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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para
"ANTICORPO OU FRAGMENTO DE ANTICORPO ESTAVEL E
SOLUVEL QUE SE LIGA ESPECIFICAMENTE AO TNF-ALFA SEUS
USOS E COMPOSICAO DIAGNOSTICA OU TERAPEUTICA".
CAMPO TECNICO DA INVENCAO

[0001] A presente invencido refere-se a anticorpos otimizados e

derivados de anticorpos otimizados que se ligam ao fator alfa de
necrose tumoral (TNFa) e bloqueiam sua fungéo, e sdo uteis para o
diagnostico e/ou tratamento, prevengdo ou melhora de doengas
associadas ao TNFa; suas sequéncias codificadoras, producao e uso
em composi¢des farmacologicamente apropriadas.

ANTECEDENTES DA TECNICA

[0002] O fator de necrose tumoral alfa (TNFa, também conhecido
como caquectina) € uma citocina de ocorréncia natural em mamiferos,
produzida por inumeros tipos de células, incluindo mondcitos e
macrofagos, em resposta a endotoxinas ou outros estimulos. TNFa é
um mediador importante de reagbes inflamatorias, imunoldgicas e
patofisioldgicas (Grell, M. et al., Cell 83:793-802 (1995)).

[0003] O TNFa soluvel é formado pela clivagem de uma proteina
transmembrana precursora (Kriegler et al., Cell 53:45-53 (1988)), e os
polipeptideos de 17 kDa secretados montam complexos homotriméricos
soluveis (Smith et al., J. Biol. Chem. 262:6951-6954 (1987); para obter
revisdes vide Butler et al., Nature 320:584 (1986); Old, Science 230:630
(1986)). Estes complexos, entdo, se ligam a receptores encontrados em
uma série de células. A ligagdo produz um arranjo de efeitos pro-
inflamatérios, incluindo (i) liberagdo de outras citocinas pro-
inflamatérias, tais como interleucina IL-6, IL-8 e IL-1, (ii) liberacdo de
metaloproteinases de matriz, e (iii) regulagdo ascendente da expressao
de moléculas de adesao endotelial, ampliando ainda mais a cascata

inflamatoria e imunoldgica por atrair leucocitos para dentro de tecidos
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extravasculares.

[0004] Inumeros disturbios estdo associados a niveis elevados de
TNFa, muitos deles de importancia meédica significativa. TNFa
demonstrou estar regulado de forma ascendente em inumeras doengas
humanas, incluindo doengas crbnicas tais como artrite reumatoide,
disturbios inflamatérios dos intestinos, incluindo doenca de Crohn e
colite ulcerativa, sepse, insuficiéncia cardiaca congestiva, asma
brénquica, e esclerose multipla. Os camundongos transgénicos quanto
ao TNFa humano produzem altos niveis de TNFa constitutivamente e
desenvolvem uma poliartrite espontanea destrutiva semelhante a artrite
reumatoide (Keffer et al., EMBO J.10:4025-4031 (1991)). TNFa é€,
portanto, referido como uma citocina pro-inflamatéria.

[0005] TNFa esta agora bem estabelecido como um fator importante
na patogénese de artrite reumatoide, que é uma doenga cronica,
progressiva e incapacitante, distinguida por inflamacdo e destruicao
poliarticular, com sintomas sistémicos de febre, mal-estar e fadiga. A artrite
reumatoide leva também a inflamacéo sinovial cronica, com frequente
progressao para destruicdo das cartilagens e ossos articulares. Niveis
aumentados de TNFa sdo encontrados no liquido sinovial e no sangue
periférico de pacientes que sofrem de artrite reumatoide. Quando agentes
bloqueadores de TNFa sdo administrados a pacientes que sofrem de
artrite reumatoide, eles reduzem a inflamagao, melhorar os sintomas e
retardam a danificacado das articulagbes (McKown et al., Arthritis Rheum.
42:1204-1208 (1999)).

[0006] Fisiologicamente, TNFa esta associado também a protegéo
contra infecgdes especificas (Cerami et al., Immunol. Today 9:28
(1988)). TNFa é liberado por macrofagos que foram ativados por
lipopolissacarideos de bactérias gram-negativas. Assim sendo, TNFa
parece ser um mediador enddégeno de importancia fundamental,

envolvido no desenvolvimento e patogénese de choque endotdxico
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associado com sepse bacteriana (Michie et al., Br. J. Surg. 76:670-671
(1989); Debets et al., "Second Vienna Shock Forum", paginas 463-466
(1989); Simpson et al., Crit. Care Clin. 5:27-47 (1989); Waage et al,,
Lancet 1:355-357 (1987); Hammerle et al., "Second Vienna Shock
Forum", paginas 715-718 (1989); Debets et al., Crit. Care Med. 17:489-
497 (1989); Calandra et al., J. Infect. Dis. 161:982-987 (1990); Revhaug
et al. Arch. Surg. 123:162-170 (1988)).

[0007] Da mesma forma que em outros sistemas organicos, TNFa
demonstrou também desempenhar um papel importante no sistema
nervoso central, particularmente em disturbios inflamatérios e
autoimunes do sistema nervoso, incluindo esclerose multipla, sindrome
de Guillain-Barré e miastenia grave, e em disturbios neurodegenerativos
do sistema nervoso, incluindo doenca de Alzheimer, doenca de
Parkinson e doencga de Huntington. TNFa esta envolvido também em
disturbios de sistemas afins da retina e do musculo, incluindo neurite
optica, degeneracdo macular, retinopatia diabética, dermatomiosite,
esclerose lateral amiotrofica, bem como em lesdes ao sistema nervoso,
incluindo lesao cerebral traumatica, lesdo aguda do cordao espinhal, e
acidente vascular cerebral.

[0008] A hepatite € outro disturbio inflamatério relacionado ao
TNFa, que, dentre outros disparadores, pode ser causada por infeccoes
virais, incluindo Epstein-Barr, citomegalovirus, e virus das hepatites A-
E. A hepatite causa inflamacdo aguda do figado na regiao portal e
lobular, e em seguida, fibrose e progressao de tumores.

[0009] TNFa pode mediar a caquexia em cancer, que causa a maior
parte da morbidade e morbidez de cancer (Tisdale, M.J., Langenbecks
Arch. Surg. 389:299-305 (2004)).

[00010] O papel importante desempenhado por TNFa em
inflamagao, em respostas celulares imunes e na patologia de muitas

doencas, levou a busca por antagonistas de TNFa.
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[00011] TNFa é uma citocina importante, cujo bloqueio sistémico
porta o risco de maior frequéncia e gravidade de infec¢des clinicamente
manifestadas, particularmente a reativagdo de tuberculose latente e
possivelmente outros riscos que incluem indugao de linfomas, doengas
desmielinizantes e insuficiéncia cardiaca.

[00012] Uma classe de antagonistas de TNFa, desenhada para o
tratamento de doencas mediadas por TNFa, sao anticorpos ou
fragmentos de anticorpos que se ligam especificamente ao TNFa, e
desta forma, bloqueiam sua funcdo. O uso de anticorpos anti-TNFa
demonstrou que um bloqueio de TNFa pode reverter efeitos atribuidos
ao TNFa, incluindo decréscimos em IL-1, GM-CSF, IL-6, IL-8, moléculas
de adesdo e destruicdo tecidual (Feldmann et al. Adv. Immunol.
1997:283-350 (1997)).

[00013] Os anticorpos direcionados contra TNFa foram propostos
para a profilaxia e tratamento de choque endotéxico (Beutler et al.,
Science 234:470-474 (1985)). O uso de anticorpos anti-TNFa no
tratamento de choque séptico esta discutido em Bodmer et al., Crit. Care
Med. 21:441-446 (1993); Wherry et al., Crit. Care Med. 21:436-440
(1993); e Kirschenbaum et al., Crit. Care Med. 26:1625-1626 (1998).
[00014] Um método para tratar uma doenga neurodegenerativa em
um humano administrando um anticorpo monoclonal anti-TNFo ou um
seu fragmento ligante de TNFa foi descrito no documento n2 US
2003/147.891.

[00015] O documento n® WO 0149321 enuncia o uso de
bloqueadores de TNFa, incluindo anticorpos anti-TNFa, para tratar
disturbios neuroldgicos e afins causados por TNFa. O documento
fornece um método para tratar os ditos disturbios administrando um
antagonista de TNFa.

[00016] O documento n® WO 03047510 descreve varios tipos de
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anticorpos monoclonais e manipulados, direcionados contra TNFa, sua
produgcao, compostos que os compreendem e o0 uso em medicina.
[00017] Os anticorpos uteis para terapias de doencas mediadas por
TNFa sdo usualmente anticorpos monoclonais (mAb) produzidos por
tecnologia com hibridomas a partir de uma fonte natural, usualmente um
camundongo, ou anticorpos obtidos por bioengenharia. Estes ultimos
correspondem a anticorpos de ocorréncia natural pelo fato de que eles
compreendem cadeias pesadas e leves de comprimento inteiro, ou aos
fragmentos Fab que também podem ser gerados a partir de anticorpos
naturais por clivagem proteolitica, ou a anticorpos scFv de cadeia unica,
onde os fragmentos das regides variaveis das cadeias pesadas e leves
séo ligadas por um ligante peptidico.

[00018] As cadeias pesadas e leves de um anticorpo compreendem
dominios constantes e variaveis. Como os anticorpos ndo-humanos sao
imunogénicos, a quantidade de sequéncias semelhantes as humanas
em um anticorpo é frequentemente aumentada em um anticorpo assim
denominado "hibrido", que compreende regides constantes de uma IgG
humana, e regides variaveis equivalentes as sequéncias de um
anticorpo de animal, na maioria dos casos anticorpos murinos com a
especificidade desejada. Estas regides variaveis podem ser entdo
adaptadas adicionalmente para se tornarem mais similares a um
anticorpo humano tipico por mutagénese, levando a um anticorpo
"humanizado". Em ainda mais uma modalidade alternativa, apenas as
partes ligantes de antigenos, isto €, as regides determinantes
complementares (CDRs) das regides variaveis de um anticorpo de
camundongo sao combinadas com a estrutura de um anticorpo humano,
resultando em um anticorpo "enxertado com CDR".

[00019] Os anticorpos monoclonais contra TNFa foram descritos nas

técnicas anteriores. Meager et al., Hybridoma 6:305-311 (1987),

descrevem anticorpos monoclonais murinos contra TNFa
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recombinante. Shimamoto et al., Immunol. Lett. 17:311-318 (1988),
descrevem o uso de anticorpos monoclonais murinos contra TNFa na
prevengao de choque endotoxico em camundongos.

[00020] A patente n? US 5.919.452 descreve anticorpos quiméricos
anti-TNFo. e seu uso no tratamento de patologias associadas a
presenca de TNFa.

[00021] O uso de anticorpos anti-TNFa no tratamento de artrite
reumatoide e doenga de Crohn esta discutido em Feldman et al.,
Transplantation Proceedings 30:4126-4127 (1998); Adorini et al.,
Trends in Immunology Today 18:209-211 (1997); e Feldman et al.,
Advanced Immunology 64:283-350 (1997). Os anticorpos para TNFa
usados nesses tratamentos sdo geralmente anticorpos quiméricos, tais
como aqueles descritos na patente n2 US 5.919.452.

[00022] O documento n® US 2003/3187231 descreve anticorpos anti-
TNFa humanizados com pelo menos uma regido CDR ndo-humana que
tem melhores caracteristicas de ligacdo. Além disso, no pedido de
patente internacional n® WO 92/11383, estdo descritos anticorpos
recombinantes, incluindo anticorpos enxertados com CDR, especificos
para TNFa. Rankin et al., Br. J. Rheumatol. 34:334-342 (1995),
descrevem o uso desses anticorpos enxertados com CDR no tratamento
de artrite reumatoide.

[00023] O documento n2 WO 9211383 descreve um anticorpo
recombinante humanizado enxertado com CDR especifico para TNFa,
que é derivado a partir de um anticorpo monoclonal murino 61E7,
hTNF1, hTNF3 ou 101.4, e ele enuncia a produgado e uso dos ditos
anticorpos no diagndstico e/ou terapia de disturbios associados ao
TNFa.

