; Li (2000) Nat.
Biotechnol. 18:1251-1256; Apostolopoulos, e outros (2002) Curr. Med.

‘Chem. 9:411-420; Monfardini, e outros (2002) Curr. Pharm. Des. 8:2185-
2199; Domingues, e outros (1999) Nat. Struct. Biol. 6:652-656; S_ato and So-

ne (2003) Biochem. J. 371:603-608; a Patente U.S. n°. 6.326.482 expedida
por Stewart, e outros. ‘ o -
“Especifico” ou “especificamente”, quando referindo-se a infera-
cdo de Iigagéo entre os membros de um par de ligagao, tais como uma cito-
cina e seu receptor, e anticorpo e seu antl’geno ou epitopo, indica uma rea-

cao de ligagao com € determinativa da presenga de um membro do par de

ligagdo em uma populagdo heterogénea de proteinas e outros bioldgicos.
Assim, sob condi¢bes designadas, um membro de um par de ligagdo tem
uma afinidade significativamente maior para o outro membro do par de liga-
¢ao do que as proteinas irrelevantes. Por exemplo, um anticorpo é conside-

rado ser especifico para uma proteina particular se ela se ligar aquela prote-
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ina com uma afinidade que é pelo menos 10 vezes, e de preferéncia 50 ve-

zes mais alta do que sua afinidade para uma proteina diferente. Um anticor-

“po que “especiifcamente se liga” a uma proteina compreendendo um epitopo

particular nao se Iiga a qualquer grau mensuravel que ndo compreende a-
quele epitopo. De preferéncia, um anticorpo que é especifico para uma pro-
teina-alvo terd uma uma afihidade em relagédo a proteina-alvo que é 1maior
do que cercé de 10° litros/mol, como determinada, por exemplo, por analise
de Scatchard (Munsen, e outros (1980) Analyt. Biochem. 107: 220 -239).

“Tratar” ou “tratamento” significa admlnlstrar um agente terapéu-

tico, tal como uma composigao contendo qualquer um dos antagonistas de

IL-17 e IL-23 descritos aqui, internalmente ou.externalmente a um paciente
que necessita do agente terapéutico. Tipicarhente, o agente é administrado
em quantidade eficaz para prevehir ou aliviar um ou mais sintomas de doen- |
¢a, ou um ou mais eféi_tos adversos de tratamento com um agente terapéuti-

co diferente, se por prevengédo o desenvolvimento de, indugdo da regressao |

, de,Aou inibicdo da progressao de tal(tais) si'ntoma(s) ou efeito(s) adverso(s) .
-por .qualquer grau clinicamente mensuravel. A quantidade de um agente te-

 rapéutico que é eficaz para aliviar qualquer efeito adverso ou sintoma da

doenga particular (também chamada da. “qu'antidade terapeuticamente efi-
caz”) pode variar de acordo com os fatores tais como o estado da doenga, a

_idade, e 0 peso do paciente, e a capacidade do agente terapéutico de eliciar

uma resposta desejado no paciente. Se um efeito adverso ou um sintoma da

doencga foi aliviado pode ser avaliado por q'ualquer medi¢do clinica tipica-

-mente usada por médicos ou outros provedores de cuidado de saude para

avaliar o estado de severidade ou progresséo daquele sintoma ou efeito ad-
verso. Quando um agente terapéutiéo é administrado a um paciente que tem
uma doehga ativa, uma quantidade terapeuticamente eficaz tipicamente re-
sultard em uma redugéo do sintoma medido por pelo menos 5%, usualmente -
por pelo menos 10%, mais usualmente pelo menos 20%, mais usualmente
pelo menos 30%, de preferéncia peld menos 40%, com mais preferéncia
pelo menos 50%, ainda de preferéncia pelo menos 60%, de modo ideal pelo

menos 70%, e ainda de modo mais ideal pelo menos 80%, e de modo ainda
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mais ideal pelo menos 90%. Embora uma concretizagdo da presente inven-
cdo (por exemplo,,um método de tratamento ou artigo de fabricagdo) ndo
possa ser eficaz na prevencao ou alivio o(s) efeitq(s) adverso(é), ou sinto-
ma(s) da doenga-alvo em cada paciente, aliviaria tal(tais) efeito(s) ad\)erso('s)
ou sintoma(s) em um ndmero estatisticamente significativo de pacientes co-

mo determinado por qualquer teste estatistico conhecido na técnica como o

~ teste t de Student, o teste chiy, ou teste U de acordo com Mann e Whitney, 0

teste de Kruskal-Wallis (teste H), teste de Jonckheere-Terpstra e o teste de
Wilcoxon. | ,

Uveite significa afecgéo por inflamag&o de uma ou mais das trés
partes do olho que formam a Uvea: a iris (a parte colorida do olho), o corpo
ciliar (atras da iris, responsavel pela fabricagéo do fluido dentro do olho) e a

coroide (tecido de revestimento vascular sob a retina). Panuveite significa a

presenga de inflamagéo nas muiltiplas partes do mesmo olho (se¢des anteri-
or, intermediaria e posterior). | |

4 Uveite pode ser ou aguda ou cronica. A forma cronica esta mais -
freqﬂehtem’ente associada a disturbios s_istémicbs incluindo espondivlite an-
quilosante, sindrome de Behcet, doenga de intestino inflamatério, artrite

reumatdide juvenil, sindrome de Reiter, sarcoidose, siflis, tuberculose e do-

Uveite anterior, que envolve a inflamagéo da, parte da' frente do
olho; é a forma mais comum 'de uveite. A inflamagéo € usualmente isolada
na iris; assim, uveite anterior é freqiientemente chamada irite. Em alguns
pacientes, uveite anterior pode ser associada a presenca de uma doenca
auto-imune tal como anrite reumatoide ou espondilite anqulisante, mas na
maioria dos casos de uveite anterior ocorrem de outro modo em pessoas |

saudaveis e nao indicam uma doenga sistémica subjacente. Essa OID pode

afetar apenas um olho e é mais comum em pessoas jovens ou de idade mé-
dia. Uma historia de uma doenga auto-imune € um fator de risco. A maioria
dos ataques de uveite anterior dura de poucos dias ate semanas com trata-
mento, mas recaidas sdo comuns.

Uveite intermediaria significa uma sindrome inflamatéria idiopati-
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- ca principalmente envolvendo vitreo anterior, retina periférica, e corpo ciliar,

com sinais inflamatérios minimos ou nenhum segmento anterior ou coriorre-

tinianos.

| Inﬂamagéo da retina periférica € inflamag&o dos orbiculos cilia-
res, uma area estreita entre a iris e a cordide. Inflamagao da retina periférica
ocorre em homens jovens e esta em geral associada a qualquer outra doen-
ca. No entahto, havia pouco relatos de casos de umaassocia¢do com doen{
¢a de Crohn e alguns técnicos sugerem uma possivel' associacao cb_m escle-

rose multipla. Por essa razdo, esses técnicos recomendavam que pacientes

-acima de 25 anos de idade diagnosticados com inflamacéo da retina periféri-

ca recebem um MRI de seu cérebro e espinha dorsal.

Uveite posterior afeta a porgdo de tras do trato uveal e envolve -
principalmente a cordide. Isso é chamado cloroidite. Uveite posterior é ca-
racterizada por inflamagao da camada de vasos sanguineos subjacentes a
retina, e também usualmente da retina. Se a retina adjacente for também

envolvida, a condi¢éo é tipicamente chamada coriorretinite. Uveite posteior

‘pode seguir uma infecgdo sistémica ou ocorre em associagdo com uma do-

~“enga auto-imune. Na uveite posterior, a inflamagdo pode durar de meses até

anos e pode causar dano de visdo permanente, mesmo com tratamento.' .
Il. Geral _ _ |
- A presente invengao prové métodos de uso de antagonistas de
ati_vidadé dé IL-17 e IL-23 para tratar doenca inflamatéria ocular auto-imune.
| A atividade de IL-17, que é revisada em Kolis, J. e outros (2004)

“Immunity Vol. 21, 467-476, inclui promogao de acumulo de netréfilos em

uma area localizada e a ativagao de neutrdfilos. IL17 pode induzir ou promo-
ver a produgdo de qualquer uma das citocinas de mobilizagao de neutréfilo e
pré-inflamatdrias, dependendo do tipo de célula: IL-6, MCP-1, CXCLS8 (IL-8),
CXCL1, CXCLS6, TNFaq, IL-1B, G-CSF, GM-CSF, MMP-1, e MMP-13. |

| A atividade de IL-23 inclui a indugao da proliferagao de células T
de meméria, blastos de PHA, célula T de CD45RO T, células T de CD45RO
T; e produgcdo aumentada de interferon-gama (IFNy) por blastos de PHA
blasts ou células T de CD45R0O. Em contraste com isso IL-12, IL-23 de pre-
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feréncia estimula meméria em oposi¢do a populagdes de células T nativas
tanto em seres humanos quanto camundongo. IL-23 ativa numerosas molé--
culas de sinalizagdao de célula intracelular, por exemplo, Jak2, Tyk2, Stat1,
Stat2, Stat3, e Stat4. IL-12 ativa esse mesmo grupo de moléculas, mas res-
posta de Stat4 a IL-23 é relativamente fraca, ehquanto resposta de Stat4 a
IL-12 é forte (Oppmann, e outros, supra; Parham, e outros (2002) J. Immu-

" nol. 168:5699-5708). IL-23 estava também implicado na manutengao e proli-

feragdo de células produtoras de IL-17, também conhecidas como células de
Thy7 (vide, Cua and Kastelein (2006) Nature Immunology 7:557 — 559).
' Antagonistas Uteis na presente invengéo incluem um receptor

~ soluvel compreendendo o dominio extracelular compreendendo o dominio

extracelular de um receptor funcional para IL-17 ou IL-23. Receptoresvsolu-

veis podem ser preparados e usados de acordo com os métodos-padréo

(vide, por exemplo,, Jones, e outros (2002) Biochim. Biophys. Acta
1592:251-263; Prudhomme, e outros (2001) Expert Opinion Biol. Ther.

1:359- 373 Fernandez-Botran (1999) Crit. Rev. Clin. Lab SCI .36:165-224).

Antagonistas de IL-17 para o uso na presente mvengao sao antl-
corpo que especificamente se ligam a, e inibem a atividade de, de qualquer
uma de IL-17, IL-17RA, IL-17RC, e um complexo heteromérico compreen-

~dendo IL-17RA e IL-17RC. Mais de preferéncia, o alvo do antagonista de IL-
117 é IL-17 ou IL-17RA. Antagonistas particularmente preferidos de IL-17 es-

pecificamente se ligam a, e inibem a atividade de IL-17.

Um outro antagonista de IL-17 preferido para o 'usoA na presente
invengao é um anticorpo biespeciﬁco ou fragmento de anticorpo biéspeci’fico,
que também antagoniza atividade de IL-23. Tais ahtagonistas biespecificos
especificamente se ligam a, e inibe a atividade de cada membro em qual-

quer uma das seguintes combinagdes: IL-17 e IL-23; IL-17 e IL-23p19; IL-17

e IL-12p40; IL-17 e um complexo de IL-23R/|L12RB1 ;IL-17 e IL-23R; IL-17 e
IL12RB1; IL17RA e IL-23; IL-17RA e IL-23p19; IL-17RA e IL-12p40; IL-17RA
e um complexo de IL-23R/IL12RB1; IL-17RA e IL-23R; IL-17RA e IL12RB1;
IL17RC e IL-23; IL-17RC e IL-23p19; IL-17RC e 1L-12p40; IL-17RC e um
complexo de IL-23R/IL12RB1; IL-17RC e IL-23R; IL-17RC e IL12RB1; um
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complexo de IL-17RA/IL-17RC e IL-23; um complexo de IL-17RA/IL-17RC e
IL-23p19; um complexo de IL-17RA/IL-17RC e IL-12p40; um coAmplexo de IL-
17RA/IL-17RC e um cémplexo de IL-23R/IL12RB1; um complexo de IL-
17RA/IL-17RC e IL-23R; e um complexo de IL-17RA/IL-17RC e IL12RB1.
Combinagdes direcionadas preferidas por anticorpos biespecificas usadas
na presente mvengao sao: IL 17 e IL- 23; IL-17 e IL-23p19; IL17RA e IL-23; e
IL-177RA e IL -23p19. Um antlcorpo biespecifico particularmente prefendo se
I|ga a, |n|b|e a atividade de, cada uma.de lL 17 e IL-23p19.