[00024] Dentre os inibidores de TNFa especificos que se tornaram
comercialmente disponiveis apenas recentemente, um anticorpo

monoclonal, quimérico murino-humano, direcionado contra TNFa
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(infliximab, Remicade®; Centocor Corporation/Johnson & Johnson),
demonstrou eficacia clinica no tratamento do disturbio inflamatério do
intestino, doenca de Crohn (Baert et al., Gastroenterology 116:22-28
(1999)).

[00025] O documento n® US 22002037934 descreve o tratamento de
hepatite pela administragcao de um anticorpo anti-TNFa, tal como in
infliximab.

[00026] A patente n® US 6.428.787 enuncia o tratamento de doencas
neuroldgicas e associadas ao TNF com anticorpos anti-TNFa., incluindo
infliximab, CDP571 e D2E?7.

[00027] D2E7 (adalimumab), um anticorpo monoclonal humano anti-
TNFo (Abbott), foi desenvolvido para tratar artrite reumatoide e doenca
de Crohn (documento n2 WO 9729131). Celltech estd desenvolvendo
CDP571 (documento n?2 EP 0626389), um anticorpo de IgG4 monoclonal
anti-TNFa humanizado, para tratar doenca de Crohn, e CDP870, um
fragmento de anticorpo monoclonal anti-TNFa humanizado, para tratar
artrite reumatoide. A administragao local dos ditos anticorpos esta
descrita no documento n2 US 20033185826.

[00028] Muitos anticorpos de cadeia unica (scFv's) foram gerados
contra uma série de antigenos diferentes, particularmente porque eles
podem ser selecionados facilmente quanto a uma alta capacidade de
ligagdo, usando técnicas tais como, por exemplo, apresentacdo de
fagos ou apresentacdo de ribossomas. Além disso, podem ser
produzidos anticorpos scFv podem em sistemas microbianos, que estao
associados com menores custos em comparagdo com a produgao de
anticorpos terapéuticos de comprimento inteiro.

[00029] Além de aplicagdes convencionais extracelulares e in vitro,
os scFvs tém sido usados também com éxito para aplicacdes
intracelulares (Woérn et al., JBC 28;275(4):2795-2803 (2000); Auf der
Maur et al., JBC 22;277(47):45075-45085 (2002); Stocks, M.R., Drug
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Discovery Today 15;9(22):960-966 (2004)); assim sendo, foram
desenvolvidos scFv's direcionados contra antigenos intracelulares.
Geralmente, a expressao intracelular de scFvs funcional esta limitada
por sua instabilidade, insolubilidade, e tendéncia a formar agregados.
Por esta razdo, sistemas de triagem in vivo para anticorpos scFvs, que
sao particularmente soluveis e estaveis sob condi¢cdes redutoras tipicas
para o ambiente intracelular (por exemplo, nucleo, citoplasma), foram
desenvolvidos com éxito usando uma assim denominada triagem por
"Controle de Qualidade" (documento n2 WO 03097697). Além disso,
essas estruturas apresentam niveis de expressdo convencionais e
melhores propriedades de estabilidade e solubilidade também sob
condi¢cbes naturais oxidantes no ambiente extracelular. Assim sendo,
propriedades biofisicas e bioquimicas favoraveis se traduzem em altos
volumes de produgao favoraveis e permitem que esses fragmentos de
anticorpos, uma vez direcionados contra antigenos especificos, sejam
aplicados localmente e/ou por via sistémica como terapias protéicas em
areas terapéuticas especificas. Como os anticorpos scFv e fragmentos
Fab, em contraste com anticorpos de comprimento inteiro, carecem da
parte Fc que é reconhecida pelo receptor de Fc de mondcitos, tais como,
por exemplo, células exterminadoras naturais, eles ndo evocam
citotoxicidade mediada por células, dependente de anticorpos (ADCC),
e assim sendo, ndo provocam toxicidade inespecifica devido a ligagao
a receptores de Fc em células n&o-alvo.

[00030] Assim sendo, ha uma necessidade de se obter novas formas
eficazes de anticorpos para o tratamento de disturbios associados ao
TNFa, tais como artrite reumatoide, particularmente tratamentos que
podem proporcionar terapia prolongada controlada por administracéo
local com um baixo grau de efeitos colaterais. A presente invencéo
fornece anticorpos, composi¢des e métodos para o tratamento eficaz e

continuo de processos inflamatorios de artrite e outros disturbios ou
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mecanismos patofisiologicos mediados por TNFa, particularmente
varias formas de dor.

[00031] Todas publicacbes e referéncias aqui citadas sao aqui
incorporadas como referéncia em sua totalidade.

DESCRICAO DA INVENCAO

[00032] Assim sendo, é um objetivo geral da invengao fornecer um

anticorpo ou derivado de anticorpo estavel e soluvel, que se liga
especificamente ao TNFa in vivo. Em uma modalidade preferida, o dito
derivado de anticorpo € um anticorpo scFv ou um fragmento Fab.
[00033] Agora, para implementar estes e ainda outros objetos da
invencéo, que tornar-se-ao mais facilmente evidentes a medida que a
descrigao prossegue, o dito anticorpo ou derivado de anticorpo se
manifesta pelas caracteristicas que ele compreende um dominio
variavel de cadeia leve ou é derivado da sequéncia SEQ ID NO: 1 que
€ combinada com um dominio variavel de cadeia pesada sendo ou nao
derivado da sequéncia SEQ ID NO: 2, onde no caso de uma sequéncia
derivada, a dita sequéncia tem no maximo até 5 mudancgas dentro da
estrutura do dito dominio VL (variavel leve) e/ou no maximo até 9
mudancgas dentro da estrutura do dito VH (variavel pesado).

[00034] Uma modalidade preferida da presente invencdo é o dito
anticorpo ou derivado de anticorpo, onde uma ou mais mudancgas de
aminoacidos sao introduzidas em qualquer uma das posicoes
selecionadas no grupo das posigdes 4, 46, 65, 67, 70 e 83 do dominio
VL, e/lou em uma ou mais das posi¢cdes selecionadas no grupo das
posigbes 11, 16, 28, 43, 48, 68, 70, 71, 72, 73,76, 77, 79, 93 e 112 do
dominio VH. Mais preferivelmente, pelo menos uma das conversoes
leva a um aminoacido presente em SEQ ID NO: 3 para VL e/ou SEQ ID
NO: 4 para VH, e ainda mais preferivelmente, no maximo 13 conversodes
no total estao presentes.

[00035] Mais preferivelmente, a dito anticorpo ou derivado de
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anticorpo compreende um dominio VL da sequéncia SEQ ID NO: 1 e/ou
um dominio VH da sequéncia ou derivado da sequéncia SEQ ID NO: 2,
ou um dominio VL da sequéncia SEQ ID NO: 11 e um dominio VH da
sequéncia SEQ ID NO: 4. Caso o dominio VH do anticorpo da presente
invencdo compreenda um dominio VL de SEQ ID NO: 1, em uma
modalidade preferida, a sequéncia VH é derivada de SEQ ID NO: 2, de
tal modo que a fenilalanina na posicdo 68 seja mudada para alanina,
leucina, isoleucina ou valina. Mudangas adicionais dentro de VH sao
opcionais. Os anticorpos scFv deste tipo estdo fornecidos em SEQ ID
NO: 31, SEQ ID NO: 33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO:
36 e SEQ ID NO: 37.

[00036] Em outra modalidade preferida da presente invengao, o dito
anticorpo ou derivado de anticorpo € derivado do anticorpo com a
sequéncia VL de SEQ ID NO: 1 e a sequéncia VH de SEQ ID NO: 2 e
compreende pelo menos um residuo de aminoacido que é convertido,
em pelo menos uma das CDRs, em um residuo presente na CDR
correspondente da sequéncia VL de SEQ ID NO: 5 e/ou da sequéncia
VH de SEQ ID NO: 6 ou SEQ ID NO: 25.

Em uma modalidade mais preferida da presente invencdo, no dito
anticorpo ou derivado de anticorpo pelo menos uma das CDRs do grupo
CDR2 de VL, CDR3 de VL, CDR2 de VH ou CDR3 de VH ¢é convertida
na CDR correspondente da sequéncia VL de SEQ ID NO: 5 e/ou da
sequéncia VH de SEQ ID NO: 25 ou SEQ ID NO: 6.

[00037] Mais preferivelmente, o dito anticorpo ou derivado de
anticorpo compreende as seguintes combinagdes de sequéncias
VL/VH:

SEQ ID NO: 7 de VL/SEQ ID NO: 2 de VH,

SEQ ID NO: 8 de VL/SEQ ID NO: 2 de VH,

SEQ ID NO: 1 de VL/SEQ ID NO: 9 de VH,

SEQ ID NO: 1 de VL/SEQ ID NO: 25 de VH,
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SEQ ID NO: 1 de VL/SEQ ID NO: 28 de VH,

SEQ ID NO: 1 de VL/SEQ ID NO: 29 de VH,

SEQ ID NO: 26 de VL/SEQ ID NO: 30 de VH,

SEQ ID NO: 27 de VL/SEQ ID NO: 30 de VH.

[00038] Em outra modalidade preferida, o anticorpo ou derivado de
anticorpo da presente invengao tem especificidade para TNFo humano.
De preferéncia, a ligagao do antigeno se distingue por uma Kq 100 nM
ou menos. Mais preferivelmente, € um anticorpo com uma Kq 10 nM ou
menos, € mais preferivelmente ainda, € um anticorpo com uma Kq 1 nM
OuU Menos.

[00039] Os derivados de anticorpos de acordo com a presente
invencao sao, por exemplo, fusdes de Fcs, fusdes de toxinas, fusdes a
atividades enzimaticas, diferentes formatos tais como anticorpos,
diacorpos, anticorpos lineares, anticorpos de cadeia unica, fragmentos
de anticorpos biespecificos, particularmente fragmentos scFv e Fab.
[00040] Outro objeto preferido da presente invengao € um anticorpo
scFv cujos dominio VL e VH estao ligados por um ligante, de preferéncia
em um arranjo de sequéncias VL-ligante-VH. Mais preferivelmente, o
dito ligante tem a sequéncia SEQ ID NO: 10.

[00041]  Outro objeto preferido da presente invengao € um anticorpo
scFv derivado de SEQ ID NO: 40 (TB-A). Esse anticorpo pode ser obtido
por mutagénese, e compreende trés ou menos mutagdes na estrutura,
na CDR e/ou nas sequéncias ligantes. De preferéncia, o anticorpo tem
a sequéncia SEQ ID NO: 20, SEQ ID NO: 21, SEQ ID NO: 22, SEQ ID
NO: 23, SEQ ID NO: 24, SEQ ID NO: 31, SEQ ID NO: 32, SEQ ID NO:
33, SEQ ID NO: 34, SEQ ID NO: 35, SEQ ID NO: 36, SEQ ID NO: 37,
ou SEQ ID NO: 38.

[00042] Outro objeto preferido da presente invencao é o fragmento
Fab que compreende um dominio VL que é fusionado a regiao

constante de uma cadeia kapa de Ig humana, e um dominio VH que é
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fusionado ao dominio CH1 de IgG humana, com o que dois
polipeptideos de fusdo estdo ligados por uma ponte dissulfeto entre
cadeias.

[00043] Em ainda outro aspecto, o anticorpo ou derivado de
anticorpo, por exemplo, o fragmento de anticorpo da presente invengao
€ marcado ou quimicamente modificado.

[00044] A presente invencado fornece também uma sequéncia de
DNA que codifica qualqguer um dos anticorpos ou derivados de
anticorpos da presente invengao, bem como um vetor de clonagem ou
de expressdo que contém a dita sequéncia de DNA. Além disso,
fornece-se uma célula hospedeira apropriada transformada com a dita
sequéncia de DNA, que de preferéncia é uma célula de E. coli, de
levedura ou de mamifero.

[00045] Além disso, fornece-se um método para a producido dos
anticorpos ou derivados de anticorpos da presente invencao,
compreendendo cultivar a célula hospedeira transformada com o DNA
que codifica qualquer um dos ditos anticorpos ou derivados de
anticorpos, sob condi¢cdes que permitem a sintese do dito anticorpo ou
derivado de anticorpo, e recuperar a dita molécula a partir da dita
cultura. De preferéncia, o dito método fornece um anticorpo scFv ou
fragmento Fab purificado a partir de E. coli.

[00046] Outro aspecto da presente invengao é o uso dos anticorpos
ou derivados de anticorpos fornecidos pela presente invencdo como
uma ferramenta diagnéstica para diagnosticos in vitro, e/ou como um
produto farmacéutico. Este uso é particularmente preferido no contexto
de qualquer condigdo relacionada ao TNFa.

[00047] A presente invencao engloba também uma composicdo que
compreende um anticorpo ou derivado de anticorpo da presente
invengcdo em combinacdo com um veiculo, diluente ou excipiente

farmaceuticamente aceitavel, a dita composi¢ao a ser usada como um
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medicamento para o tratamento de doengas associadas ao TNFa.
[00048] Em um outro aspecto, a presente invengao fornece uma
preparacao combinada que compreende um anticorpo ou derivado de
anticorpo da presente invengdo, de preferéncia com um segundo
composto que ndo é um anticorpo ou derivado de anticorpo especifico
para TNFa.

[00049] Em ainda outro aspecto da presente invengao, o vetor que
compreende a sequéncia de DNA que codifica um anticorpo scFv da
presente invengao é usado para terapia génica.

[00050] O tratamento de doencas associadas ao TNFa é realizado
bloqueando TNFa devido a uma forte interacdo de TNFa com o
anticorpo ou derivado de anticorpo. De preferéncia, visa-se um
tratamento de doengas autoimunes, condigdes agudas ou crbnicas de
inflamagao, doengas relacionadas a cancer, dor, disturbios neuroldgicos
e neurodegenerativos, doencgas infecciosas e doencas
cardiovasculares.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

[00051] A invencgao sera mais bem entendida e os objetos diferentes

daqueles enunciados acima tornar-se-ao evidentes ao se considerar a
sua descricao detalhada que se segue. Esta descricdo faz referéncia
aos desenhos anexos, onde:

[00052] A Figura 1 ilustra um esquema dos anticorpos scFv com as
sequéncias de TB-A e TB-B delimitando a faixa das variagcbes mais
frequentes. Os asteriscos designam as posi¢des nas quais mudancas
de aminoacidos na estrutura dos anticorpos da presente invencao séo
toleradas. Os aminoacidos indicados embaixo das CDRs (estando as
CDRs enfatizadas com um fundo cinza) podem ser usados nas
respectivas CDRs;

[00053] A Figura 2 ilustra um esquema exemplificativo para a

expressao de um fragmento Fab;
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[00054] A Figura 3 ilustra o rendimento da producdo de scFv's
quando expressados em E. coli. (A) Eletroforese em SDS-gel de
poliacrilamida de proteinas expressadas. (B) Filtragdo analitica em gel
de TB-A e TB-wt, ilustrando a excelente solubilidade de TB-A;

[00055] A Figura 4 ilustra uma comparagcdo da afinidade de
diferentes anticorpos scFv por TNFa, determinada por ELISA;

[00056] A Figura 5 ilustra a inibigdo da citotoxicidade induzida por
TNFa humano em fibroblastos L929 do camundongo. (A) Inibicdo
dependente da concentracdo de TB-A em comparagao com TB-wt e
infliximab com valores de Clso. (B) Comparagao de derivados de TB-A
para bloquear a citotoxicidade induzida por TNFa. (C) Comparagao de
formatos scFv e Fab de TB-A.

[00057] A Figura 6 ilustra o efeito do tratamento com anticorpo do
inchaco das articulagdes induzido por TNFa humano no rato
(Experimento: 5.3, Experimento 1).

[00058] A Figura 7 ilustra o esquema de pontuagdes para pontuacao
de inflamacéo histopatoldgica.

[00059] A Figura 8 ilustra o efeito do tratamento com anticorpo sobre
a inflamacao de articulagbes induzida por TNFo humano no rato
Experimento 5.3, Experimento 1).

[00060] A Figura 9 ilustra o efeito do tratamento com anticorpo sobre
o inchago de articulagdes induzido por TNFo humano no rato
Experimento 5.3, Experimento 2).

[00061] A Figura 10 ilustra o efeito do tratamento com anticorpo
sobre a inflamacgao de articulagdes induzida por TNFa. humano no rato
Experimento 5.3, Experimento 2).

[00062] A Figura 11 ilustra a estabilidade de TB-A em diferentes
fluidos corporais.

MODOS PARA CONDUZIR A INVENCAO

[00063] Descobriu-se que os anticorpos ou derivados de anticorpos
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que compreendem as estruturas identificadas na assim denominada
triagem com "controle de qualidade" (documento n? WO 0148017)
distinguem-se por uma estabilidade e/ou solubilidade geralmente alta, e
assim sendo, podem ser uteis também no contexto de aplicagcbes
extracelulares tais como a neutralizacdo de TNFa. A presente invencao
fornece anticorpos ou derivados de anticorpos distinguidos por maior
estabilidade e solubilidade, que reconhecem e se ligam especificamente
ao TNFa, e assim sendo, sdo apropriados para bloquear a funcao de
TNFo in vivo. Os ditos anticorpos ou derivados de anticorpos
distinguem-se por uma estrutura especial derivada a partir de triagem
com "controle de qualidade" para anticorpos com estruturas
particularmente estaveis e soluveis independentemente do seu sitio de
ligacédo a antigeno que foi descrito no documento n2 EP 1479694. Caso
as estruturas usadas na triagem sejam estruturas de anticorpos
humanos, elas podem ser consideradas como estruturas néao-
imunogénicas para aplicagdes humanas. As CDRs dos anticorpos da
presente invencao sao idénticas ou derivadas das CDRs do anticorpo
monoclonal murino Di62 (Doéring et al., 1994) que se liga
especificamente ao TNFa humano com uma alta afinidade (Kd = 0,4
nM) e pode bloquear a ligacdo de TNFa ao seu receptor. Além disso,

Di62 inibe a citotoxicidade induzido por TNFa humano em células L929
do camundongo. A etapa 6bvia de enxertar CDRs do anticorpo do
camundongo na estrutura do aceptor humano aparentemente mais
apropriado com propriedades indefinidas de ligacdo de antigeno, a dita
estrutura tendo a sequéncia de VL SEQ ID NO: 5 e a sequéncia de VH
SEQ ID NO: 6, as ditas sequéncias sendo ligadas por um ligante
(GGGGS)s (SEQ ID NO: 10), resultou em um anticorpo scFv da
sequéncia
DIVLTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKR
LIYSAFNRYTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLQPEDVAVYYCQQDYN
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SPRTFGQGTKLEVRRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSG
AEVKKPGASVKVSCTASGYSFTHYGMNWVRQAPGQGLEWMGWINT
YTGEPTYADKFKDRVTLTRDTSIGTVYMELTSLTSDDTAVYYCARER
GDAMDYWGQGTLVTVSS (SEQ ID NO: 3 + SEQ ID NO: 10 + SEQ ID
NO: 4) o dito anticorpo sendo denominado TB-B. TB-B deu bons

rendimentos na expressao de proteinas (Figura 3a), mas foi incapaz de
se ligar especificamente ao TNFa (Figura 4a).

[00064] Assim sendo, para obter um anticorpo ou derivado de
anticorpo que é (i) suficientemente especifico para se ligar ao TNFa, (ii)
suficientemente soluvel para permitir a producao e purificagao eficientes
e para bloquear TNFa in vivo, (iii) suficientemente estavel para ser util
como um produto farmacéutico sem sofrer uma degradacgao rapida, e
(iv) suficientemente nado-imunogénico, buscou-se um compromisso
entre a melhor solubilidade e as melhores caracteristicas de ligagao a
antigenos, variando a estrutura e as CDRs. A presente invengao fornece
uma sequéncia para VL e VH que é otimizada para combinacdo dos
critérios (i-iv). Um anticorpo scFv que compreende o dito VL (SEQ ID
NO: 1 ligada por um ligante (GGGGS)4+ ao dito VH (SEQ ID NO: 2) é
denominado TB-A. A sequéncia de TB-A é fornecida por SEQ ID NO:
40. Este anticorpo € ainda razoavelmente estavel e soluvel para dar
rendimentos satisfatorios quando expressado e purificado a partir de E.
coli (Figura 3A), e ele ndo se agrega (Figura 3B). Suas caracteristicas
de ligagao ao TNFa s&o excelentes, com uma Kd 0,8 nM.

[00065] A presente invengao descreve também sequéncias de VL e
VH derivadas da sequéncia presente em TB-A de varias maneiras.
Primeiramente, mutagcdes pontuais em até cinco posi¢des na estrutura
de VL e/ou em até nove posi¢des na estrutura de VH demonstraram ser
aceitaveis, especialmente as mutagbes pontuais que tornam as
estruturas mais semelhantes a TB-B, isto &, mais semelhante a SEQ ID
NO: 3 para VL ou SEQ ID NO: 4 para VH. Um anticorpo scFv que
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compreende um dominio VL com a sequéncia SEQ ID NO: 11 e um
dominio VH com a sequéncia SEQ ID NO: 4, ligadas pelo ligante
(GGGGS)4, € denominado TB-B R46L porque ele difere de TB-B apenas
na posigao 46 de VL. Em contraste com TB-B, este anticorpo ainda tem
boas propriedades de ligagdo ao TNFa (Kd ~ 100 nM). Isto sugere que
o0 numero de mudancas em TB-B R46L em relacdo a TB-A representa
aproximadamente o limite superior para mudangas na estrutura do
dominio variavel.

[00066] Em uma modalidade preferida da presente invengao, apenas
mutagdes pontuais singulares ou duplas s&o introduzidas nas estruturas
de VL e/ou VH de TB-A. Os residuos preferidos das estruturas para
mutagdes sao nas posicoes 4, 46, 65, 67, 70 e/ou 83 para VL, e nas
posicodes 11, 16, 28, 43, 48, 68, 70, 71, 72,73, 76, 77, 79, 93 e/ou 112
para VH. As posi¢des sao numeradas de acordo com a humeragao nas
listagens de sequéncias. As substituicbes de aminoacidos s&o, de
preferéncia, "conservativas", ou de tal modo que os aminoacidos
substituintes sejam mais similares ou de preferéncia mesmo idénticos
aos aminoacidos correspondentes presentes na sequéncia de TB-B.
Por exemplo, A76 de VH em TB-A pode ser mudado para 176 como ele
esta presente em TB-B, mas ele pode ser trocado também por outro
aminoacido com uma cadeia lateral similar, isto €, uma cadeia lateral
apolar, tal como V ou L. Este € um exemplo de uma substituicao
"conservativa" de aminoacido. As familias de residuos de aminoacidos
que tém cadeias laterais similares apropriadas para substitui¢cdes
"conservativas", como aqui utilizadas, foram definidas nessas técnicas,
incluindo cadeias laterais basicas (K, R, H), cadeias laterais acidas (D,
E), cadeias laterais polares sem carga (Q, N, S, T, Y, C), cadeias laterais
apolares (G, A, V, L, |, P, F, M, W), cadeias laterais ramificadas em beta
(T, V, I) e cadeias laterais aromaticas (Y, F, W, H). Uma mudanca

conservativa preferida € aquela de VL na posi¢ao 83, pelo fato de que
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V é mudada para F (SEQ ID NO 26) ou para A (SEQ ID NO: 27).
Entretanto, em SEQ ID NO: 32, uma mudanca ndo-conservativa em VL
€ V83E, que é combinada com uma mudanca em CDR1, isto €, N31D,
e em VH com V79A. Outra variante extraordinaria de TB-A é aquela de
SEQ ID NO: 33, com uma troca conservativa de F68L em VH ligada a
VL por um ligante que porta um R na posigao 2, substituindo G.
[00067] As trocas de aminoacidos singulares mais preferidas sao
R65S ou Y67L em VL e K43Q ou F68 por V, L ou Aem VH. As mudangas
duplas muito mais preferidas sdo F70L/L72R ou A761l/S77G em VH. Os
anticorpos scFv que compreendem sequéncias de TB-A com as ditas
alteracbes apresentam inibicao da toxicidade induzida por TNFa em
células L929. Os resultados de algumas delas estdo indicados na Figura
5B. Suas sequéncias sao as seguintes:

SEQ ID NO: 18 = TB-A H_K43Q (TB-A H43)

SEQ ID NO: 19 = TB-A H_F68V (TB-A H68)

SEQ ID NO: 20 = TB-A H_F70L/L72R (TB-A H70/72)

SEQ ID NO: 21 = TB-A H_A761/S77G (TB-A H 76/77)

SEQ ID NO: 22 = TB-A L_46R (TB-A L46)

SEQ ID NO: 23 = TB-A L_R65S (TB-A L65)

SEQ ID NO: 24 = TB-AL_Y67S (TB-A L67)

[00068] Em uma modalidade preferida, qualquer um dos dominios
VH supramencionados pode ser combinado com qualquer um dos
dominios VL supramencionados.