Antagomstas de IL-23 prefendos sao anticorpos que se ligam a,

e inibem a atividade de, qualquer uma de IL-23, IL-23p19, lL-12p40, IL23R,

IL12RB1, e um complexo de IL-23R/IL12RB1. Um outro agonista de IL-23
preferido é um polipeptideo de ligagdo de IL-23 que consiste essencialmente

no dominio extracelular de IL-23R, por exemplo, aminodcidos 1-353. de

GenBankAAM44229 ou um seu fragmento
Antagomstas de anticorpo para 0 uso na invengao podem ser
preparados por qualquer método conhecido na técnica para a preparagao de .

-anticorpos. A preparagao de anticorpos monoclonais, policlonais e humani-

zados é déscrita em Sheperd e Dean (éds.) (2000) Monoclonal Antibbdies,
Oxford Univ. Press, New York, NY; Kontermann e Dubel (eds.) (2001) Anti-
body Engineering, Springer-Verlag, New York; Harlow e Lane (1988) Antibo-

“dies A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring

Harbor, NY, pp. 139-243; Carpenter, e outros (2000) J. Immunol. 165:6205;
He, e outros (1998) J. Immunol. 160:1029; Tang, e outros (1999) J. Biol.

-Chem. 274:27371-27378; Baca, e outros (1997) J. Biol. Chem. 272:10678-

10684; Chothia e outros (1989) Nature 342:877-883; Foote e Winter (1992)
J. Mol. Biol. 224:487- 499 ea Patente U.S. n°. 6.329.511 expedido por Vas-
quez, e outros _
Qualquer forma antigénica do alvo desejado pode ser usada pa-
ra gérar anﬁcorpos, que pode ser triados para aqueles tendo a atividade de
antagonizacgdo desejada. Assim, o antl'geno de eliciamento pode ser um pep-
tideo contendo um unico epitopo ou multiplos epitopos, ou pode ser a prote-

ina total sozinha ou em combinagdo com um ou mais agentes de aumento
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de imundgenicidade conhecidos na técnica. Para aperfeigoar imunogenici-
dade de um peptideo antigénico, o peptideo pode ser conjugado a uma pro-
teina de veiculo. O antigeno pode também ser uma protema de comprimento
total isolada, uma proteina de superficie de célula (por exemplo, imunizagédo
com células transfectadas com pelo menos uma porgdo do antigeno), ou

uma proteina soluvel (por exemplo, imunizagdo com apenas a- porgédo de .

~ dominio extracelular da proteina). O antigeno pode ser expresso por célula

geneticamente modificada, em que o DNA qué codifica o antigeno é gené-
mico ou ndo gendmico (por exemplo, em um plasmidio).

Um peptideo queAconsiste essencialmente em de uma regido de
alta antigenicidade prévista pode ser usado para a geragao de anticorpo. Por
exemplo, regides de alta genecndade de p19 ocorrem nos ammoamdos 16-

28; 57-87; 110-114; 136- -154; e 182-186 do GenBank AA089442

(gi:37183284) e regides de alta antigenicidade de IL-23R de ser humano o-
correm nos aminoacidos 22-33; 57-63; 68-74; 101-112; 117-'133; 164-177;
244-264; 294-302; 315-326; 347-354; 444-473; 510-530; e 554-558 do Gen-
Bank AAM44229 (gi: 21239252), como determinao por analise com um dia- -
grama de Parker usando-se Vector NTI® Suite (Informax, Inc, Bethesda,
MD). | |
| Qualquer método adequado de imunizagdo pode ser usado. Tais

métodos podem incluir uso de auxiliares, outros imunoestimulantes, imuni-

zagoes de reforgo repetidas, e 0 uso de uma ou mais rotas de imunizagéao.
Imunizagdo pode também ser realizada por imunizagdo com vetor de DNA,
vide, por exemplo, Wang, e outros (1997) Virology 228:278-284.VAIterhati-
vamente, animais podem ser imunizados com células que portam 0 antigeno

de interesse, que pode prover geragao de anticorpo mais alta do que imuni-

zagao com: antigeno purificado (Kaithamana, e outros (1999) J. Immunol.

163:5157-5164). _

Antagonistas de anticorpo preferidos s&o anticorpos monoclo-
nais, que podem ser obtidos por uma variedade de técnicas familiares aos
técnicos versados. Métodos para a geragdo de anticorpos monoclonais sdo
em geral descritos em
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Stites, e outros (eds.) BASIC AND CLINICAL IMMUNOLOGY (4th ed.)
Lange Medical Publications, Los Altos, CA, and references cited therein; Har-

‘low and Lane (1988) ANTICORPOS: A LABORATORY MANUAL CSH Press; Go-

ding (1986) MONOCLONAL ANTICORPOS: PRINCIPLES AND PRACTICE (2d ed.) A-
cademic Press, New York, NY. Tipicamente, esplendcitos isolados -de um
hospedeiro de mamifero imunizado, comumente por fusdo com uma célula
mieloma para produzir um‘hibridoma. Vide Kohler and Milstein (1976) Eur. J.
Immunol. 6:511-519; Meyaard, e outros (1997) Immuhity 7:283-2905 Wright;
e outros (2000) Immunity 13:233-242; Preston, e outros (1997) Eur. J. Im-

~munol. 27:1911-1918. Métodos alternativos de imortalizagédo incluem trans-

formagdo com Virus de Epstein Barr, oncogenes, ou retrovirus, ou outros
métodos conhecidos na técnica. Vide, por exemplo, Doyle, e outros (eds.

1994 e suplementos periédiocos) CELL AND TISSUE CULTURE: LABORATORY '

PROCEDURES, John Wiley and Sons New York, NY. Colbnias que se origi-
nam de células imortalizadas simples s&o triadas para a producao de anti-
corpos da atividade de especmcudade aflnldade e mnbugao desejada usando- -

.Se ensaios bIO|OgICOS e de ligagao adequados Por exemplo, anticorpo para ‘

dlremonar propnedades de ligagao pode ser medido, por exemplo, por res-
sonancia de plasménio superficial (Karlsson, e outros (1991) J. Immunol.
Methods 145:229-240; Neri, e outros (1997) Nat. Biotechnol. 15:1271-1275;'

~Jonsson, ‘e outros (1991) Biotechniques 11:620-627) ou por ELISA de com-

petlgao (Friguet, e outros (1985) J. Immunol. Methods 77:305- 319 Hubble
(1997) Immunol. Todia 18:305-306). '

Alternatlvamente pode-se isolar sequenmas de DNA que codifi-
cam um anticorpo monoclonal ou um seu fragmento de ligagdo por triagem
de uma biblioteca de DNA a partir de células B de ser humano, vide por e-
xemplo, Huse, e outros (1989) Science 246:1275-1281. Outraé técnicas a-
dequadas envolvem triagem de bibliotecas de exibi¢do de anticorpo de fago.
Vide,' por eXemplo, Huse e outros, Science 246:1275-1281 (1989); and Ward
e outros, Nature 341:544-546 (1989); Clackson e outros (1991) Nature 352:
624-628 and Marks e outros (1991) J. Mol. Biol. 222: 581-597; Presta (2005)
J. Allergy Clin. Immunol. 116:731.
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Anticorpos monoclonais preferidos para 0 uso na presente inven-
¢a0 sao anticorpos “quiméricos” (imunoglobulinas) em que o dominio variavel é
do anticorpo de origem gerado em um animal de mamifero experimental, tal
como um rato ou camundongo, e os dominios constantes sdo obtidos a partir
de um anticorpo humano, de modo que os anticorpos quiméricos fosem menos

provaveis para eliciar uma resposta imune adversa em um individuo humano

~ do que o anticorpo de mamifero de origem. Mais de preferéncia, um anticorpo

monoclonal usado na presente invengéo é um “anticorpo humanizado”, em que
a totalidade ou substancialmente a totalidade dos lagos hipervaridveis (por e-
xemplo, as regides de determinagéo de complementaridade ou CDRs) nos do-
minios-\)ariéveis correspondem aqueles de uma imunoglobulina ndo humana, e
a totalidade ou substancialmente a totalidade das regides de estrutura (FR) nos

dominios varidveis sdo aquelas de uma seqiiéncia de imunoglobulina de ser

humano. Um-anticorpo, monoclonal particularmente preferido para o uso na
presente invengao € um “anticorpo humano total”, por exempld, um anticorpo '
que compreende apenas seqléncias de proteinas de imunoglobulina de ser
hu_mano. Um anticorpo humano total pode conter cadeias de carboidrato a partir
da espécie de célula que é produzida, , por exemplo, se prodUzida em um ca-

mundongo, em uma célula de camundongo, ou um hibridoma derivado de uma

_célula de camundongo, um anticorpo humano total tipicamente contera cadeias
de carboidrato de amurino.

Anticorpos monoclonais usados na presente inven¢éo podem
também incluir anticorpos de dominio éi'mples camelizados. Vide, por exem-
plo, Muyldermans e outros (2001) Trends Biochem. Sci. 26:230; Reichmann ‘
e outros (1999) J. Immunol. Methods 231 :25; WO 94/04678; WO 94/25591; a
Patente U.S. n°. 6.005.079.

Os anticorpos antagonisticos usados na presente inveng¢do podem

ter regides de Fc modificadas (ou bloqueadas) para prover fungdes efetoras

alteradas. Vide, por exemplo, a Patente U.S. n°. 5.624.821; WO2003/086310;
WQO2005/120571; WO2006/0057702. Alteragdes da regidao de Fc incluem mu-
dangas de aminoacido (substituicdes, dele¢des ou inserg¢bes), glicosilagdo ou
desglicolisagéo, e adicdo de Fc multiplo. Mudangas no Fc pode alterar a meia-
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vida de anticorpos terapéuticos, permitindo administracao dosada menos fre-

qliente e assim conveniéncia aumentada e.uso diminuido do matenal V|de

~ Presta (2005) J. AIIergy CI|n Immunol. 116:731 at 734-35.

Os anticorpos podem também ser conjugados (por exemplo, cova-
lentemente ligados) a moléculas que aperfeicoam estabilidade do anticorpo

durante a armazenagem ou aumentar a meia-vida do anticorpo in vivo. Exem-

plos de moléculas que aumentam a meia-vida séo albumina (por exemplo, al-

bumina de soro de ser humano) e polietileno glicol (PEG). Derivados PEGilados
ou ligados a albumina de anticorpos podem ser preparados usando-se técnicas
bem-conhecidas na técnica}.l Vide, por exemplo, Chapman, A.P. (2002) Adv.
Drug Deliv. Rev. '54'531-545' Anderson and Tomasi (1988) J. Immunol. Me-
thods 109:37-42; Suzuki, e outros (1984) BIOChIm B|ophys Acta 788: 248-255

and Brekke and Sandlie (2003) Nature Rev. 2:52- 62)

Anticorpos biespecificos que antagonizam tanto atividade de IL-
17 quanto' IL-23 podem ser produzidos por qualquer técnica conhecida na
técnica. Por exemplo, anticorpos biespecificos podem ser produzidos re-.

combinantemente usando-se a co-expressdo de dois pares de cadeia pesa-

da/cadeia leve. Vide, por exemplo, Milstein e outros (1983) Nature 305: 537-,
39. Alternativamente, anticorpos biespecificos podem ser preparados usan-
do-se ligagdo quimica. Vide, por exemplo, Bfennan’, e outros (1985) Science
229: 81. Esses_ anticorpos bifuncionais podem,também ser preparados por
troca de dissulfetos, produgéo de hibridomas hibridos (quadromas), por
transcricdo ou traducdo para produzir uma cadeia de polipeptideo simples
que expresa um anticorpo biespecifico, ou transcrigdo ou tradugéo para pro-
duzir mais do que uma cadeia de polipeptideo que pode se associar cova-
lentemente para produzir um anticofpo'biespecifico. O anticorpo biespecifico
complementado pode também ser produzido totalmente por sn’ntése quimica.
O anticorpo biespecifico pode compreender dués regides variaveis, duas
regiéés constantes diferentes, uma regiao variavel e uma regidao constante,
ou outras variacoes. | - |

Anticorpos usados na presente invengado usualmente se ligardo
com pelo menos a Kp de cerca de 10 M, mais usualmente pelo menos 10
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M, tipicamente pelo menos 107 M, mais tipicamente pelo menos 10 M, de
preferéncia pelo menos 10° M, e mais de preferéncia pelo menos 107° M, e
com mais preferéncia pelo menos 10" M (vide, por exemplo, Presta, e ou-
tros (2001) Thromb. Haemost. 85:.379-389;‘ Yang, e outros (2001) Crit. Rev.
Oncol. Hematol. 38:17-2'3; Carnahan, e outros (2003) Clin. Cancer Res.
(Suppl.) 9:39825-3990s). - |
Antagonistas de IL-17 e antagonistas de IL-23 sao tipicamente
administrados a um paciente como uma composicao farmacéutica em QUe 0
antagonista é misturado com um excipiente ou veiculo farmaceuticamente
aceitavel, vide, por exemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences and u.s.
Pharmacopeia: National Formulary, Mack Publishing Company, ‘Ea_s_toh, PA
(1984). A composigao farmacéutica pode ser formulada de qualquer modo

’adequado para a rota pretendida de administrac@o. Exemplos de formula-

¢des farmacéuticas incluem pés liofilizados, pastas fluida, solugbes aquosas, -
suspensbes e formulagbes de liberagao sustentada (vide, 'por exemplo,
Hardman, e outros (2001) Goodman and Gilman’s The Pharmacological Ba-
sis of T‘herapeutics, McGraw-Hill, New York, NY; Gennaro (2000) Remington:
The Science and Practice of Pharmacy, Lippincott,' Williams, and Wilkins,
New York, NY; Avis, e outros (eds.) (1993) Pharmaceutical Dosage Forms:
Parenteral MediCati_ons, Marcel Dekker, NY; Lieberman, e outrbs (eds.)

" (1990) Pharmaceutical Dosage Forms: Tablets, Marcel' Dekker,vNY; 'Liéber-

man, e outros (eds.) (1990) Pharmaceutical Dosage Forms: Disperse Sys-
tems, Marcel Dekker, NY; Weiner and Kotkoskie (2000) E'xcipi'ent Toxicity
and Safety, Marcel Dekker, Inc., New York, NY). |

A rota de édministragéo dependera das bropriedades do antago-
nista ou outro agente terapéutico usado na composicao farmacéutica. Uma

rota de administragdo possivel &€ administrar a composi¢éo farmacéutica to-

picamente ao olho na forma de uma pomada, gel ou liquidos gotejaveis u-
sando-se um sistema de fornecimento ocular conhecido na técnica tal como
um aplicador ou conta-gotas ocular. AIternativamente, a composig¢ao farma-
céutica pode ser administrada intraocularmente via um implante de polimero

que € colocado sob a conjuntiva do olho ou através de inje¢do para dentro



10

15

25

30

26

do olho. De preferéncia, as composi¢des farmacéuticas contendo Antagonis-
tas de IL-17 e Antagonistas de IL-23 sdo administradas sistematicamente

“por ingestao oral, inje¢do ou infusdo por rotas intravenosa, intraperitoneal,

intracerebral, intramuscular, intraocular, intraarterial, intracerebroespinhal,
intralesional, ou pulmonar, ou por sistemas de liberagdo sustentada tais co-

mo |mplantes !njegao de vetores de transferéncia de genes no sistema ner-

voso central foi também descrito (vide, por exemplo, Cua, e outros (2001) J.

ImmunoI.A 166:602-608; Sidman e outros (1983) Biopolymers 22:_547-556;
Langer, e outros (1981) J. Biomed. Mater. Res. 15:167-277; Langer (1982)

-Chem. Tech. 12:98-105; Epstein, e outros (1985) Proc. Natl. Acad'. Sci. USA

82:3688-3692; Hwang, e outros (1980) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:4030-
4034; as patentes U.S. nos. 6.350466 e 6. 316 024). '

As composm:ao farmaceutlcas usadas na invengao podem ser

' admlnlstradas de acordo com qualquer regime de tratamento que melhora

ou previne um ou mais sintomas da AOID. Sele¢éo do do regime de trata-
mento dependera de vérios fatores dependentes de composicdo e depen-

-dentes do paciente, mclumdo mas nado limitado a meia-vida do antagomsta

 da sevendade dos smtomas do pamente e do tipo o comprimento de quals-

quer efeitos adversos. De preferéncia, um regime de administragdo maximi-

za a quantidade de agente terapéutico fornecida ao paciente consistente

.com um nivel aceitavel de efeitos colaterais. Guia na sele¢do de doses a-

propriadas de anticorpos terapéuticos e moléculas pequenas esté disponivel

(vide, por exe'mplo,‘Wawrzynczak (1996) Anﬁcorpo Therapy; Bios Scientific
Pub. Ltd, Oxfordshire, UK; Kresina (ed.) (1991) Anticorpos monoclonais, Cy-

tokines and Arthritis; Marcel Dekker, New York, NY; Bach (ed.) (1993) Anti-
corpos monoclonais and Peptide Therapy in Autoimmune Diseases, Marcel
Dekker, New York, NY; Baert, e outros (2003) New Engl. J. Méd. 348:601-
608; Milgrom, e outros (1999) New Engl. J. Med. 341:1966-1973; Slamon, e
ou'tro's (2001) New Engl. J. Med. 344:783-792; Beniaminovitz, e outros
(2000) New Engl. J. Med. 342:613-619'; Ghosh, e outros (2003) New Engl. J.
Med. 348:24-32; Lipsky, e outros (2000) New Engl. J. Med. 343:1594-1602).

Antagonistas bioldgicos tais como anticorpos podem ser provi-
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dos por infusdo continua, ou por doses a intervalos de, por exemplo, uma
vez por dia, uma vez por semana, ou de 2 a 7 vezes por semana, uma vez-
em semanas alternadas, ou uma vez por més. Uma_ dose semanal total para
um anticorpo € em geral pelo menos de 0,05 pg/kg de peso de corpo, mais
em geral pelo menos de 0,2 ug/kg, mais em geral pelo menos de 0,5 ug/kg,
tipicamente pelo menos de 1 pg/kg, mais tipicamente pelo menos de 10 .

- Hg/kg, e ainda tipicamenté pelo menos de 100 pg/kg, de preferéncia pelo

menos de 0,2 mg/kg, mais de preferéncia pelo menos de 1,0 mg/kg, com
mais preferéncia pelo menos de 2,0 mg/kg, otimamente pelo menos de 10
mg/kg, mais otimamente pelo menos de 25 mg/kg, e melhor pelo menos de'
50 mg/kg (vide, por éxemplo, Yang, e outros (2003) . New Engl. J. Med.
349:427-434; H'efold, e outros (2002) New Engl. J. Med. 346:1692-1698; Liu,

e outros (1999) J. Neurol. Neurosurg. Psych. 67:451-456; Portielji, e outros

(20003) Cancer Immunol. Immunother. 52:133-144). A dose desejada de
molécula terapéutica pequena, por exemplo, um peptideo mirhético, produto
natural ou produto quimico organico, é cerca do mesmo que para um anti-
corpo ou polipeptideo, eml uma base de mols/kg. Determinagdo da dose a-
propriada é feita pelo médico, por exemplo, usando-sévp'arérhetros ou fatores
conhecidos ou suspeitos na técnica de afetar o tratamento ou previstos para

~afetar o tratamento. Em geral, a dose inicial € uma quantidade um pouco

menos do que a dose 6tima e a dose € aumentada por aumentos pequenos

aqui em seguida até que o efeito desejado ou 6timo seja alcangado em rela-
¢ao a quaisquer efeitos colaterais n_egati'vos. ' '

| Regimes de tratamento usando-se Antagonistas de IL-17 oU'de
IL-23 tipicamente serdo determinados pelo tratamento do médico e levardo
em conta a idade do paciente, a histéria médica, os sintomas da doenga, e a

tolerancia para diferentes tipos de medicagbes e regimes de dosagem. Em

geral o regime de tratamento é projetado pafa suprimir o sistema imune ex-
cessivamente agressivo, permitindo que o corpo finalmente se auto-regule,
com o resultado freqﬂentementé sendo que o paciente seja mantido nas
medicagOes sistémicas para suprimir a resposta imune inapropriada por um
periodo de tempo finito (por exemplo, um ano), medicagdo pode entdo ser
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diminuida e parada sem recorréncia do ataque auto-imune. Algumas vezes
retomada do ataque ocorre, caso esse em que O paciente rdeve ser re-
tratado. | ,

Assim, em alguns casos, o médico pode 'prescrever ao paciente
um certo niimero de doses do antagonista a ser tomado durante um periodo
de tempo prescrito, depois do qUaI terapia com 0 antagonista é descontinua-
da. De prefekéncia, depois de um periodo de tratamento incial em que um ou
mais dos sintomas agudos da doenga desaparecem, o médico continuara a
terapia de agonista por algum periodo de tempo, em que a qu'antidade e/ou
a freqiiéncia de antagonista administrado é gradualmente reduzida antes
que o tratamento seja parado. | |

A presente invencdo também contempla regimes de tratamento em
que um I‘L-17 antagonista é usado em combinagdo com um antagomsta de IL-
23. Tais regimes podem ser especialmente Uteis no trtamento da faée aguda de
AOID, em que the antagonista de IL-17 inibe a atividade de células de Thy; e-
xistehtes, enquanto o antagonista de IL-23 prévine a geragéo de novas células .

de Thy7. Tal terapia de combinagdo pode p'rover tratamento eficaz de AOID u-
' vsand'o-s'e uma dose mais baixa do antagonista de IL-17 e/ou aministragao do

antagonista de IL-17 por‘um periodo mais curto de tempo. Uma vez que sinto-
mas melhoram, terapia com antagonista de IL-17 é de préferéncia d_escontinu-'
ada, eananto a administragdo do antagonista de IL-2.3} € continuada para pre-
ver a geragao de novas células de Thy; autorreativas que poderiam levar a re-
corrénéia da doenga. Os dois antagonistas podém ser administrados ao mesmo

“tempo em uma Unica composi¢do, ou em composicdes separadas. Alternati-

vamente, os dois antagonistas podem ser administrados a intervalos separa-
dos. Doses diferentes dos antagbniétas podem ser também usadas. Similar-
mente, um antagonista biespecifico pode também ser administrado durante a
fase aguda e gradualmente retirado, seguido por tratamento com um antagonis-
ta de 'IL-23 para manter repressao da doenga.