[00069] Em outra modalidade preferida da presente invencéo, os
dominios VL e VH de TB-A e TB-B s&o embaralhados, de tal modo que
o dominio VL de TB-A (SEQ ID NO: 1) seja combinado com o dominio
VH de TB-B (SEQ ID NO: 4), ou o dominio VL de TB-B (SEQ ID NO: 4)
€& combinado com o dominio VH de TB-A (SEQ ID NO: 2). Em uma
modalidade muito mais preferida, as versdes embaralhadas obtidas em

um scFv estado ligadas com o ligante (GGGGS)s da sequéncia SEQ ID
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NO: 10, resultando nos anticorpos scFv TB-AB (SEQ ID NO: 12) ou TB-
BA (SEQ ID NO: 13), respectivamente. O dito ligante (GGGGS)4 pode
ter uma troca de aminoacidos de uma glicina por um aminoacido mais
hidrofilico, isto é, polar ou mesmo carregado, que pode tornar o
anticorpo mais soluvel. Dentre estas variacdes, aquela com a sequéncia
GRGGS-(GGGGS)s (SEQ ID NO: 39) é preferida.

[00070] Esta também dentro do ambito da presente invencéao
combinar os dominios VL ou VH de sequéncias semelhantes a TB-B
com os dominios VH ou VL de sequéncias semelhantes a TB-A, onde
semelhante a TB-B/TB-A significa que as sequéncias sao mais iguais a
uma do que a outra.

[00071] Em ainda outra modalidade preferida da presente invencgao,
um ou mais aminoacidos sao mudados nas regides CDR das
sequéncias de VL e/ou VH de TB-A para equivaler aos aminoacidos
correspondentes presentes nas sequéncias selecionadas SEQ ID NO:
5 de VL e/ou SEQ ID NO: 6 ou SEQ ID NO: 25 de VH. S&o mais
preferidas as mudangas em uma das CDRs de VL (CDR2 de VL ou
CDR3 de VL) e/ou das CDRs de VH (CDR2 ou CDR3), sendo que as
mudancas mais preferidas levam as sequéncias de VL SEQ ID NO: 7
ou SEQ ID NO: 8 e/ou as sequéncias de VH SEQ ID NO: 25 ou SEQ ID
NO: 9, respectivamente.

[00072] Em outra modalidade preferida da presente invencéo, as
sequéncias de VL SEQ ID NO: 26 ou SEQ ID NO: 27 sdo combinadas
com a sequéncia de VH SEQ ID NO: 30. Em ainda outra modalidade
preferida da presente invencéo, a sequéncia de VL SEQ ID NO: 1 é
combinada com as sequéncias de VH SEQ ID NO: 28 ou SEQ ID NO:
29.

[00073] Geralmente, qualquer uma das sequéncias de VL descritas
pode ser combinada com qualquer uma das sequéncias de VH

descritas.
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[00074] Os objetos da presente invencdo sao anticorpos e
fragmentos de anticorpos, particularmente polipeptideos VL ou VH,
anticorpos de cadeia unica (scFv) ou fragmentos Fab. No caso de
anticorpos scFv, um dominio VL selecionado pode ser ligado a um
dominio VH selecionado na orientagdo por um ligante flexivel. Um
ligante apropriado do estado da técnica consiste em sequéncias de
aminoacidos GGGGS repetidas ou suas variantes. Em uma modalidade
preferida da presente invencéo, usa-se um ligante (GGGGS)4 com a
sequéncia SEQ ID NO: 10 ou seu derivado SEQ ID NO: 39, mas as
variantes com 1 a 3 repeticdes também sao possiveis (Holliger et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-6448 (1993)). Outros ligantes que
podem ser usados na presente invengao estao descritos por Alfthan et
al., Protein Eng. 8:725-731 (2001); Choi et al. Eur. J. Immunol. 31:94-
106 (2001); Hu et al., Cancer Res. 56:3055-3061 (1996); Kipriyanov et
al., J. Mol. Biol. 293:41-56 (1999); e Roovers et al., Cancer Immunol.
Immunother. 50:51-59 (2001). O arranjo pode ser VL-ligante-VH ou VH-
ligante-VL, sendo preferida a primeira orientagao.

[00075] No caso de fragmentos Fab, os dominios varidveis com
cadeia leve VL selecionados s&o fusionados a regido constante de uma
cadeia kapa de Ig humana, enquanto que os dominios variaveis com
cadeia pesada VH apropriados séo fusionados ao primeiro dominio
constante (N-terminal) CH1 de uma IgG humana. Em uma modalidade
exemplificativa da presente invengdao, o dominio Ck humano tem a
sequéncia SEQ ID NO: 14 e o dominio CH1 usado para construir os
fragmentos Fab tem a sequéncia SEQ ID NO: 15. A Figura 2 ilustra um
exemplo de um fragmento Fab no qual os dominios VL e VH de TB-A
sao usados de tal modo que o dominio VL esteja ligado diretamente ao
dominio constante kapa humano, resultando na sequéncia
DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPKL
LIYSAFNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLQPEDVAVYYCQQDYN
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SPRTFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYP
REAKVQWVDNALQSGNSQESVTEEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYE
KHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC (SEQ ID NO: 1 + SEQ ID NO:
14) e o dominio VH esta fusionado ao primeiro dominio constante (CH1),
resultando na sequéncia
QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHYGMNWVRQAAPGKG
LEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRFTFSLETSASTVYMELTSLTSDDT
AVYYCARERGDAMDYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPSSKSTSG
GTAALGCLVKDYFSEPVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSS
VVTVPSSSLGTQTYICNVNHKPSNTKVDKKVEPKSCTS (SEQ ID NO:
2 + SEQ ID NO: 15).

[00076] No C-terminal, uma ponte dissulfeto entre cadeias é formada
entre os dois dominios constantes.

[00077] Os anticorpos ou derivados de anticorpos da presente
invencao podem ter afinidades por TNFo humano com constantes de
dissociacdo em uma faixa entre 0,8-10.000 nM. Em uma modalidade
preferida da presente invengdo, a K¢ é < 10 nM. A afinidade de um
anticorpo por um antigeno pode ser determinada experimentalmente
usando um método apropriado (Berzofsky et al., "Antibody-Antigen
Interactions", em "Fundamental Immunology", Paul, W.E., editor, Raven
Press, New York, NY (1992); Ruby, J., "Immunology”, W.H. Freeman
and Company, New York, NY), e os métodos |a descritos.

[00078] Em um aspecto da presente invencdo, os anticorpos ou
derivados de anticorpos, especialmente os fragmentos scFv ou Fab, sao
marcados. A marcacao detectavel de um anticorpo ou derivado de
anticorpo especifico de TNFa pode ser realizada ligando-o a uma
enzima para uso em um imunoensaio de enzima (EIA) ou ensaio
imunoabsorvente ligado a enzima (ELISA), que sao métodos bem
conhecidos pelos versados nessas técnicas (por exemplo, "Current

Protocols in Immunology"”, Coligan et al., editores, John Wiley & Sons,
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2005).

[00079] Marcando de forma radioativa os anticorpos ou derivados de
anticorpos especificos de TNFa, € possivel detectar TNFa através do
uso de radioimunoensaio (RIA) (vide, por exemplo, Work et al.,
"Laboratory Techniques and Biochemistry in Molecular Biology", North
Holland Publishing Company, NY (1978). O radiois6topo pode ser
detectado pelo uso de um contador gama ou um contador de cintilagao
ou por autorradiografia. Os isétopos particularmente Uteis sao 3H, '3l
35, 14C, e de preferéncia, '?°l.

[00080] Os anticorpos ou derivados de anticorpos da presente
invencdo podem ser marcados também com compostos fluorescentes
de marcagdo, tais como fluoresceina, isotiocianato, rodamina,
ficoeritrina, ficocianina, aloficocianina, o-ftaldeido e fluorescamina, ou
com compostos quimioluminescentes tais como luminol, éster
teromatico de acridinio, sal de imidazol-acridinio e éster oxalato.
[00081] Os protocolos de marcacéo e detecgao sdo bem conhecidos
pelos versados nessas técnicas. Por exemplo, eles estao disponiveis
em "Using Antibodies: A Laboratory Manual: Portable Protocol No. 1
(Harlow, E. e Lane, D., 1998).

[00082] Os anticorpos ou derivados de anticorpos marcados da
presente invengdo sao uteis para propositos diagnosticos,
particularmente a deteccdo de TNFa em uma amostra bioldgica
removida de um paciente. Qualquer amostra que contém TNFo pode
ser usada, como por exemplo, fluidos biolégicos tais como sangue, soro,
linfa, urina, exsudato inflamatdrio, liquido cerebroespinhal, liquido
amnidtico, extrato ou homogeneizado tecidual, e similares, ou
especimes histologicos para detecgao in situ.

Preparacdes Farmacéuticas

Definigcdes:

[00083] O termo "formulagao farmacéutica" refere-se a preparagdes
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que estdo em uma forma tal que permite a atividade biolégica do
anticorpo ou derivado de anticorpo seja inequivocamente eficaz, e que
nao contém quaisquer componentes adicionais que sao téxicos para os
individuos aos quais a formulacdo seria administrada. Excipientes
(veiculos, diluentes) "farmaceuticamente aceitaveis" sdo aqueles que
podem ser administrados razoavelmente a um individuo mamifero para
fornecer uma dose eficaz do ingrediente ativo a ser empregado.
[00084] Uma formulagao "estavel" € uma na qual o anticorpo ou
derivado de anticorpo dentro dela retém essencialmente sua
estabilidade fisica e/ou sua estabilidade quimica e/ou atividade
biolégica depois da estocagem. Varias técnicas analiticas para medir a
estabilidade de proteinas estdo disponiveis nessas técnicas e estéo
revisadas em "Peptide and Protein Drug Delivery", 247-301, Vincent
Lee, editor, Marcel Dekker, Inc., New York, NY, editora (1991); e Jones,
A., Adv. Drug Delivery Rev. 10:29-90 (1993), por exemplo. A
estabilidade pode ser medida em uma temperatura selecionada por um
periodo de tempo selecionado. De preferéncia, a formulacao é estavel
a temperatura ambiente (cerca de 30 °C) ou a 40 °C por pelo menos 1
més e/ou estavel a cerca de 2-8 °C por pelo menos 1 ano ou pelo menos
2 anos. Além disso, a formulacdo é, de preferéncia, estavel apos
congelamento (até, por exemplo, -70 °C) e descongelamento da
formulacao.