O regime de tratamehto pode também incluir o uso de outros
agentes terapeuticos, para melhorar um ou mais sintomas da AOID ou pre-

venir ou melhorar efeitos adversos da terapia de antagonista. Exemplos de
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agentes terapéuticos que foram usados para tratar sintomas de AOID séo
esterbides e outros antiinflamatérios. Exemplos de tais terapias incluem, mas
ndo sao limitados a, esterdides tais como dexametasona, flurometolon, e
prednisolona, bem como antiinflamatérios néao esteroidais' tais como indome-
tacina, aspirina, flubiproféno e diclofenac, antimetabdlitos (por exemplo, me-
totrexato, azatioprina), inibidores de fatores de transcrigdo (por exemplo, ci-

~ closporina, tacrolimus), e agentes de reticulagdo de DNA (por exemplo, ciclo-

fosfamida, clorambucila). Novos agentes dirigidos contra citocinas e seus
receptores, muitos dos quais agem por inibicdo de citocina-de Th1 importan-
te em vez de trajetdrias de sihalizagéo, estdo comegando a ser usados pafa'
o tratamento de pacientes com uveite. Esses incluem inibidores de TNF tais

como Infliximab (Remicade®, Centocor, Malvern, PA), EtaherCep_t (Enbrel®,

'Amgen, Thousand Oaks, CA), and Adalimumabv(Humira®, ‘Abbott Laborato-

ries, Abbott Park, IL) e inibidores especificos de sinalizagdo IL-2, incluindo
Daclizumab (Zenapax®, Roche Laboratories, Nutley, NJ) and BasiIiXimab_
(Slmulect® Novartis Pharmaceutical Co., East Hanover, NJ). |

Em qualquer uma das terapias descritas aqui em que duas ou
mais substancias terapéuticas diferentes sao usadas (por exemplo,' um an-

tagoniSta de IL-17 e um antagonista de IL-23, um antagonista de IL-17 e um

vage'nte terapéutico que ndo antagoniza atividade de IL-17 ou de IL-23), sera

entendido que as substancias terapéuticas diferentes sdo administradas em

associagao entre si, isto é, elas sdo administradas concorrentemente na
mesma composi¢dao farmacéutica ou cbmo composicdes separadas ou as
substancias podem ser administradas a tempos separados, € em ordens
diferentes. | |

Diagndstico da presenga de uma AOID em um paciente tipica-
mente envolvera o exame do paciente para os sintomas conhecidos como
sendo com tais doengas. Por exemplo, a apresentag:ao tipica de uveite ante-
rior envolve dor, fotofobia, e hiperlacrimagé@o. Pacientes relatam uma dor
profunda, vaga do olho envolvido e érbita envolvente. Sensibilidade associa-
da a luzes pode ser severa. Lagrima excessiva ocorre de estimulo neural

secundario a aumentado da glandula lacrimal e o paciente nido relata uma
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sensagao estranha ao corpo. Acuidade visual é variavel que varia de borrdo
suave a perda de visdo significativa de membranas cicliticas ou sinéquias

‘estao presentes. Um exame pode revelar inchamento da palpebra suave a

moderado que resulta em pseudoptosé. Uma injegao perilimbal, profunda da
conjuntiva e episclera é tipica,-embora a conjuntiva palpebral é caracteristi-
camente normal. A cérnea pode exibir edema suave.

 Os sinais de marca de uveite anterior incluem células e brilho na
camara anterior. Se a reagéo de camara anterior for'significativa, depésitos

pequenos de cinza a marrom conhecidos como precipitados ceraticos po-

dem estar presentes. Isso pode entéo levar a disfungdo de célula endotelial

e edema corneal. Constatagdes de iris pode incluir adesbes a capsula da
lente (sinéquias posteriores) ou, menos comumente, a cornea periférica (si-

néquias anteriores). Adicionalmente, nédulos granuldmatbsos podem apare-

“cer sobre a superficie da iris. Pressao intraocular € inicialmente reduzida no

olho envolvido devido a hlpotoma secretora do corpo ciliar.. No entanto, uma

vez que a reagao perS|ste subprodutos inflamatérias podem acumular na .

,trabecula Se esse fragmento forma forma significativamente, e se o corpo

 cilicar recupera sua saida secretéria normal IOP pode elevar abruptamente

resultando em um glaucoma uveitico secundarlo

~Identificagdo de pacientes os quais sdo suscetiveis para uma
AOID tip‘ibamente levara uma histéria médica familiér e pessoal, e pode in-
cluir testagem genética. Por exemplo, alguns individuos terdo predisposi¢ao
genética a uveite que esta relacionada a processos de doenga auto-imune.’

'O mais comum desses “genes” é 0 haplotipo de HLA B27 que pode predis-

por a uveite sozinho ou também espondiloartropatias soronegativas e as
artropatias enteropaticas. Exemplos séo espondilite aquilosante, artrite reati-
va (sindrdme de Reitérs), artrite psoriatica, doencga intestino irritével e doen-
¢a de Crohn. Uma paciente pode também ser diagnosticado como suscetivel
para 1uma doenca AOID se houvesse uma histéria familar de qualquer uma
das doencas auto-imuhes, ou o paciente ja foi diagnosticado com tal doenga.

A eficacia da terapia de antagonista para a prevengdo ou trata-
mento de AOID em um paciente particular pode ser determinada usando-se
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medi¢cdes de diagnosticos tal como redugao ou ocorréncia de sintomas in-
flamatdrios, por exemplo, da quantidade de inflamagdo ocular ou nivel de
citocinas inflamatérias no(s) olho(s) afetado(s). Os sintomas de ihflama(;éo
ocular para a maior parte dependem da area afetada do olho. Sinais e sin-
tomas mais comuns sio: vermelhiddo de dor, flutuantes, viséo"diminul’da, e

sensibilidade a luz. O nivel de citocinas inflamatérias pode ser medida, por

~ exemplo, por contato de um composto de ligagao para a citocina inflamatéria

de interesse com uma amostra oriunda do olho do paciente bem como com
uma amostra oriunda de um individuo de controle ou oriunda de de tecido

ndo afetado ou tecido oriundo do paciente, e entao comparagéo dos niveis

~de citocina detectados pelo _compc)std de ligagao. Expressao ou atividade

oriundo da amostra de controle ou individuo de controle pode ser provida

'como um valor predeterminado, por exemplo, obtido a partlr de um grupo

estatlstlcamente apropriado de individuos de controle.

A presente mveng:ao é com base nos estudos de camundongos
de matlvagao (KO) de IL-23p19 e admlmstragao de antlcorpos de anti- IL- :
23p19 e de anti-IL-17 a modelos de murino de uvelte auto-imune. Essas ex-

periéncias foram realizadas de acordo com 0s materiais e metodos descntos

na segao Il abaixo.

|. Resultados e Discussao

Nas experiéncias que envolvem camundogos de KO de IL-
23p19 a suscetibilidade a EAU de camundongos de matwagao de IL-23p19
(deficiente de IL-23) foram comparados com a suscetibilidade de camundon-

- gos de KO de IL-12p35 (deficiente de IL-12) e de KO de IL-12p40 (deficien-

tes de IL-12 e IL-23). Todos os camundongos estavam na experiéncia de
C57BL/6 e a indugéo de EAU e classificagéo foi descrita em métodos gerais
abaixo. Verificou-se que IL-12p35 néo € exig'ido para a geragao de destrui-
¢éo de tecido de olho especificb de IRBP. Em contraste com issb, IL-23p19
é essencial para o desenvolvimento de EAU (Tabela 1). Analise de citocina
de culturas de célula de nédulo linfatico derivadas de camundongos imuni-

zados com IRBP mostrou que os camundongos deficientes de IL-12 susceti-
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- -veis a EAU (IL-12p35KO0) tinham niveis elevados de IFN-y, IL-6, IL-17 e IL-

18, comparados com camundongos deficientes de IL-23 (IL-23p19KO e IL-

12p40KO). Respostas de hipersensibilidade atrasada (DTH) a IRBP das 3

cepas de KO, examinadas pelo ensaio de inchamento, mostraram 'que res-

posta de DTH a IRBP estava bem correlacionada com as classificagcdes de

EAU ou os camvundongos respectivos, com réspostas significativamente
mais baixas bara KO de p'1‘9 e p40 e respostas significativamente mais aIfas_
em KO de p35 em comparagéo com o tipo selvagem (WT). _

Tabela 1: IL-23, mas néo IL-12, & essencial para 0 desenvolvirr‘\'ento de EAU.

classificagdo | inchamento
média de EAU | especifico '
+/- SE de DTH +/- IFN-y- IL-6 | IL-17 IL-18

SE (uM x 10- | ("g/mi) | (ng/mi) | (ng/mi) | (ng/mi)
1) | |

de tipo 3,2.

selvagem | 921 +0,11 44 + 7 | 89 22 | 025
12pli|’:éKO 0571012 s7s2 | 16 | " | 49 | o2

{ 23;;:_ 9KO 0 . 25+4 65 | 95O 1,2 0,10
12;:‘%(-)'KO 0 22+3 1< 08 0,85 0,1

- Esses resultados foram ulteriormente supdr_tados por experién-

cias usando-se anticorpo de IL-23p19 de anti-camundongo em um modelo

de camuhdongo de uvéite, na cepa de B10.RII‘I altamente suscetivel. Verifi-

cou-se que tratamento com ant‘icorpo de IL-23p19 de anti-camundongo signi-
ficativamente bloqueou inflamagéao de olho mediada imune. Na dose de 330

- Hg por camundongb em dias alternados, o indice de doenca de EAU de ca-

mundongos tratados com anti-IL-23p19 foi dramaticamente reduzido em
comparagdo com anticorpo de anti-isétipo tratado e nenhum controle de an-
ticorpo como determinado por histopatologia de olhos coletadds'no dia 11
depois da imunizagdo (Tabela 2). Além disso, terapia de anti-IL-23p19 era
tao eficaz quanto Prednisona no bloqueamento de EAU. Os niveis de ex-
pressao de IL-17, mas nao mRNA de IFN-y nos olhos de camundongos tra-
tados com anti-IL-23p19 eram mais baixos 'do'que 0s grupos de controle su-
gerindo que direcionamento de IL-23 inibiu EAU por bloqueamento de infil-
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tragdo de células produtoras de IL-17 ou prevengdo da eéxpansdo das células
produtoras de IL-17 patogénicas dentro dos olhos. Niveis de elastase de-
neutréfilo e niveis de mRNA de mieloperoxidase de camundongbs tratados
com anti-IL-23p19 eram comparaveis com nativos bém como grupos de con-
trole de Prednisona, eananto que 0s camundohgos tratados com controle

de isétipo e “nenhum anticorpo” exibiam aumento de 10 a 100 vezes na ex-

 pressdo desses genes inflamatérios. Outros fatores pro-inflamatérios tais

como IL-1beta, TNF, IL-6, NOS2 e COX2 foram um poUco reduzidos nos
camundongos tratados com anti-IL-23p19. Esses resultados demonstram
que direcionamento de IL-23 inibe o desenvolvimento 'de'uveite auto-imune.
Tabela 2: Tratamento de Anti-IL-23p19 inibe EAU e expres_séo de citocinas
inflamatérias no olho. ' | |

histopato- andlise de expressdo de gene de PCR quantitativo de olho (mostrada

logia como expressdo em relagdo a ubiquitina). Amostras de tecido coletadas
O=normal ' no dia 11 depois da imunizagéo de IRBP
1= infiltra-
¢ao com
pouco
monécito | ¢ NOS Neutro- | Myelo-
4=dano | N- | IL-6 | IL-17 | TNF IL-1B 2 COX2 | phil Elas- per-
severo Y . ’ tase oxidase
(olhos
individu-
ais)
camun- 00000 | O, | 0,16 0 0 3.8 2,7 | 48 0,1. 0
dongos 44 o
nativos 444443 |6, |376| 71 [378] 117, | 222 |- 246 | 1,23 411}
nenhum [ 332221 | 2 8 - ' :
isétipode | 111111
controle 1
anti- 444444 | N | 136 | 3,1 | 283 103, | 19,2 14,5 1,35 3,09
li23p19de | 541149 | A 0
controle | 111111
de Ab 10 ) .
preﬁ';'s“ 111111 6,°[103| 013 | 125 | 643 | 147 | 89 0,08 0
111111 ] 9 :
100000
44211110, | 1,2 0 1791 746 | 5.2 14,6 0,55 0
111000 | 51 : A '
000