[00085] Um anticorpo ou derivado de anticorpo "retém sua
estabilidade fisica" em uma formulacdo farmacéutica, caso ele nao
apresente quaisquer sinais de agregacdo, precipitacdo e/ou
desnaturagéo apds exame visual de cor e/ou limpidez, ou como medida
por dispersao de luz UV ou por cromatografia por exclusdo de tamanho.
[00086] Um anticorpo ou derivado de anticorpo "retém sua
estabilidade quimica" em uma formulacdo farmacéutica, caso a

estabilidade quimica em um dado tempo seja tal que a proteina seja
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considerada como ainda retendo sua atividade bioldgica, como definido
abaixo. A estabilidade quimica pode ser avaliada detectando e
quantificando formas quimicamente alteradas da proteina. A alteracao
quimica pode envolver modificagdo de tamanho (por exemplo, recorte)
que pode ser avaliada usando SDS-PAGE e/ou espectrometria de
massas por ionizagao/tempo de voo e dessorcao a laser auxiliada com
matriz (MS MALDI/TOF), por exemplo. Outros tipos de alteragdes
quimicas incluem alteragdo de carga elétrica (por exemplo, ocorrendo
como resultado de desamidagdo) que pode ser avaliada por
cromatografia por troca iénica, por exemplo.

[00087] Um anticorpo ou derivado de anticorpo "retém sua atividade
biolégica" em uma formulagao farmacéutica, caso a atividade biolégica
do anticorpo em um dado tempo fique dentro de cerca de 10% (dentro
dos erros do ensaio) da atividade biolégica apresentada na hora em que
a formulacao farmacéutica foi preparada, determinada em m ensaio de
ligacdo de antigeno, por exemplo. Outros ensaios de "atividade
biologica" para anticorpos estdo elaborados abaixo neste relatorio
descritivo.

[00088] O termo "isotdnica" significa que a formulagao de interesse
tem essencialmente a mesma pressao osmoética que o sangue humano.
As formulagdes isotbnicas devem ter geralmente uma pressao osmaética
entre cerca de 250 e 350 mOsm. A isotonicidade pode ser medida
usando um osmoémetro do tipo presséo de vapor ou congelamento em
gelo, por exemplo.

[00089] Um "poliol" € uma substancia com multiplos grupos hidroxila,
e inclui agucares (agucares redutores e nao-redutores), alcoois de
acgucares e acidos de agucares. Os polidis preferidos neste caso tém um
peso molecular menor do que cerca de 600 kD (por exemplo, na faixa
entre cerca de 120 e cerca de 400 kD). Um "agucar redutor" € um que

contém um grupo hemiacetal que pode reduzir ions metalicos ou reagir
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de forma covalente com lisina ou outros grupos aminicos em proteinas,
e um "acucar nao-redutor" € um que nao tem estas propriedades de um
acucar redutor. Os exemplos de acucares redutores sao frutose,
manose, maltose, lactose, arabinose, xilose, ribose, ramnose, galactose
e glicose. Os agucares nao-redutores incluem sacarose, trealose,
sorbose, melezitose e rafinose. Manitol, xilitol, eritritol, treitol, sorbitol e
glicerina s&o exemplos de alcoois de agucares. Quanto aos acidos de
agucares, eles incluem L-gliconato e seus sais metalicos. Quando for
desejado que a formulacéao seja estavel apoés
congelamento/descongelamento, o poliol é, de preferéncia, um que nao
cristalize nas temperaturas de congelamento (por exemplo, -20 °C), de
tal modo que ele desestabilize o anticorpo na formulacido. Os acucares
nao-redutores tais como sacarose e trealose sao os polidis preferidos
neste caso, sendo que a trealose é preferida em detrimento de sacarose
por causa da estabilidade excelente em solucao da trealose.

[00090] Como aqui utilizado, o termo "tamp&o" refere-se a uma
solucao tamponada que resiste a mudancgas no pH pela acdo dos seus
componentes conjugados acidos/basicos. O tampéo desta invengao
tem um pH na faixa entre cerca de 4,5 e cerca de 6,0; de preferéncia,
entre cerca de 4,8 e cerca de 5,5; e mais preferivelmente, tem um pH
de cerca de 5,0. Os exemplos de tampdes que controlardo o pH nesta
faixa incluem acetato (por exemplo, acetato de sdédio), succinato (tal
como succinato de sddio), gliconato, histidina, citrato e outros tampdes
de acidos organicos. Quando uma formulagdo estavel apos
congelamento/descongelamento for desejada, o tampéo ndo é de
preferéncia fosfato.

[00091] Em um sentido farmacoldgico, no contexto da presente
invencado, uma "quantidade terapeuticamente eficaz" de um anticorpo
ou derivado de anticorpo refere-se a uma quantidade eficaz na

prevengdo ou tratamento de um disturbio para cujo tratamento o
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anticorpo ou derivado de anticorpo é eficaz. Uma "doenca/disturbio é
qualquer condi¢ao que se beneficiara do tratamento com o anticorpo ou
derivado de anticorpo. Isto inclui disturbios ou doengas cronicas e
agudas, incluindo aquelas condi¢gdes patoldgicas que predispéem o
mamifero ao disturbio em questao.

[00092] Um "conservante" € um composto que pode ser incluido na
formulacdo para reduzir essencialmente a agédo bacteriana nela,
possibilitando assim a producdo de uma formulagao para multiplos usos,
por exemplo. Os exemplos de conservantes potenciais incluem cloreto
de octadecil-dimetil-benzil-amobnio, cloreto de hexametodnio, cloreto de
benzalcénio (uma mistura de cloretos de alquil-benzil-dimetil-ambnio na
qual os grupos alquila sdo compostos de cadeia longa), e cloreto de
benzetbnio. Outros tipos de conservantes incluem alcoois aromaticos,
tais como fenol, alcool butilico e benzilico, alquil-parabens tais como
metil- ou propil-parabeno, catecol, resorcinol, ciclo-hexanol, 3-pentanol,
e m-cresol. O conservante mais preferido neste caso € alcool benzilico.
[00093] A presente invencao fornece também composicdes
farmacéuticas que compreendem um ou mais anticorpos ou compostos
derivados de anticorpos, junto com pelo menos um veiculo ou excipiente
fisiologicamente aceitavel. As composi¢bes farmacéuticas podem
compreender, por exemplo, uma ou mais entre agua, tampdes (por
exemplo, solugdo salina tamponada neutra ou solugdo salina
tamponada com fosfato), etanol, 6leo mineral, éleo vegetal, sulféxido de
dimetila, carboidratos (por exemplo, glicose, manose, sacarose ou
dextranos), manitol, proteinas, adjuvantes, polipeptideos ou
aminoacidos tais com glicina, antioxidantes agentes quelantes tais
como EDTA ou glutationa e/ou conservantes. Como assinalado acima,
outros ingredientes ativos podem, porém nao necessariamente, ser
incluidos nas composicdes farmacéuticas aqui fornecidas.

[00094] Um veiculo € uma substancia que pode ser associada com
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um anticorpo ou derivado de anticorpo antes da administracdo a um
paciente, frequentemente com o propdsito de controlar a estabilidade
ou biodisponibilidade do composto. Os veiculos para uso em tais
formulagbes sdo geralmente biocompativeis, e podem ser também
biodegradaveis. Os veiculos incluem, por exemplo, moléculas
monovalentes ou multivalentes tais como albumina sérica (por exemplo,
humana ou bovina), albumina do ovo, peptideos, polilisina, e
polissacarideos tais como aminodextrano e poliamidoaminas. Os
veiculos incluem também materiais de suporte solidos tais como pérolas
e microparticulas que compreendem, por exemplo, polilactato,
poliglicolato, poli(lactideo-co-glicolideo), poliacrilato, latex, amido,
celulose ou dextrano. Um veiculo pode portar os compostos de uma
série de maneiras, incluindo ligagdo covalente (diretamente ou por
intermédio de um grupo ligante), interagdo ndo-covalente, ou mistura.
[00095] As composicoes farmacéuticas podem ser formuladas para
qualquer maneira de administragdo, incluindo, por exemplo,
administracdo tdpica, oral, nasal, retal ou parenteral. Em certas
modalidades, as composi¢cdes em uma forma apropriada para uso oral
sao preferidas. Essas formas incluem, por exemplo, pilulas,
comprimidos, trociscos, pastilhas, suspensdes aquosas ou oleosas, pos
ou granulos dispersaveis, emulsdes, capsulas de gelatina duras ou
moles, ou xaropes ou elixires. Em ainda outras modalidades, as
composicdes aqui fornecidas podem ser formuladas como um
liofilizado. O termo "parenteral", como aqui utilizado, inclui injecéo
subcutanea, intradérmica, intravascular (por exemplo, intravenosa),
intramuscular, espinhal, intracraniana, intratecal e intraperitoneal, bem
como qualquer injecéo similar ou técnica de infusao.

[00096] As composi¢des pretendidas para uso oral podem ser
preparadas de acordo com qualquer método conhecido para a

fabricacdo de composi¢des farmacéuticas e podem conter um ou mais
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agentes, tais como agentes edulcorantes, sabores, agente colorante, e
agentes conservantes, para produzir preparagbes atraentes e
palataveis. Os comprimidos contém o ingrediente ativo em mistura com
excipientes fisiologicamente aceitaveis apropriados para a fabricagao
de comprimidos. Tais excipientes incluem, por exemplo, diluentes
inertes (por exemplo, carbonato de calcio, carbonato de sédio, lactose,
fosfato de calcio ou fosfato de soédio), agentes granuladores e
desintegradores (por exemplo, amido de milho ou &acido alginico),
agentes aglutinantes (por exemplo, amido, gelatina ou acacia) e
agentes lubrificantes (por exemplo, estearato de magnésio, acido
estearico ou talco). Os comprimidos podem ser ndo-revestidos ou eles
podem ser revestidos por técnicas conhecidas para retardar a
desintegragdo e absor¢cdo no trato gastrointestinal, e desta forma,
proporcionar uma agao prolongada durante um periodo mais longo. Por
exemplo, um material retardador, tais como monoestearato de glicerila
ou diestearato de glicerila, podem ser empregados.

[00097] As formulacbes para uso oral podem ser apresentadas
também com capsulas de gelatina duras, onde o ingrediente ativo é
misturado com um diluente sdlido inerte (por exemplo, carbonato de
célcio, fosfato de calcio ou caulim), ou como capsulas de gelatina moles,
onde o ingrediente ativo é misturado com agua ou um meio oleoso (por
exemplo, 6leo de amendoim, parafina liquida ou 6leo de oliva). As
suspensdes aquosas contém o anticorpo ou derivado de anticorpo em
mistura com excipientes apropriados para a fabricagdo de suspensdes
aquosas. Tais excipientes incluem auxiliares de suspensao (por
exemplo, carbdxi-metil-celulose sddica, metil-celulose, hidroxi-propil-
metil-celulose, alginato de sdédio, poli(vinil-pirrolidona), goma de
tragacanto, e goma de acacia); e agentes dispersantes ou umectantes
(por exemplo, fosfatideos de ocorréncia natural tais como lecitina,

produtos da condensacido de um 6xido de alquileno com acidos graxos,
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tais como estearato de polioxietileno, produtos da condensacao de
oxido de etileno com alcoois alifaticos de cadeia longa, tais como
heptadecaetilendxi-cetanol, produtos da condensacdo de oxido de
etileno com ésteres parciais derivados de acidos graxos e hexitol, tais
como monooleato de sorbitol com polioxietiieno, ou produtos da
condensacao de oxido de etileno com ésteres parciais derivados de
acidos graxos e anidridos de hexitol tais como monooleato de sorbitano
com polietileno). As suspensdes aquosas podem compreender também
um ou mais conservantes, como por exemplo, p-hidréxi-benzoato de
etila ou n-propila, um ou mais agentes adogantes um ou mais sabores,
€ um ou mais agentes edulcorantes tais como sacarose ou sacarina. Os
xaropes e elixires podem ser formulados com agentes adogantes, tais
como glicerol, propilenoglicol, sorbitol ou sacarose. Tais formulagdes
podem compreender também um ou mais demulcentes, conservantes,
aromatizantes e/ou colorantes.

[00098] As suspensoes oleosas podem ser formuladas colocando os
ingredientes ativos em suspensao em um oleo vegetal (por exemplo,
6leo de amendoim, éleo de oliva, éleo de gergelim ou 6leo de coco), ou
em um o6leo mineral tal como parafina liquida. As suspensdes oleosas
podem conter um agente espessante, tal como cera de abelha, parafina
dura ou alcool cetilico. Agentes adocgantes, tais como aqueles
enunciados acima, e/ou aromatizantes podem ser adicionados para
produzir preparagdes orais palataveis. Tais suspensbes podem ser
conservadas pela adicao de um antioxidante tal como acido ascoérbico.
[00099] Os pés e granulos dispersaveis apropriados para a
preparagdo de uma suspensdo aquosa pela adicdo de agua
proporcionam o ingrediente ativo em mistura com um agente
dispersante ou umectante, um agente auxiliar de suspensdo e um ou
mais conservantes. Os agentes dispersantes ou umectantes e os

agentes auxiliares de suspensdo sao exemplificados pelos ja
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mencionados acima. Excipientes adicionais, por exemplo, sabores e
colorantes, também podem estar presentes.

[000100] As composicdes farmacéuticas podem estar também na
forma de emulsdes de 6leo em agua. A fase oleosa pode ser um dleo
vegetal (por exemplo, 6leo de oliva ou 6leo de amendoim), um oleo
mineral (por exemplo, parafina liquida), ou uma mistura deles. Os
agentes emulsificantes apropriados incluem gomas de ocorréncia
natural (por exemplo, goma de acacia ou goma de tragacanto),
fosfatideos de ocorréncia natural (por exemplo, soja, lecitina e ésteres
ou ésteres parciais derivados de acidos graxos e hexitol), anidridos (por
exemplo, monooleato de sorbitano), e produtos da condensacgédo de
ésteres parciais derivados de acidos graxos e hexitol com o6xido de
etileno (por exemplo, monooleato de sorbitano com polioxietileno). Uma
emulsdao pode compreender também um ou mais adocgantes e/ou
sabores.

[000101] A composicdo farmacéutica pode ser preparada como uma
suspensao aquosa ou oleaginosa injetavel estéril na qual o modulador,
dependendo do veiculo e da concentracdo usada, esta em suspensao
ou dissolvido no veiculo. Tal composicao pode ser formulada de acordo
com as técnicas conhecidas, usando agentes dispersantes, umectantes
apropriados e/ou auxiliares de suspensdo tais como aqueles
mencionados acima. Dentre os veiculos e solventes aceitaveis, que
podem ser empregados, estdo a agua, 1,3-butanodiol, solugdo de
Ringer e solucao isoténica de cloreto de sodio. Além disso, 6leos fixos
estéreis podem ser empregados como um solvente ou meio de
suspensao. Com este propdsito, qualquer 6leo fixo brando pode ser
empregado, incluindo monoglicerideos ou diglicerideos sintéticos. Além
disso, acidos graxos, tal como acido oléico, podem ser usados na
preparagdo de composi¢cdes injetaveis, e adjuvantes tais como

anestésicos locais, conservantes e/ou tampdes podem ser dissolvidos
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no veiculo.

[000102] As composicdes farmacéuticas podem ser formuladas como
formulagbes com liberagao prolongada (isto é, uma formulagéo tal como
uma capsula que efetua a liberacdo lenta do modulador apds a
administragcédo). Tais formulagdes podem ser preparadas geralmente
usando tecnologia conhecida e administradas, por exemplo, por
administracao oral, retal ou implante subcutaneo, ou por implante no
local-alvo desejado. Os veiculos para uso nessas formulagbdes séo
biocompativeis, e podem ser também biodegradaveis; de preferéncia, a
formulag&o proporciona um nivel relativamente constante de liberacao
do modulador. A quantidade de um anticorpo ou derivado de anticorpo
contida dentro de uma formulagdo com liberagéo prolongada depende,
por exemplo, do local do implante, da taxa e da duracao esperada da
liberagao e da natureza da doenca/disturbio a ser tratado ou prevenido.
[000103] Os anticorpos ou derivados de anticorpos aqui fornecidos
sao administrados geralmente em uma quantidade que atinge uma
concentragdo em um fluido corporal (por exemplo, sangue, plasma,
soro, liquido cerebrospinal, liquido sinovial, linfa, liquido intersticial
celular, lagrimas ou urina), que é suficiente para se ligar de forma
detectavel ao TNFa e prevenir ou inibir doencas/disturbios associados
ao TNFa. Uma dose € considerada como sendo eficaz se ela resulta em
beneficio discernivel para o paciente, como aqui descrito. As doses
sistémicas preferidas ficam na faixa entre cerca de 0,1 mg e cerca de
140 mg por quilograma de peso corporal por dia (cerca de 0,5 mg a
cerca de 7 g por paciente por dia), sendo as doses orais cerca de 5-20
vezes mais altas do que as doses intravenosas. A quantidade de
anticorpo ou derivado de anticorpo, que pode ser combinada com os
materiais veiculos para produzir uma forma de dosagem unitaria, pode
variar dependendo do hospedeiro tratado e do modo especifico de

administracdo. As formas de dosagem unitarias devem conter
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geralmente entre cerca de 1 mg e cerca de 500 mg de um ingrediente
ativo.

[000104] As composicdes farmacéuticas podem ser embaladas para
tratar condi¢gdes responsivas a um anticorpo ou derivado de anticorpo
direcionado para TNFa. As composicdes farmacéuticas embaladas
podem incluir um recipiente para conter uma quantidade eficaz de pelo
menos um anticorpo ou derivado de anticorpo como aqui descrito e
instrugdes (por exemplo, um rétulo) indicando que a composigao contida
€ para ser usada para tratar uma doenca/disturbio responsivo a um
anticorpo ou derivado de anticorpo apds administracdo ao paciente.
[000105] Os anticorpos ou derivados de anticorpos da presente
invencdo podem ser também quimicamente modificados. Os grupos
modificadores preferidos sdo polimeros, por exemplo, um polimero de
polialqueno, polialquenileno, ou polioxialquileno com cadeia linear ou
ramificada, opcionalmente substituida, ou um polissacarideo ramificado
ou nao-ramificado. Tal grupo efetor pode aumentar a meia-vida do
anticorpo in vivo. Os exemplos especificos de polimeros sintéticos
incluem polietilenoglicol (PEG) com cadeia linear ou ramificada
opcionalmente substituida, polipropilenoglicol, poli(alcool vinilico), ou
derivados deles. Os polimeros de ocorréncia natural especificos
incluem lactose, amilose, dextrano, glicogénio ou derivados deles. O
tamanho do polimero pode ser variado conforme desejado, mas
geralmente deve ficar na faixa de peso molecular entre 500 Da e 50.000
Da. Para aplicacao local, quando o anticorpo é projetado para penetrar
no tecido, um peso molecular preferido do polimero é de cerca de 5.000
Da. A molécula do polimero pode ser afixada ao anticorpo,
particularmente a extremidade do C-terminal da cadeia pesada do
fragmento Fab por intermédio de um peptideo articulador ligado de
forma covalente, como descrito no documento n2 WO 0194585. Quanto

a anexacao de grupamentos PEG, faz-se referéncia a
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"Poly(ethyleneglycol) Chemistry, Biotechnological and Biomedical
Applications”, 1992, J. Milton Harris (editor), Plenum Press, New York;
e "Bioconjugation Protein Coupling Techniques for the Biomedical
Sciences", 1998, M. Aslam e A. Dent, Grove Publishers, New York.

Preparacdo da Formulacao

[000106] Depois da preparacao do anticorpo ou derivado de anticorpo,
como descrito acima, a formulacdo farmacéutica que o compreende é
preparada. O anticorpo a ser formulado nao foi submetido a uma prévia
liofilizacdo, e a formulacédo de interesse neste caso é uma formulacao
aquosa. De preferéncia, o anticorpo ou derivado de anticorpo na
formulacdo € um fragmento de anticorpo, tal como um scFv. A
quantidade terapeuticamente eficaz do anticorpo, presente na
formulacdo, € determinada levando em consideragdo os volumes
desejados da dose e o(s) modo(s) de administracéo, por exemplo. Entre
cerca de 0,1 mg/mL e cerca de 50 mg/mL, de preferéncia entre cerca
de 0,5 mg/mL e cerca de 25 mg/mL, e mais preferivelmente, entre cerca
de 2 mg/mL e cerca de 10 mg/mL, € uma concentracdo exemplificativa
do anticorpo na formulacéo.

[000107] E preparada uma formulagdo aquosa que compreende o
anticorpo ou derivado de anticorpo em uma solugdo com pH tamponado.
O tampao desta invencao tem um pH na faixa entre cerca de 4,5 e cerca
de 6,0, de preferéncia entre cerca de 4,8 e cerca de 5,5, e mais
preferivelmente, a formulacédo tem um pH de cerca de 5,0. Os exemplos
de tampdes que controlardo o pH dentro desta faixa incluem acetato
(por exemplo, acetato de sédio), succinato (por exemplo, succinato de
sodio), gliconato, histidina, citrato e outros tampdes acidos organicos. A
concentragao do tampao pode ficar entre cerca de 1 mM e cerca de 50
mM, de preferéncia entre cerca de 5 mM e cerca de 30 mM,
dependendo, por exemplo, do tampao e da isotonicidade desejada da

formulacdo. O tampao preferido € acetato de sddio (cerca de 10 mM),
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pH 5,0.

[000108] Um poliol que atua como um agente para tonicidade é
incluido na formulacdo. Em modalidades preferidas, a formulacdo nao
contém uma quantidade para tonicidade de um sal tal como cloreto de
sddio, pois isto pode fazer com que o anticorpo ou derivado de anticorpo
precipite e/ou pode resultar na oxidagcdo em pH baixo. Em modalidades
preferidas, o poliol € um acgucar nio-redutor, tal como sacarose ou
trealose. O poliol € adicionado a formulacdo em uma quantidade que
pode variar com relagdo a isotonicidade desejada da formulagdo. De
preferéncia, a formulagcdo aquosa é isotbnica, em cujo caso as
concentracdes apropriadas do poliol na formulacdo ficam na faixa entre
cerca de 1% e cerca de 15% pl/v, de preferéncia na faixa entre cerca de
2% e cerca de 10% p/v, por exemplo. Entretanto, formulacdes
hipertbnicas ou hipotbnicas também podem ser apropriadas. A
quantidade de poliol adicionada pode se alterar também com relacio ao
peso molecular do poliol. Por exemplo, uma quantidade mais baixa de
um monossacarideo (por exemplo, manitol) pode ser adicionada em
comparagao com um dissacarideo (tal como trealose).

[000109] Um tensoativo também €& adicionado a formulagdo do
anticorpo ou derivado de anticorpo. Os tensoativos exemplificativos
incluem tensoativos nao-iénicos tais como Polissorbatos (por exmeplo,
Polissorbatos 20, 80, etc.) ou Poloxameros (por exemplo, Poloxamero
188). A quantidade de tensoativo adicionada é tal que ele reduza a
agregacao do anticorpo/derivado de anticorpo formulado e/ou minimize
a formacgao de particulados na formulacéo e/ou reduza a adsorgéo. Por
exemplo, o tensoativo pode estar presente na formulacdo em uma
guantidade entre cerca de 0,001% e cerca de 0,5%, de preferéncia entre
cerca de 0,005% e cerca de 0,2%, e mais preferivelmente, entre cerca
de 0,01% e cerca de 0,1%.

[000110] Em uma modalidade, a formulagcdo contém os agentes
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identificados acima (isto &, anticorpo ou derivado de anticorpo, tampé&o,
poliol e tensoativo) e €& essencialmente isenta de um ou mais
conservantes, tais como alcool benzilico, fenol, m-cresol, cloro-butanol
e cloreto de benzetdnio. Em outra modalidade, um conservante pode
ser incluido na formulagao, particularmente quando a formulagao € uma
formulacdo para multiplas doses. A concentracao do conservante pode
ficar na faixa entre cerca de 0,1% e cerca de 2%, mais preferivelmente
entre cerca de 0,5% e cerca de 1%. Um ou mais outros veiculos,
excipientes ou estabilizadores farmaceuticamente aceitaveis, tais como
aqueles descritos em "Remington's Pharmaceutical Sciences", 212
edicdo (2006), Osol, A. (editor), podem ser incluidos na formulagao,
desde que eles ndo afetem adversamente as caracteristicas desejadas
da formulacdo. Os veiculos, excipientes, ou estabilizadores apropriados
sao atoxicos para os recebedores nas dosagens e concentragoes
empregadas e incluem: tampdes adicionais; co-solventes;
antioxidantes, incluindo acido ascorbico e metionina; agentes quelantes
tais como EDTA; complexos metadlicos (por exemplo, complexos
Zn/proteina), polimeros biodegradaveis tais como poliésteres; e/ou
contra-ions formadores de sais, tal como soédio.