Um outro conjunto de experiéncias em comparagdo com o tra-
tamento com anticorpos de anti-IL-23p19 para o tratamento com anticorpds
de anti-IL-12p19 foi também realizado. Nessa experiéncia camundongos re-
ceberam 500 ug dos anticorpos indicados em dias alternados, partindo db

dia antes da imunizagdo, e os olhos e 6rgéos linféides foram coletados 17
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dias depois da imunizagdo, ou 6-7 dias depois da inicio da doenga nos con-

‘troles. Os dados indicavam que anticorpo.de anti-IL-23p19 era tao eficaz

~quanto anticorpo de anti-p40 no bloqueio do inicio de uveite. Os dados sdo

mostrados na tabela 3. | |
Tabela 3: Tratamento de anti-IL-23p19 inibe EAU e respostas de citocina

sistémica ao antigeno de uveite

classificacao _ ,
amostra deEAUdos| IL-2 | IL4 | IL5 | IL-6 | IL-10 | IFN-y |[TNF-o| IL-12 | IL-17
- |othos indivi-| pg/mi | pg/mi | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/ml | pg/mi
duais ' |
3, 3! 3! 3) 3! .
controle 3,3,3,0, [2476 | 04 | <3,1 {1457 86 [12953| 465 | 27 | 729
0,25 L
. 3,3,0,0,0, . : . :
AntiIL-23p19 | 9 9 0,0,0| 1150 | 1.3 | 191 [1637| 55 |14533| 875 | 2,1 | 37,0
C 3,3,3,33, : ' ' ' ,
anti-istipo | 33333|2052| 14 | <31°/2067| 124 [27596| 51,2 | 3,1 |198,0
- 10,25,0,0,0,
Anti IL-12p40 |0,0,0,0,0,| 101,9 04 <31 (265 44 | 3055]| 166 | <0,8 | 29,7
A 0 , _

Uma segunda. parte dessa experiéncia examinou o estagio do

'proces'so patogénico durante o qual IL-23 era exigida. Camundongos foram

tratados com 500 ng de anticorpo de anti- IL-23p19 em dias alternados par-
tlndo 7 dias depois da |mumzagao e a doenga foi comparada com camun-

dongos que foram tratados a partlr do dia antes da imunizagdo (como aci-

‘ma). EAU poderia ser evitado por tratamento precoce com ou anti-p19 ou

anticorpos de anti-p19. No entanto, quando o tratamento foi. iniciado 7 dias

, depois da imunizagdo, um ponto de tempo quando células T efetoras UVeito-

génicas ja foram inicializadas e podem ser isoladas do LN e baco, desenvol-

~vimento de EAU n&o poderia ser abortado e as classificagbes de doenga

desenvolveriam por camundongos tratados eram similares a controle. Isso
sugere que a exigéncia para IL-23 ocorre em um estagio anterior da patogé-
nese da doenga. Os dados sao mostrados na tabela 4.
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Tabela 4: Trtamento com anticorpo de anti-p19 previne, nao reverte, EAU.

. ) e classificagao de EAU
inicio do _tratamento anticorpo +SE
S anti-isétipo 29+0,1
day -1 Anti P19 0,6 +0,6
Anti P40 0+0
anti-isétipo 2,05+0,5
day 7 Anti P19 2,35+0,5
Anti P40 2,075+0,5

No agregado, essas experiéncias demonstram a neutralizagdo
de IL-23 previne, mas ndo reverte, uveite em modelos de animal, e indicam

o tratamento com antagonistas de IL-23 teria um efeito benéfico em uveite

~ crbnica em seres humanos por prevengéo de recrutamento de novas células

T na 'combinagéd de efetor, desse modo reduzindo a severidade de progres-

s8o de detengdo da doenga.

Para testar se deficiéncia de IL-17 pode afetar desenvolvimento -
de EAU, camundongos de IL-17A” (vide, por exemplo, Nakae e outros
(2002) Immun‘ity 17:375-387) foram imunizados com um regime uveitogénico
de IRBP. Inibicido de EAU por deficiéncia de IL-17 genética era apenas par-
cial (tabela 5). A redugdo relativamente modesta de classificagdes ’derv EAU
em camundongos de IL-17A” precisa ser explicada pelo fato de que esses
camundongos sao deficientes para o isoforma de IL-17A da citocina, e sob

condi¢bes de eficiéncia congénita precisou compensar com o isoforma de IL-

17F menos abundantemente produzida.
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Tabela 5: Deficiéncia de IL-17 genética reduz, mas nao abole, suscetibilida-
de a EAU. ’

Expt # WT _ IL-17A--
1 0,5* 0,5
1,5 1,0
0,8 0,9
0,8 0,1
0,4 0,9
1,3 0,6
' 0,5
2 0,5 0,5
‘ 0,9 - 0,0
18 03
1,00 .~ 0,0
1,5
0,5
classmcagao média + SE|0:9+ 0.1 0,5£0,1

Em contraste com isso, neutrallzagao de IL- 17A com anticorpos
de IL-17A em camundongos de tipo selvagem, ou através da curso total da
- doencga ou através da fase efetora apenas (partindo do dia 7), era protetora.
De modo importante, ao contréario de neutralizagdo de IL-23, neutralizagéo
, _‘de IL-17 poderia inibir doenga quanto administrada par_tindo’do dia 7 pés |
‘munizag:éo, quando efetores uveitogénicos ja foram gerados. Redugdo nas
'class'ificagées de EAU com redu¢ao das respostas imunolégicaé associadas,
hipersensibilidade de tipo atrasaa (DTH) e proliferagao de célula de LN es-
pecifica de antigeno. Assm IL-17 tem um papel na patogenese de EAU, e
“ao contrario de IL-23, parece participar na fase efetora da doenga Os dados
sao mostrados na tabela 6.
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Tabela 6: Tratamento com anticorpos de anti-IL-17A previne e reverte EAU

inicio de trata- ;. classificagdo de EAU| DTH = | proliferagao + SE |
mento anticorpo + SE SE (x109)
anti-is6tipo 1,60,7 161 192+1,2
day -1 .
Anti IL-17 0,025+ 0,025 7,642 6,6 +6,4
| _anti- 1,6:0,6 20,23 25414
day 7 isotipo :
Anti IL-17 0,5+0,5 | 602 59+0,3

Secdo Il. Materiais e Métodos.

A. Geral
Métodos-padrdo em biologia molecular sdo descritos (Maniatis, e
outros (1982) Molecular Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor

‘Laboratory Press,. Cold Spring Harbor, NY; Sambrook and Russell (2001)

Molecular Cloning, 3" ed., Cold Spring Harbor Léboratory Press, Cold Spring
Harbor, NY; Wu (1993) Recombinant DNA, Vol. 217, Academic Press, San

Diego, CA). Standard méthods also appeér in Ausbel, e outros (2001) Cur- |
renf Protocols in Molecular Biology, Volé.1-4, John Wiley and Sons, inc. New -
York, NY, que descreve clonagem nas células bacterianas ou mutagénese
de DNA (Vol. 1), clonagem na levedura e células de mamifero (Vol. 2), gly-

‘coconjugates e expressao de proteina (Vol. 3), e bicinformaticos (Vol. 4).

Métodos para a purificagdo de proteina incluindo immnop‘recip'i-
tagéo,v cromatografia, eletroforese, centrifugagéo e récristaliza¢éd sdo descri-
tos (Coligan, e outros (2000) Current Protocols in Protein Science, Vol. 1,
John Wiley and Sons, Inc., New York). Analise qUimcia,_ modificagdo quimi-
ca, modificagao pés-tranducional,Aprodugéo de proteinas de fus‘éo, glicosila-
¢ao de proteinas sao descritas (vide, por exemplo, Coligan, e outros (2000)
Current Protocols in Protein Science, Vol. 2, John Wiley and Sons, Inc., New

York; Ausubel, e outros (2001) Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 3,

John Wiley and Sons, Inc., NY, NY, pp. 16.0.5-16.22.17; Sigma-Aldrich, Co.
(2001) Products for Life Science Research, St. LoUis, MO; pb. 45-89; Amer-
sham Pharmacia Biotech (2001) BioDirectory, PiScataway, N.J., pp. 384-
391). Producgao, purificagao e fragmentagdo de anticorpo policlonais e mo-
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noclonais séo descritas (Coligan, e outros (2001) Current Protcbls in Immu-

~ nology, Vol. 1, John erey and Sons, Inc., New York; Harlow and Lane
- (1999) Using Antibodies, Cold Sprrng Harbor Laboratory Press, Cold Sprrng
Harbor, NY; Harlow and Lane, supra). Técnicas padrao para a caracteriza-

céao de interaooes de ligante/receptor estdo disponiveis (vide, por exemplo,
Coligan, e outros (2001) Current Protcols in Immunology, Vol. 4, John erey,

Inc., New York)

Métodos para citometria de fluxo, incluindo classificagdo de célu-

" la ativada de fluorescéncia (FACS), estao disponiveis (vide, por exemplo, |

10 Owens, e outros (1994) Flow Cytometry Principles for Clinical Laboratory

Practice, John Wiley and Sons, Hoboken, NJ; Givan (2001) Flow Cytometry,

2" ed.; Wiley-Liss, Hoboken, NJ; Shapiro (2003) Practical Flow Cytometry,

John Wiley and Sons, Hoboken, NJ). Reagentes fluorescentes adequados
para a modificagdo de acidos nucléicos, incluindo sondas e iniciadores de
éoido nucléico, polipeptideos, e anticorpos, para o uso, por exemplo, como

reagentes de diagnéSticos estéo disponiveis (Molecular Probes (2003) Caté- -
, :Iogo Molecular Probes Inc., Eugene OU Srgma-AIdrrch (2003) Catalogo
' St Louis, MO)

- Métodos- padrao de hrstologra do srstema imune sao descntos
(vrde por exemplo, Muller-Harmelink (ed.) (1986) Human Thymus. Histopa-

“thology and Pathology, Springer Verlag, New York, NY; Hiatt, e outros (2000)

Color Atlas of Histology, Lippincott, Williams, and Wilkins, Phila PA' Louis, e
outros (2002) Basic Hrstology Text and Atlas, McGraw- H|II New York NY).
Base de dados e embalagens de software para a determmagao

por exemplo, de fragmentos antrgenlcos, sequéncias lider, dobramento de

proteina, dominios funcionais, sitios de glicosilagao, alinhamentos de se-
quéncia, estéo disponiveis (vide, por exemplo, GenBank, Vector NTI® Suite
(Informax, Inc, Bethesda, MD); GCG Wisconsin Package (Aocelrys, Inc., San

» Diego, CA)j DeCypher® (TimelLogic Corp., Crystal Bay, Nevada); Menne, e

outros (2000) Bioinformatics 16: 741-742; Menne, e outros (2000) Bioinfor-
matics Applications Note 16:741-742; Wren, e outros (2002) Comput. Méto-
dos Programs Biomed. 68:177-181; von Heijne (1983) Eur. J. Biochem.
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133:17-21; von Heijne (1986) Nucleic Acids Res. 14:4683-4690).