[000111] As formulacbes a serem usadas para administracao in vivo
devem ser estéreis. Isso é realizado facilmente por filtragao através de
membranas de filtracdo estéreis, antes ou depois da preparagao da
formulacao.

Administracdo da Formulacao

[000112] A formulacdo € administrada a um mamifero que necessita
de tratamento com o anticorpo, de preferéncia um ser humano, de
acordo com métodos conhecidos, tais como administracao intravenosa
como uma inje¢cao macica ou por infusao continua durante um periodo
de tempo, por injecao intramuscular, intraperitoneal,

intracerebrospinhal, subcutanea, intra-articular, intra-sinovial, intratecal,
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por via oral, topica ou inalacdo. Em modalidades preferidas, a
formulacdo € administrada a um mamifero por administracao
intravenosa. Com este propodsito, a formulagdo pode ser injetada
usando uma seringa ou por intermédio de uma linha 1V, por exemplo.
[000113] A dosagem apropriada ("quantidade terapeuticamente
eficaz") do anticorpo dependera, por exemplo, da condicdo a ser
tratada, da gravidade e curso da condi¢do, se o anticorpo é administrado
com propdsitos preventivos ou terapéuticos, terapia anterior, histéria
clinica do paciente e resposta ao anticorpo, do tipo de anticorpo usado,
e do julgamento do médico atendente. O anticorpo ou derivado de
anticorpo é administrado adequadamente ao paciente em uma vez ou
durante uma série de tratamentos e pode ser administrado ao paciente
em qualquer hora a partir do diagnostico em diante. O anticorpo ou
derivado de anticorpo pode ser administrado como o unico tratamento
ou em conjunto com outros farmacos ou terapias uteis no tratamento da
condi¢cao em questao.

[000114] Como uma proposta geral, a quantidade terapeuticamente
eficaz do anticorpo ou derivado de anticorpo administrada deve ficar
na faixa entre cerca de 0,1 e cerca de 50 mg/kg do peso corporal do
paciente, seja em uma ou mais administragdes, sendo que a faixa
tipica da quantidade do anticorpo fica entre cerca de 0,3 e cerca de
20 mg/kg, mais preferivelmente entre cerca de 0,3 e cerca de 15
mg/kg, administrada diariamente, por exemplo. Entretanto, outros
esquemas de dosagem podem ser uteis. A progressao desta terapia
€ monitorada facilmente por técnicas convencionais.

Artigos Fabricados

[000115] Em outra modalidade da invencgao, fornece-se um artigo
fabricado que compreende um recipiente que mantém a formulagao
farmacéutica aquosa da presente invengao e, opcionalmente, fornece

instrucbes para seu uso. Os recipientes apropriados incluem, por
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exemplo, vidros, frascos e seringas. O recipiente pode ser formado a
partir de uma série de materiais, tais como vidro ou plastico. Um
recipiente exemplificativo € um frasco de vidro de 3-20 cm?® para uso
unico. Alternativamente, para uma formulacido com multiplas doses, o
recipiente pode ser um frasco de vidro de 3-100 cm3. O recipiente
mantém a formulagdo, e o roétulo sobre ele ou associado com o
recipiente pode indicar orientagdes para uso. O artigo fabricado pode
incluir ainda outros materiais desejaveis de um ponto de vista comercial
ou do usuario, incluindo outros tampdes, diluentes, filtros, agulhas,
seringas e bulas com instrugdes para uso.

Geracao dos Anticorpos da Presente Invencao

[000116] Os anticorpos ou derivados de anticorpos da presente
invengédo podem ser gerados usando técnicas de rotina no campo da
genética recombinante. Conhecendo as sequéncias dos
polipeptideos, os cDNAs que as codificam pode ser gerados por

sintese génica (www.genscript.com). Estes cDNAs podem ser

clonados em vetores plasmidiais apropriados. Uma vez obtido o DNA
gue codifica um dominio VL e/ou VH, uma mutagénese direcionada a
sitio, por exemplo, por PCR, usando iniciadores mutagénicos, pode
ser realizada para obter varios derivados. A melhor sequéncia "de
partida" pode ser escolhida dependendo do numero de alteracdes
desejado nas sequéncias de VL e/ou VH. Uma sequéncia preferida é
a sequéncia de TB-A e seus derivados, por exemplo, sequéncias de
scFv ou sequéncias do peptideo de fusdo, podem ser escolhidas
como modelos para a mutagénese acionada por PCR e/ou clonagem.
[000117] As técnicas usuais de clonagem e mutagénese bem
conhecidas pelos versados nessas técnicas podem ser usadas para
anexar ligantes, dominios embaralhados ou fusdes de constructos para
a producao de fragmentos Fab. Os protocolos basicos que descrevem

os métodos genéricos desta invencao estdo descritos em "Molecular
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Cloning, A Laboratory Manual" (Sambrook & Russell, 32 edi¢do, 2001) e
em "Current Protocols in Molecular Biology" (Ausubel et al., 1999).

[000118] A sequéncia de DNA portadora de um gene que codifica um
polipeptideo scFv, ou no caso de fragmentos Fab, que codificam dois
genes separados ou um operon bicistrénico, compreendendo dois
genes para as fusées VL-Ck e VH-CH1 (Figura 2), sdo clonados em um
vetor de expressao apropriado, de preferéncia um com um promotor
induzivel. Deve-se tomar cuidado para que esteja na frente de cada
gene um sitio de ligagao de ribossoma (RBS na Figura 2) que assegura
a traducio. Deve-se entender que os anticorpos da presente invencao
compreendem as sequéncias descritas em vez de eles consistirem
nelas. Por exemplo, as estratégias de clonagem podem requerer que
seja produzida um construto a partir da qual um anticorpo com um ou
alguns residuos adicionais na extremidade do N-terminal estejam
presentes. Especificamente, a metionina derivada do codon de iniciacéo
pode estar presente na proteina final nos casos em que ela foi clivada
depois da tradugao. A maioria dos construtos para anticorpos scFv gera
uma alanina adicional na extremidade do N-terminal. Em uma
modalidade preferida da presente invengao, um vetor de expressao
para a expressao periplasmatica em E. coli é escolhido (Krebber, 1997).
O dito vetor compreende um vetor na frente de uma sequéncia de sinais
clivavel. A sequéncia codificadora para o peptideo do anticorpo é entao
fundida a sequéncia de sinais clivavel. Isto permite o assestar o
polipeptideo expressado para o periplasma bacteriano, onde a
sequéncia de sinais é clivada. O anticorpo é entdo dobrado. No caso
dos fragmentos Fab, os peptideos de fusdo VL-Ck e VH-CH1 devem ser
ligados a um sinal de exportacdo. A ligacao S-S covalente é formada
nas cisteinas do C-terminal depois que os peptideos atingiram o
periplasma. Caso a expressao citoplasmatica de anticorpos seja

preferida, os ditos anticorpos usualmente podem ser obtidos com altos
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rendimentos a partir de corpos de inclusdo, que podem ser separados
facilmente a partir de outros fragmentos celulares e proteinas. Neste
caso, os corpos de inclusdo sdo solubilizados em um agente
desnaturador, tal como, por exemplo, cloridrato de guanidina (GdnHCI),
e depois redobrados por procedimentos de renaturacdo bem
conhecidos pelos versados nessas técnicas.

[000119] Os plasmideos que expressam os polipeptideos de scFv ou
Fab sao introduzidos em um hospedeiro apropriado, de preferéncia uma
célula bacteriana, de levedura ou de mamifero, mais preferivelmente
uma cepa de E. coli apropriada, tal como, por exemplo, JM83, para a
expressdo periplasmatica de BL21 para expressdo em corpos de
inclusdo. O polipeptideo pode ser colhido a partir do periplasma ou a
partir de corpos de inclusdo, e purificado usando técnicas usuais, tais
como cromatografia de troca iénica, cromatografia em fase reversa,
cromatografia de afinidade e/ou filtragdo em gel, conhecidas pelos
versados nessas técnicas.

[000120] Os anticorpos ou derivados de anticorpos da presente
invengdo podem ser distinguidos com relagdo ao rendimento,
solubilidade e estabilidade in vitro. As capacidades de ligagao ao TNFa,
preferéncia TNFo humano, podem ser testadas in vitro por ELISA ou
ressonancia de plasmon de superficie (BIACore), usando TNFa humano
recombinante, como descrito no documento n2 WO 9729131, sendo que
este ultimo método permite também determinar a constante da taxa Ko,
que deveria ser de preferéncia menor do que 103 s'. Os valores de Kq4
<10 nM sé&o preferidos.

[000121] A atividade neutralizadora in vivo de um anticorpo ou
derivado de anticorpo da presente invengao pode ser estimada usando
o ensaio de citotoxicidade em L929. O TNFa humano recombinante
exerce um efeito citotdéxico contra células de fibroblastos L929 do

camundongo cultivadas, de uma maneira dependente da concentracéo.
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Esta citotoxicidade induzida por TNFa pode ser inibida por anticorpos
neutralizadores de TNFa (Do6ring, 1994). Um valor de Clso preferido
correspondente a concentragdo meia-maxima do inibidor ¢ < 100
mg/mL.

[000122] Como TNFa tem um papel patofisiolégico comprovado em
varias doencas humanas, particularmente disturbios inflamatdrios,
disturbio autoimunes regulados imunologicamente, infecgdes
causadoras de choque séptico, endotdxico e cardiovascular, doencgas
neurodegenerativas, e doengas malignas. Como TNFa é suspeito de
desempenhar um papel relevante para doencas de um numero
constantemente crescente de doencas humanas adicionais, é dificil
fornecer uma lista abrangente de indicagdes que assegure também uma
representacdo completa do espectro de aplicagdes clinicas para
inibidores de TNFa no futuro. Portanto, os anticorpos ou derivados de
anticorpos da presente invencdo podem ser aplicados para tratar as
doengas listadas no catalogo que se segue, que nao é considerado
como uma lista completa ou excludente. Outras doengas néo
mencionadas especificamente, que sejam direta ou indiretamente
influenciadas por TNFa, também estao incluidas.

Inflamacao Autoimune ou Crénica

[000123] Os estados crbénicos e/ou autoimunes de inflamagdo em
geral, disturbios inflamatérios regulados imunologicamente em geral,
doencas inflamatdrias do sistema nervoso central, que afetam os olhos,
articulagdes, pele, membranas mucosas, sistema nervoso central, trato
gastrointestinal, trato urinario ou pulmdes, estados de uveite em geral,
retinite, uveite HLA-B27+, doencga de Behcet, sindrome do olho seco,
glaucoma, sindrome de Sjégren, diabetes melito (incluindo neuropatia
diabética), resisténcia a insulina, estados de artrite em geral, artrite
reumatoide, osteoartrite, artrite reativa e sindrome de Reiter, artrite

juvenil, espondilite ancilosante, esclerose multipla, sindrome de
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Guillain-Barré, miastenia grave, esclerose lateral amiotrofica,
sarcoidose, glomerulonefrite, doenga crénica dos rins, cistite, psoriase
(incluindo artrite psoriaca), hidradenite supurativa, paniculite, piodermia
gangrenosa, sindrome SAPHO (sinovite, acne, pustulose, hiperosteose,
e osteite), acne, sindrome de Sweet, pénfigo, doengca de Crohn
(incluindo manifestagdes extra-intestinais), colite ulcerativa, asma
brénquica, pneumonite de hipersensibilidade, alergias gerais, rinite
alérgica, sinusite alérgica, doenca pulmonar obstrutiva crénica (COPD),
fibrose pulmonar, granulomatose de Wegener, sindrome de Kawasaki,
arterite de células gigantes, vasculite de Churg-Strauss, poliarterite
nodosa, queimaduras, doenca de enxerto versus hospedeiro, reacdes
de hospedeiro versus enxerto, episodios de rejeicdo apds transplante
de 6rgao ou medula éssea, estados sistémicos e locais de vasculite em
geral, lupus eritematoso sistémico ou discoide, polimiosite e
dermatomiosite, esclerodermia, pré-eclampse, pancreatite aguda e
crénica, hepatite viral, hepatite alcodlica.