B. Animais

IL-23 KO (KO de p19) foi descrita em Cua, e outros (2003) Natu-
re 421:744-748. Camundongos de IL-17" foram produzidos como descritos
em Nakae, e outros (2002) Immunity 17:375-387. IL-12p35 KO (P35 KO), IL-
12p40 KO (P40 KO), KO de IFN-y (GKO) (a totalidade na experiéncia de

~ C57BL/6) e C57BL/6 e B10RIIl, camundongos foram adquiridos dos Jackson

Laboratories. Animais foram mantidos em uma instalagao livre de patdgeno e
deram agua e comida de laboratério ad libitum. Cuidado de animal e uso
eram em concordancia com as diretrizes institucionais e com a (Associagdo
para pesquisa em visao e oftamologia para o uso de animais em pes_qu'isa e
de visdo). | ' ' ’

C. Classificacdo e inducdo de EAU

CFA foi adquirido da Sigma. Cepa de Mycobacterium Tuberculo-
sis H37RA foi adquirida de Thomas Scientific. Bordetella PT purificada foi
adquirida da Sigma-Aldrich. IRBP foi islada das retinas de bovino, como des-
crito ahteriOrmente, usando-se cromatografia por afinidade de Con A- |
Sepharose e cromatografia liquida de alto desempehho (vide, por exemplo,
Peppérberg e outros (1991) Photochem Photobiol 54:1057-1060). Aliquotas
de preparagOes de IRBP foram retiradas e armazenadas a —70°C. Peptideo

‘deriado de IRBP 161-180 (Karabezekian, Z. e outros, (2005) _Invest-Op_h’-

thalmol Vis Sci. 46(10):3769-76) foi sintetizado por quimica de Fmoc (sinteti-
zador de peptideo modelo 432A; Applied Biosystems, Foster City, CA).

| Neutralizagao de anticorpos de IL-23 anti-camundongb e dé IL-
17A de ant_i-camundohgo foram .provida,s por Schéring-PIough Biopharma
(Palo Alto, CA). IL-23 de anti-camundongo foi descrita anteriormente (vide,

por exemplo, Langrish e outros (2005) J Exp Med 201:233-240). O hibridoma

de C17.8 (anti-IL-12p40, IgG2a de rato) foi provido pela Wistar Institute, Phi-
ladelphia, PA. Anticorpo monoclonal foi produzido em ascites e foi purificado
por HPLC de troca de ions por Harlan Bioproducts for Science (Indianapolis,
IN). CD4 de anti-camundongo marcado com FITC (clone-L3T4), IL-17 de
anti-camundongo marcada com PE (clone-TC11-18H10) e anti-IFN-y marca-
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do Com APC (clone-XMG1.2) e bloqueador de secrec¢do de citocina (GolgiS-

'to'p®) foram adquiridos da Becton Dickinson (San Diego, CA). PMA, lonomi-
~_cina foram adquiridos dos LC Laboratories (Boston, MA).

EAU foi induzido por imunizagdo ativa com 150 Hg de IRBP para
camundongos de C57BL/6 e com 7 ug de peptideo de IRBP 161-180 para
camundongos B1ORIII (Jackson Labs, Maine). Para camundongos CS?BL/6,
toxina de Bordetella per'(u‘svsis (0,5 pg/camundongo) em PBS contendo 2%
de soro de camundongo normal foi dada por inje¢édo intraperitoneal concor-

~ rentemente com imunizagdo e em algumas experiéncias a IRBP foi impedida
‘com 500 pg de peptideo de IRBP 1-20 (Avichezer, D. e outros (2000), Invest

Ophthalmol Vis Sci. 41(1):127-31) para aumentar as classificagdes de doen-
¢a usualmente modestas vista nessa cepa. Soluggo de antigeno foi emulsifi- -
cada 1:1 v/v em CFA que tinha sido sUpIem_entada com cepa de Mycobacte-
rium tuberculosis H37RA a 2.5 mg/ml. Um total de 200 u'l de emulséo'fo‘ram
injetados s.c., foram divididos em 3 sTtids (base do rabo e ambas as coxas).
Alternativamente, EAU foi induzido por Atransferéncia_ adotivo de .

‘uma linha de célula T uveitogénico (vide abaixo). 1-2 milhdes de células,

~ frescamente estimuladas com antigeno, foram injetadas intraperitonealmen-

te. EAU clinico foi avaliado por fundoscopia sob um microscoépio binocular
depois da'dilatagéo da pupila e foi graduado em uma escala de 0—4 usando-

_se critérios com base na extensao das lesdes inflamatdrias, como descrito

em detalhes em outro lugar (vide;por exemplo, Agarwal and Caspi, (2004)
Métodos Mol Med 102:395-419; and Chan e outros (1990) J Autoimmun’
3:247-255). Olhos cbletados de 17-21 dias depois da imunizagao, ou 14 dias
depois da transferéncia adotiva, foram pré-fixados em 4% de glutaraldeido
tamponado por fosfato por 1 h (para prevenir deslocamento art‘ificial da reti-
na) e entao foram trahsferidos para 10% de formaldeido tamponado por fos-
fato até o processamento. Tecido fixado ou desidratado foi embebido em
metacrilato,' e secdes de 4 a 6 ym foram manchadas com H&E padrao. Se-
¢des de olho cortadas através de planbs de nervo 6tico pupilar foram classi-
ficadas em uma forma mascarada. Severidade de EAU foi graduada em uma
escala de 0—4 em aumentos de metade de ponto usando-se os critérios des-
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critos anteriormente, com base no tipo, numero e tamanho das lesdes (vide,
Agarwal and Caspi, supra; and Chan e outros supra).

D. Determination of immunological responses

Hiperensibilidade de tipo atrasado (DTH) até IRBP foi avaliada
pela ensaio de inchamento de orelha (vide, pof exemplo, Tarrant e outros
(1998) J Immunol 161:122-127). Para a proliferagao de linfécito especifico de

 Ag e a produgéo de citocina em culturas primarias, o bago e nédulos linfati-

cos de drenagem (inguinal e iliaco) (5 por grupo) foram coletados no fim’ de
cada experiéncia como indicado. Células linféides foram combinadas dentro
do grupo, e foram incubadas com doses graduadas de Ag em triplicata 0,2
mlde cu‘Ituras, essencialmente como descritas' (vide, por exemplo, Ayichezer
e outros (2000) Invest Ophthalmol Vis Sci 41:127-131). Proliferagéo foi de-

'terminada por captagdo de [*Hjtimidina. Citocinas forarh quantificadas em

sobrenadantes de Ag por 48 h usando-se the Pierce Multiplex SearchLight -
Arrays technology (vide, por exemplo, Moody e outros . (2001) 'Biotechniques _
31:186-190, 192-184). , .

E. Neutralizacéo de camundonqos de IL-23, IL-12p40, e IL-17

B10RIIl foram imunizados com IRBP ou peptn’deo ureitogénico
de IRBP (161-180) como indicado. Aos camundongos foram injetados intra-

,peritonealmetnte com 0,5 mg por dose de anti-p19, anti-p40, ou anti-IL-17.
‘Tratamento foi dado em dias alternados partindo do dia 1 até 15 dias depois

da imunizagao, cobrindo tanto inicializagao quanto fase efetora (protocolo de
prevencdo) ou partindo do dia 7 até o dia 15, cobrindo apenas a fase efetora
(tratamento). Aos controles foram dados 0 mesmo regime de isétipo (IgG1 ,
de rato). Olhos e o6rgéaos linféides foram coletados no dia 16, 6-7 depois do
inicio da doenca.

F. Linha de célula T uveitogénica.

A linha de célula de Th1 uveitogénica especifica para um pepti-
deo de IRBP de ser humano (p16-180) foi descrita (vide, por exemplo, Silver
e outros (1995) Invest Ophthalmol Vis Sci 36:946-954). Resumidamente, a
linha foi derivada de nédulos linfaticos de drenagerh de camundongos
B10.RIll imunizados com peptideo de IRBP de ser humano 161-180, polari-
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zados in vitro em relagéo ao fenétipo de Th1 por cultura na presenca de an-
tigeno, IL-12, e anti-IL-4. Aqui em seguida as células sdo mantidas por cilcos
alternantes de expansao em IL-2 e restimulagdo com 1 pg/ml de p161-180 a
cada 2 a 3 semanas na presencga de esplendcitos sinérgicos, irradiadas com
3000 réds como'APCs Para a indugao de EAU, células frescamente esti- -
muladas com Ag por 48 h foram injetadas i.p. para dentro de receptores sin-
genéico nativos.

G. Detencdo de IL-17 e IFNy intracelular

Estlmulagao curta linha de célula T fOl estlmulada com 1u g/ml
de peptideo de IRBP 161- 180 na presenca de APCs irradiados por 24 h com
a adi. de inibidor de transferéncié de proteina GolgiStop® (BD Biosciences,
San Jose, CA) nas Ultimas 4 h. Depois disso, (}élulas foram separadas em

Ficoll, foram lavadas e foram manchadas com CD4 extracelular. Do que cé-

lulas foram manchadas, foram fixadas, foram permeabilizadas com fixagéo
de Cytofixlcytoperm® e tampéo de permeabilizagdo (BD BioSciences) e fo-
ram manchadas com PE -conjugated anti Il- 17 e anti IFN-y conjugado por

APC para analise de FACS.

~ Estimulagéo por longo tempb: linha de célula T foi estimulada
por 5 dias'com antigeno (1 ug/ml de peptideo de IRBP 161-180) ou antigeno
+ rlL-23 (10ng/ml) ou antigeno + IL-23 + anti IFN-y (10 ng/ml) na presenga
de APCs irradiados. Durante as Ultimas 4 h de célulés de incubagéo foram
estimuiadaé com PMA e lonomicina com a adicao do inibidor de transferén-
cia dev proteina GolgiStop® (BD Biosciences). Depois d.isso células. foram

tratadas e foram manchadas para IL-17 e IFN-y intracelular como menciona-

do acima.

' H. Ensaios de IL-17 e IFNy

Depois de 48 h de estimulagdo.com 1 ug/ml de peptideo de
IRBP 161-180 na presencga de APCs irradiados a linha de célula T foi adoti-
vaménte transferida (2x10%camundongo) i.v. para camundongos heterozigo-
tos Thyt.1/.2 nativos. Noventa horas mais tarde bagos foram coletados e
esplendcitos foram estimulados com peptideo de IRBP 161-180 por 24 h
com a presenga de PMA, lonomicina e inibidor de transferéncia de proteina
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GolgiStop® (BD Biosciences) nas ultimas 4 h. Depois disso células foram
tratadas e manchadas para IL-17 e IFN-y intracelular como mencionado aci--
ma.

|. Andlise Estatistica

Experiéncias foram repetidas pelo menos duas vezes, e usual- -

mente trés ou mais vezes. Tabelas mostram dados compilados ‘a partir de

 uma experiéncia representativa. Andlise estatistica de classificagdes de E-

AU, era por teste de Snedecor and Cochran para a tendéncia linear em pro-
porgdes (baseado em seqiiéncia, ndo paramétricas) (vide, por exemplo,
Snedecor and Cochran ('1967) Statistical Métodos IoWa" State University
Press, Ames, |A:p. 248). Cada camundongo (média de ambos os olhos) foi
tratado como um evento estatistico. DTH e proliferagdo foram examinados
por teste t (de 2 caudas). Respostas de citocina foram ahalisadas em amos-
tras combinadas (usualmente 5 camundongos por grupo).

Muitas modificagOes e variagdes dessa invengao podem ser fei-
tas sem se afastar de seu espirito e escopo, como sera evidente por aqueles
versados na técnica. Concretizagdes especificas descritas aqui sdo ofereci-
das a titulo de exemplo, e a invengao deve ser limitada peld termos das rei-
vindicagc”)es anexas, juntamente com o escopo total de equivalentes ao quais

tais reinvidicagGes sao entituladas; e a invengdo nao deve ser limitada pelas

concretizacdes especificas que foram apresentadas aqui a titulo de exemplo.

Todas as citagdes aqui sao incbrporadas aqui por referéncia na
mesma extensao como se cada publicai;éo ou documento de patente indivi-
dual fosse especificamente e individualmente indicado para ser inéorporado .
por referénc_ia. No enianto, pretende-se que citagdo aqui de qualquer publi-

cagao ou documento de patente como uma admissao que a referéncia rela-

tada ndo seja da técnica anterior pertinente, nem constitue qualquer admis-

sédo quanto ao conteudo ou eficacia dos dados da técnica anterior da refe-
réncia.
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REIVINDICAGOES

1. Antagonista de IL-17, caracterizado pelo fato de que é para
uso no tratamento de um paciente com uma doenc¢a inflamatéria ocular auto-
imune (AOID).

2. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagao 1, carac-
terizado pelo fato de que o paciente foi diagnosticado como tendo uma in-
flamagao ocular de etiologia auto-imune putativa.

3. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagao 1, carac-
terizado pelo fato de que uma dose especificada do antagonista de IL-17 é
administrada a um intervalo especificado durante um primeiro periodo de
tratamento.

4. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicag¢ao 3, carac-
terizado pelo fato de que o primeiro periodo de tratamento termina depois do
desaparecimento de um ou mais sintomas da AOID.

5. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagao 4, carac-
terizado pelo fato de que o primeiro periodo de tratamento termina no perio-
do de 30 dias depois do desaparecimento de todos os sintomas da AOID.

6. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagao 4, carac-
terizado pelo fato de que a dose do antagonista de IL-17 administrada é gra-
dualmente reduzida durante um segundo periodo de tratamento que comeca
no fim do primeiro periodo de tratamento.

7. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagao 6, carac-
terizado pelo fato de que a duragédo do segundo periodo de tratamento é de
pelo menos um ano.

8. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagao 1, carac-
terizado pelo fato de que o antagonista de IL-17 € um anticorpo monoclonal
ou um fragmento de anticorpo monoclonal.

9. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindica¢ao 8, carac-
terizado pelo fato de que o antagonista de IL-17 & um anticorpo monoclonal
humanizado ou um anticorpo monoclonal totalmente humano.

10. Antagonista de I1L-17 de acordo com a reivindicagéo 8, carac-
terizado pelo fato de que o antagonista de IL-17 é um fragmento de anticor-
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po monoclonal humanizado ou um fragmento de anticorpo monoclonal total-
mente humano.

11. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagao 8, carac-
terizado pelo fato de que o anticorpo monoclonal ou um fragmento de anti-
corpo monoclonal é pegilado.

12. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagao 8, carac-
terizado pelo fato de que o anticorpo monoclonal ou um fragmento de anti-
corpo monoclonal se liga a e inibe a atividade de IL-17.

13. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagao 8, carac-
terizado pelo fato de que o anticorpo monoclonal ou um fragmento de anti-
corpo monoclonal se liga a e inibe a atividade de IL-17RA ou de IL-17RC.

14. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagéo 1, carac-
terizado pelo fato de que o antagonista de IL-17 & um anticorpo biespecifico
ou um fragmento de anticorpo biespecifico que se liga a e inibe a atividade
de

a) IL-17 e IL-23p19; ou

b) IL-17 e IL-23R.

15. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagao 3, carac-
terizado pelo fato de que compreende ainda a administragdo de um antago-
nista de IL-23 ao paciente durante o primeiro periodo de tratamento.

16. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagao 15, ca-
racterizado pelo fato de que uma dose especificada do antagonista de IL-23
€ administrada em um intervalo especificado durante o primeiro periodo de
tratamento.

17. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicacéo 16, ca-
racterizado pelo fato de que o primeiro periodo de tratamento termina depois
do desaparecimento de um ou mais sintomas da AOID.

18. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagéo 16, ca-
racterizado pelo fato de que o primeiro periodo de tratamento termina no
periodo de 30 dias depois do desaparecimento de todos os sintomas da A-
OID.

19. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagdo 18, ca-
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racterizado pelo fato de que a dose de cada um do antagonista de IL-17 e do
antagonista de IL-23 é gradualmente reduzida durante um segundo periodo
de tratamento que comega no fim do primeiro periodo de tratamento.

20. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagdo 18, ca-
racterizado pelo fato de que a dose do antagonista de IL-17 é gradualmente
reduzida durante um segundo periodo de tratamento que comega no fim do
primeiro periodo de tratamento, e em que a dose do antagonista de 1L-23
administrada durante o segundo periodo de tratamento € a mesma que a
dose administrada no primeiro periodo de tratamento, € em que o segundo
periodo de tratamento termina quando terapia com o antagonista de IL-17 é
parada.

21. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagao 20, ca-
racterizado pelo fato de que a duracdo do segundo periodo de tratamento
esta entre um més e trés meses.

22. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagao 20, ca-
racterizado pelo fato de que compreende ainda a administragdo do antago-
nista de IL-23 durante um terceiro periodo de tratamento que comega no fim
do segundo periodo de tratamento.

23. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagao 22, ca-
racterizado pelo fato de que a duragédo do terceiro periodo de tratamento
esta entre seis meses e doze meses.

24. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagdo 22, ca-
racterizado pelo fato de que a dose do antagonista de IL-23 é gradualmente
reduzida durante o terceiro periodo de tratamento.

25. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagao 15, ca-
racterizado pelo fato de que o antagonista de IL-23 € um anticorpo monoclo-
nal ou um fragmento de anticorpo monoclonal.

26. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagao 25, ca-
racterizado pelo fato de que o antagonista de IL-23 € um anticorpo monoclo-
nal humanizado ou um anticorpo monoclonal totalmente humano.

27. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagao 25, ca-

racterizado pelo fato de que o antagonista de IL-23 é um fragmento de anti-
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corpo monoclonal humanizado ou um fragmento de anticorpo monocional
totalmente humano.

28. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagédo 25, ca-
racterizado pelo fato de que o anticorpo monoclonal ou um fragmento de
anticorpo monoclonal é pegilado.

29. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagéo 25, ca-
racterizado pelo fato de que o antagonista de IL-23 se liga a e inibe a ativi-
dade de IL-23p19.

30. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagao 25, ca-
racterizado pelo fato de que o antagonista de IL-23 se liga a e inibe a ativi-
dade de IL-23R.

31. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagado 1, carac-
terizado pelo fato de que a AOID ¢ uveite.

32. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagao 1, carac-
terizado pelo fato de que compreende ainda a administragédo de um agente
terapéutico que nao antagoniza atividade de IL-17 ou de IL-23, em que o
agente terapéutico é capaz de aliviar pelo menos um sintoma da AOID ou
pelo menos um efeito colateral do antagonista de IL-17.

33. Antagonista de IL-17 de acordo com a reivindicagdo 32, ca-
racterizado pelo fato de que o agente terapéutico é capaz de aliviar pelo me-
nos um sintoma da AOID e é um esterbide, um antiinflamatério ndo esteroi-
dal ou um inibidor de TNF. |

34. Antagonista, caracterizado pelo fato de que é selecionado do
grupo que consiste em um antagonista de IL-23, um antagonista de IL-17,
um antagonista tanto de IL-17 quanto de IL-23, para uso em tratamento pro-
filatico de um paciente que é diagnosticado como senso suscetivel a uma
doenca inflamatéria ocular auto-imune (AOID).

35. Antagonista de acordo com a reivindicagédo 34, caracterizado
pelo fato de que o diagnéstico de suscetibilidade & baseado no paciente ten-
do um incidente anterior de inflamagéao ocular.

36. Antagonista de acordo com a reivindica¢do 34, caracterizado

pelo fato de que o diagndstico de suscetibilidade é baseado no paciente ten-
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do uma doenca auto-imune sistémica.

37. Antagonista de acordo com a reivindicagao 36, caracterizado
pelo fato de que o antagonista € um anticorpo monoclonal ou um fragmento
de anticorpo monoclonal.

38. Antagonista de acordo com a reivindicagéo 37, caracterizado
pelo fato de que o antagonista € um anticorpo monoclonal humanizado ou
um anticorpo monoclonal totalmente humano.

39. Antagonista de acordo com a reivindicagédo 37, caracterizado
pelo fato de que o antagonista € um fragmento de anticorpo monoclonal hu-
manizado ou um fragmento de anticorpo monoclonal totalmente humano.

40. Antagonista de acordo com a reivindicagdo 37, caracterizado
pelo fato de que o anticorpo ou o fragmento de anticorpo é pegilado.

41. Antagonista de acordo com a reivindicagao 37, caracterizado
pelo fato de que o anticorpo monoclonal ou fragmento de anticorpo mono-
clonal se liga a e inibe a atividade de IL-23p19 ou de IL-23R.

42. Antagonista de acordo com a reivindicagao 41, caracterizado
pelo fato de que o anticorpo monoclonal ou um fragmento de anticorpo mo-
noclonal se liga a e inibe a atividade de IL-23p19.

43. Antagonista de acordo com a reivindicagao 37, caracterizado
pelo fato de que o anticorpo monoclonal ou um fragmento de anticorpo mo-
noclonal se liga a e inibe a atividade de IL-17 ou de IL-17RA.

44. Antagonista de acordo com a reivindicagdo 43, caracterizado
pelo fato de que o anticorpo monoclonal ou um fragmento de anticorpo mo-
noclonal se liga a e inibe a atividade de IL-17.

45. Antagonista de acordo com a reivindicagado 34, caracterizado
pelo fato de que uma dose especificada do antagonista & administrada a um
intervalo especificado durante um primeiro periodo de tratamento.

46. Antagonista de acordo com a reivindicagao 45, caracterizado
pelo fato de que a duragao do primeiro periodo de tratamento esta entre trés
meses e dois anos.

47. Antagonista de acordo com a reivindicagao 46, caracterizado

pelo fato de que a duragdo do primeiro periodo de tratamento esta entre seis
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meses e um ano.

48. Antagonista de acordo com a reivindicagéo 45, caracterizado
pelo fato de que a dose do antagonista & gradualmente reduzida durante um
segundo periodo de tratamento que comeg¢a no fim do primeiro periodo de
tratamento.

49. Antagonista de acordo com a reivindicagao 48, caracterizado
pelo fato de que a duragao do segundo periodo de tratamento esta entre um
més e seis meses.

50. Antagonista de IL-23, caracterizado pelo fato de que é para
uso no tratamento de um paciente para uma doeng¢a inflamatéria ocular auto-
imune (AOID).

51. Antagonista de IL-23 de acordo com a reivindicagédo 50, ca-
racterizado pelo fato de que o antagonista de IL-23 & um anticorpo monocio-
nal ou um fragmento de anticorpo monoclonal que se liga a e inibe a ativida-
de de |IL-23p19 ou de IL-23R.

52. Antagonista de IL-23 de acordo com a reivindicagao 50, ca-
racterizado pelo fato de que uma dose especificada do antagonista de 1L-23
€ administrada a um intervalo especificado durante um primeiro periodo de
tratamento.

53. Antagonista de IL-23 de acordo com a reivindicagao 50, ca-
racterizado pelo fato de que a duragao do primeiro periodo de tratamento
esta entre trés meses e dois anos.

54. Antagonista de IL-23 de acordo com a reivindicagao 51, ca-
racterizado pelo fato de que a duragédo do primeiro periodo de tratamento
esta entre seis meses e um ano.

55. Antagonista de IL-23 de acordo com a reivindicagao 50, ca-
racterizado pelo fato de que a dose do antagonista de IL-23 é gradualmente
reduzida durante um segundo periodo de tratamento que comega no fim do
primeiro periodo de tratamento.

56. Uso de um antagonista de IL-17, caracterizado pelo fato de
que € para a preparagao de uma composigao farmacéutica para o tratamen-

to de uma doenga inflamatéria ocular auto-imune (AOID) em um paciente.
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57. Uso de acordo com a reivindicagao 56, caracterizado pelo
fato de que a composigcao farmacéutica é para a administragao de uma dose
especificada do antagonista de IL-17 em um intervalo especificado durante
um primeiro periodo de tratamento.

58. Uso de acordo com a reivindicagdo 57, caracterizado pelo
fato de que o primeiro periodo de tratamento termina depois do desapareci-
mento de um ou mais sintomas da AOID.

59. Uso de acordo com a reivindicagdo 57, caracterizado pelo
fato de que o primeiro periodo de tratamento termina no periodo de 30 dias
depois do desaparecimento de todos os sintomas da AOID.

60. Uso de acordo com a reivindicagdo 57, caracterizado pelo
fato de que a dose do antagonista de IL-17 na composicdo farmacéutica é
gradualmente reduzida durante um segundo periodo de tratamento que co-
meg¢a no fim do primeiro periodo de tratamento.

61. Uso de acordo com a reivindicagdo 60, caracterizado pelo
fato de que a durag¢do do segundo periodo de tratamento & de pelo menos
um ano.

62. Uso de acordo com quaiquer uma das reivindicagdes de 56 a
61, caracterizado pelo fato de que o antagonista de iIL-17 € um anticorpo
monoclonal ou um fragmento de anticorpo monoclonal.

63. Uso de acordo com a reivindicagdo 62, caracterizado pelo
fato de que o antagonista de IL-17 &€ um anticorpo monoclonal humanizado
ou um anticorpo monoclonal totaimente humano.

64. Uso de acordo com a reivindicagdo 62, caracterizado pelo
fato de que o antagonista de IL-17 € um fragmento de anticorpo monoclonal
humanizado ou um fragmento de anticorpo monoclonal totalmente humano.

65. Uso de acordo com a reivindicagdo 62, caracterizado pelo
fato de que o anticorpo monoclonal ou um fragmento de anticorpo monoclo-
nal é pegilado.

66. Uso de acordo com a reivindicagdo 62, caracterizado pelo
fato de que o anticorpo monoclonal ou um fragmento de anticorpo monoclo-

nal se liga a e inibe a atividade de IL-17.
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67. Uso de acordo com a reivindicagido 62, caracterizado pelo
fato de que o anticorpo monoclonal ou um fragmento de anticorpo monoclo-
nal se liga a e inibe a atividade de IL-17RA ou de IL-17RC.

68. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 56 a
61, caracterizado pelo fato de que o antagonista de IL-17 € um anticorpo
biespecifico ou um fragmento de anticorpo biespecifico que se liga a e inibe
a atividade de a) IL-17 e IL-23p19; ou b) IL-17 e IL-23R.

69. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 56 a
61, caracterizado pelo fato de que um antagonista de IL-23 deve ser admi-
nistrado em associagdo com a composi¢ao farmacéutica.

70. Uso de acordo com a reivindicagdo 69, caracterizado pelo
fato de que a composigao farmacéutica e o antagonista de IL-23 devem ser
administrados ao mesmo tempo ou consecutivamente.

71. Uso de acordo com a reivindicagdo 70, caracterizado pelo
fato de que o antagonista de IL-23 & um anticorpo monoclonal humanizado,
um anticorpo monoclonal totalmente humano, um fragmento de anticorpo
monoclonal humanizado ou um fragmento de anticorpo monoclonal total-
mente humano.

72. Uso de acordo com a reivindicagao 71, caracterizado pelo
fato de que o antagonista de IL-23 se liga a e inibe a atividade de IL-23p19
ou IL23R.

73. Uso de um antagonista de |L-23, caracterizado pelo fato de
que € para a preparagao de uma composi¢ao farmacéutica para o tratamen-
to de uma doenca inflamatéria ocular auto-imune (AOID) em um paciente,
em que a composi¢cao farmacéutica deve ser administrada em associagao
com um antagonista de IL-17.

74. Uso de acordo com a reivindicagao 73, caracterizado pelo
fato de que a composi¢ao farmacéutica € para a administracdo de uma dose
especificada do antagonista de IL-23 em um intervalo especificado durante
um primeiro periodo de tratamento.

75. Uso de acordo com a reivindicagao 74, caracterizado pelo

fato de que a composigcdo farmacéutica é ainda administrada durante um
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segundo periodo de tratamento que comega no fim do primeiro periodo de
tratamento e em que a dose do antagonista de IL-17 a ser administrada é
gradualmente reduzida durante o segundo periodo de tratamento.

76. Uso de acordo com a reivindicagao 75, caracterizado pelo
fato de que o segundo periodo de tratamento termina quando terapia com o
antagonista de IL-17 é parada.

77. Uso de acordo com a reivindicagao 75, caracterizado pelo
fato de que a duragao do segundo periodo de tratamento esta entre um més
e trés meses.

78. Uso de acordo com a reivindicagdo 75, caracterizado pelo
fato de que a composicao farmacéutica é ainda administrada durante um
terceiro periodo de tratamento que comega no fim do segundo periodo de
tratamento.

79. Uso de acordo com a reivindicagao 78, caracterizado pelo
fato de que a duragao do terceiro periodo de tratamento esta entre seis me-
ses e doze meses.

80. Uso de acordo com a reivindicagéo 78, caracterizado pelo
fato de que a dose do antagonista de IL-23 na composi¢do farmacéutica é
gradualmente reduzida durante o terceiro periodo de tratamento.

81. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagées 73 a
80, caracterizado pelo fato de que a composigdo farmacéutica e o antagonis-
ta de IL-17 devem ser administrados ao mesmo tempo ou consecutivamente.

82. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 73 a
80, caracterizado pelo fato de que o antagonista de IL-23 é um anticorpo
monoclonal humanizado, um anticorpo monoclonal totalmente humano, um
fragmento de anticorpo monoclonal humanizado ou um fragmento de anti-
corpo monoclonal totalmente humano.

83. Usb de acordo com a reivindicagdo 82, caracterizado pelo
fato de que o antagonista de IL-23 se liga a e inibe a atividade de IL-23p19
ou IL-23R.

84. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 73 a

80, caracterizado pelo fato de que o antagonista de IL-17 & um anticorpo
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monoclonal humanizado, um anticorpo monoclonal totalmente humano, um
fragmento de anticorpo monoclonal humanizado ou um fragmento de anti-
corpo monoclonal totalmente humano.

85. Uso de acordo com a reivindicagdo 82, caracterizado pelo
fato de que o antagonista de IL-17 se liga a e inibe a atividade de IL- 17, IL-
17RA ou IL-17RC.

86. Uso de acordo com a reivindicagdo 56 ou 73, caracterizado
pelo fato de que a AOID é uma uveite.

87. Uso de acordo com a reivindicagdo 56 ou 73, caracterizado
pelo fato de que a composi¢do farmacéutica ainda compreende um agente
terapéutico que nao antagoniza atividade de IL-17 ou de IL-23, em que o
agente terapéutico é capaz de aliviar pelo menos um sintoma da AOID ou
pelo menos um efeito colateral do antagonista.

88. Uso de acordo com a reivindicagao 87, caracterizado pelo
fato de que o agente terapéutico é capaz de aliviar pelo menos um sintoma
da AOID e é um esterbide, um antiinflamatério nao esteroidal ou um inibidor
de TNF.

89. Uso de um antagonista selecionado do grupo que consiste
em um antagonista de |L-23, um antagonista de IL-17 e um antagonista tanto
de IL-17 quanto de IL-23, caracterizado pelo fato de que é para a prepara-
cao de uma composi¢cado farmacéutica para o tratamento profilatico de um
paciente que € diagnosticado como sendo suscetivel a uma inflamagao auto-
imune ocular.

90. Uso de acordo com a reivindicagao 89, caracterizado pelo
fato de que o diagnéstico de suscetibilidade € baseado no paciente tendo
um incidente anterior de inflamag&o auto-imune ocular.

91. Uso de acordo com a reivindicagao 89, caracterizado pelo
fato de que o diagnéstico de suscetibilidade é baseado no paciente tendo
uma doenga auto-imune sistémica.

92. Uso de acordo com a reivindicagao 89, caracterizado pelo
fato de que o antagonista &€ um antagonista de |L-23.

93. Uso de acordo com a reivindicagao 92, em que o antagonista
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€ um anticorpo monoclonal humanizado, um anticorpo monoclonal totalmen-
te humano, um fragmento de anticorpo monoclonal humanizado ou um frag-
mento de anticorpo monoclonal totalmente humano.

94. Uso de acordo com a reivindicagdo 93, caracterizado pelo
fato de que o anticorpo ou o fragmento de anticorpo se liga a e inibe a ativi-
dade de IL-23 ou IL-23R.

95. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagoes de 89 a
94, caracterizado pelo fato de que a composicdo farmacéutica é para a ad-
ministragcdo de uma dose especificada do antagonista em um intervalo espe-
cificado durante um primeiro periodo de tratamento.

96. Uso de acordo com a reivindicagao 95, caracterizado pelo
fato de que a duragao do primeiro periodo de tratamento esta entre trés me-
ses e dois anos.

97. Uso de acordo com a reivindicagdo 96, caracterizado pelo
fato de que a duragao do primeiro periodo de tratamento esta entre seis me-
ses e um ano.

98. Uso de acordo com a reivindicagao 97, caracterizado pelo
fato de que a dose do antagonista na composigao farmacéutica é gradual-
mente reduzida durante um segundo periodo de tratamento que comega no
fim do primeiro periodo de tratamento.

99. Uso de acordo com a reivindicagao 98, caracterizado pelo
fato de que a duracao do segundo periodo de tratamento esta entre um més
e seis meses.

100. Produto de farmaco fabricado para o tratamento de doenca
inflamatéria auto-imune ocular (AOID), caracterizado pelo fato de que com-
preende (a) uma primeira formulagao farmacéutica compreendendo um an-
tagonista de IL-17; e

(b) uma segunda formulagdo farmacéutica compreendendo um
antagonista de 1L-23,

opcionalmente compreendendo ainda instrugbes para adminis-
trar as formulagdes farmacéuticas como definidas em qualquer uma das rei-

vindicagdes 15 a 24.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "ANTAGONISTAS DE IL-23 E DE IL-17 PARA TRA-
TAR DOENGCA INFLAMATORIA OCULAR AUTO-IMUNE E SEUS USOS".
A presente invengao refere-se a novos métodos e produtos de
farmaco para o tratamento de doenga inflamatéria ocular auto-imune que
sdo descritos, que envolvem administragdo de agentes que antagonizam
uma ou ambas de atividade de IL-17 e de IL-23.
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