Inflamacao Aguda e/ou Prevencao de Inflamacdo de Dor Pés-cirurgica

ou Poés-traumatica

[000124] Prevencao de inflamagao pds-cirurgica em geral, cirurgia
ocular (por exemplo, catarata (substituicdo de lente ocular) ou cirurgia
de glaucoma), cirurgia das articulagdes (incluindo cirurgia artroscopica),
cirurgia em estruturas relacionadas a articulagbes (por exemplo,
ligamentos), cirurgia oral e/ou dental, procedimentos cardiovasculares
minimamente invasivos (por exemplo, PTCA, aterectomia, colocagao de
sondas), procedimentos laparoscopicos e/ou endoscopicos intra-
abdominais e ginecoldgicos, procedimentos uroldgicos endoscopicos
(por exemplo, cirurgia da proéstata, ureteroscopia, cistoscopia, cistite
intersticial), inflamacéao perioperatéria (prevengao) em geral.

Doencas Neuroldgicas e Neurodegenerativas

[000125] Doenca de Alzheimer, doengca de Parkinson, doenca de
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Huntington, paralisia de Bell, doenga de Creutzfeldt-Jakob.

Cancer

[000126] Ostedlise relacionada a cancer, inflamacao relacionada a
cancer, dor relacionada a cancer, caquexia relacionada a cancer,
metastases Osseas.

Dor

[000127] Formas agudas e crbénicas de dor, independentemente se
elas s&o causadas por efeitos centrais ou periféricos de TNFa e se elas
sdo classificadas como inflamatérias, formas nociceptivas ou
neuropaticas de dor, ciatica, dor do dorso inferior, sindrome do tunel do
carpo, sindrome de dor regional complexa (CRPS), gota, neuralgia pos-
herpética, fibromialgia, estados de dor local, sindromes de dor crénica
devido a tumor metastatico, dismenorréia.

Infeccéo

[000128] Sepse bacteriana, viral ou fungica, tuberculose, AIDS.

Doenca Cardiovascular

[000129] Aterosclerose, doenca de artéria coronaria, hipertensao,
dislipidemia, insuficiéncia cardiaca e insuficiéncia cardiaca crbénica.
[000130] Em uma modalidade preferida da presente invengao, o
tratamento de osteoartrite ou uveite ou doenca inflamatdria do intestino,
pode ser realizado com os anticorpos ou derivados de anticorpos da
presente invencao.

[000131] A presente invencao fornece também uma composicao
farmacéutica que compreende uma molécula de anticorpo ou derivado
de anticorpo da presente invengao em combinagao com um excipiente,
diluente ou veiculo farmaceuticamente aceitavel.

[000132] A composigao farmacéutica deve compreender, de
preferéncia, uma quantidade terapeuticamente eficaz do anticorpo da
presente invencgao, isto €, uma quantidade do dito anticorpo, que é

necessaria para tratar, melhorar ou prevenir a doenga ou condi¢ao
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relacionada ao TNFa, ou para apresentar um efeito terapéutico ou
preventivo detectavel. A dose terapeuticamente eficaz pode ser
estimada em ensaios de cultura de células ou em modelos animais,
usualmente em roedores, coelhos, caes, porcos ou primatas. O modelo
animal pode ser usado também para determinar a faixa de concentracao
e a via de administracido apropriadas. Um modelo animal apropriado
para observar um efeito do anticorpo ou derivado de anticorpo da
presente invengdo € um modelo com ratos para monoartrite aguda
(Bolon et al., Vet. Pathol. 41:235-243 (2004). O TNFa humano € injetado
por via intra-articular dentro da articulagao do joelho de um rato, levando
a uma monoartrite aguda autolimitativa na articulagao que recebeu a
injecdo. A bioatividade de um anticorpo (ou derivado) anti-TNFa. pode
ser quantificada pela redugdo do inchago da articulagdo do joelho,
induzido por TNFa, ou pela redugao dos parametros histologicos da
inflamacéo.

[000133] Como os anticorpos ou derivados de anticorpos da presente
invencao sao altamente soluveis, as altas concentragcdes do anticorpo
(60 mg/mL ou mais) permitem o uso de pequenos volumes de aplicagao.
[000134] O anticorpo ou derivado de anticorpo da presente invengao
pode ser utilizado em qualquer terapia na qual se deseja reduzir o nivel
de TNFa biolégico ativo no corpo humano ou animal. O TNFa pode estar
circulando no corpo ou estar presente em um nivel indesejavelmente
alto localizado em um local especifico do corpo. A presente invencéo
fornece modos para aplicagdes sistémicas, bem como locais, em geral,
que incluem, porém sem limitagdes, os seguintes: aplicagao peroral,
injecdo intravenosa, subcutanea, intramuscular, intra-articular,
intravitrea, intradérmica ou intraparenquimatosa, inalagao de aerossol,
aplicagao topica sobre a pele, membranas mucosas ou sobre os olhos,
liberagao sistémica ou local por intermédio de minibomba implantavel,

ou liberagdo local por intermédio de formulag&o/dispositivo implantavel
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para liberacdo retardada, aplicagao topica sobre superficies serosas,
aplicacao intratecal ou intraventricular, aplicagcao oral em formulacdes
que permitem a liberagcdo controlada dentro do lumen em partes
selecionadas do trato gastrointestinal, liberacdo localizada dentro de
vasos a partir de formulagdes/dispositivos adequados (por exemplo,
sondas), distribuigédo local para cisto urinario liberagao localizada dentro
do lumen (por exemplo, trato biliar, ureter), ou liberagao a partir de lentes
de contato. Uma aplicagao preferida € uma local, tal como inje¢do intra-
articular ou aplicacao topica, por exemplo, dentro do olho. Para ambas
aplicacoes preferidas, o anticorpo da presente invencao precisa estar
em solucao.

[000135] A presente invencao revela também o uso do anticorpo ou
derivado de anticorpo da presente invengao para a producdo de um
medicamento para o tratamento de doencas associadas ao TNFa.
Neste caso, o anticorpo ou derivado de anticorpo esta incluido em uma
composicao terapéutica. A dita composicdo é usada como um
medicamento, de preferéncia para a prevengao ou terapia de doencas
relacionadas ao TNFa.

[000136] Em outro aspecto, os anticorpos scFv da presente invencéao
sao usados em terapia génica, particularmente em terapia génica celular
adotiva. Os disturbios autoimunes representam respostas imunes
inadequadas direcionadas em proprio tecido. As células T CD4+
especificas de antigeno e as células dendriticas apresentadoras de
antigenos (DCs) sdo mediadores importantes na patogénese de
doencgas autoimunes, e assim sendo, sao candidatos ideais para terapia
génica celular adotiva, uma abordagem ex vivo para transferéncia de
genes terapéuticos. Usando células transduzidas de forma retroviral e
bioluminescéncia com luciferase, Tarner et al., Ann. N. Y. Acad. Sci.
998:512-519 (2003), demonstraram que células T primarias, hibridomas

de células T, e DCs se alojam rapidamente e preferencialmente em
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sitios de inflamag&o em modelos animais de esclerose multipla, artrite e
diabetes. Estas células, transduzidas com vetores retrovirais que
acionam a expressdo de varias "proteinas reguladoras”, tais como
interleucinas e scFv anti-TNF, distribuem essas proteinas
imunorreguladoras para lesdes inflamadas, proporcionando terapia para
encefalite autoimune experimental, artrite induzida por colageno, e
camundongos diabéticos ndo-obesos. As estruturas estaveis e soluveis
dos anticorpos ou derivados de anticorpos da presente invengao sao
particularmente apropriadas para a distribuigdo intracelular do antigeno,
por exemplo, quando o anticorpo ou derivado de anticorpo € expressado
a partir de um transgene transportado por um vetor retroviral apropriado.
A terapia génica celular adotiva leva a expressao e secregao localizada
do scFv anti-TNFa. Smith et al. (2003) demonstraram que os scFvs
derivados de um anticorpo monoclonal neutralizador de TNFa (i) podem
neutralizar TNFa in vitro e (ii) mudar o padrao de expressao de citocinas
em camundongos que sofrem de artrite induzida por colageno
localmente nas articulagbes, mas ndo de forma sistémica.
Alternativamente, a injecdo sistémica ou local direta de vetores
apropriados (por exemplo, virus), que permite a expressao continua de
um anticorpo scFv anti-TNFa, € considerada como outra abordagem de
terapia génica possivel.

[000137] As sequéncias da presente invengao sao as seguintes:

SEQ ID No:1 VI, of TB-A

DIVMTOSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQORPGKAPK
LLIYSAPNRYTGVESRFSGRGYGTDFT LTI SSLOPEDVAVYYCOODYNSPRT FGOGT
KLEVKR '

SEQ ID NO:2 VH of TB-A

QVOLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHY GMNWVRQAPGKGL
EWMGHINTYTGEPTYADKFKDRFTFSLETSASTVYMELT SLTSDDTAVYYCARERGD
AMDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:3 VL of TB-B

DIVLTOSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVHYQORPGKAPK
RLTYSAFNRYTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDVAVYYCOODYNSPRTFGOGT

KLEVKR
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SEQ ID NO:4 VH of TB-B

OVOLVQSGAEVKKPGASVEVSCTASGYSFTHYGMNWVROAPGQOGL
EWMGWINTYTGEPTYADKFKDRVTLTRDTSIGTVYMELTSLTSDDTAVYYCARERGD
AMDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID WO:5 VL of FW2.3 ,

DIVLTOSPSSLSASVGDRVTILTCRASQGIRNELAWYQQRPGKAPK
RLIYAGSILOSGVPSRFSGSGSGTREFTLT ISSLOPEDVAVYYCQQYYSLPYMFGOGT
KLEVKR

SEQ ID NO:6 VH of FW2.3

QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGY SFTGYFLEWVRQAPGOGL
EWMGRINPDSGDTIYAQKFQDRVTLTRDTSIGTVYMELTSLT SDDTAVYYCARVPRG
TYLDPWDYFDYWGOGTLVTVSS

SEQ ID N0:7 VL of TB L2

DIVMTOSPSSLSASVGDRVTLTCTASQOSVSNDVVWYQQRPGKAPK
LLIYAGSILOSGVPSRFPSGREYGTDFTLTISSLOPEDVAVYYCQODYNSPRTFGQGT
KLEVKR

SEQ ID NO:8 VL of TB L3

DIVMTQOSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYOQRPGKAPK
LLIYSAFNRYTGVPSRFSGRGYGTDFTLTISSLOPEDVAVYYCOQYYSLPYMFGOGT
KLEVKR

. SEQ ID NO:9 VH of TB_H2

OVOLVOSGAEVKKPGASVKVSCTASGYTFTHYGMNWVRQAPGKGL
EWMGRINPDSGDTIYAQKFODRFTFSLETSASTVYMELTSLTSDDTAVYYCARERGD
- AMDYWGQGTLVTVSS

SEQ IDP N0:10 Linker

GGGGSGGGESGEGEESEEEES

SEQ ID NO:11 VL of TB-B R46L

DIVLTOSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVHYQQRPGKAPK
LLTYSAFNRYTGVPSRFSGSGSGTEFTLTISSLOPEDVAVYYCOODYNSPRTFGOGT
KLEVKR

SEQ ID NO:12 TB-AB

DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQRPGKAPK
LLIYSAFNRYTGVPSRESGRGYGTDFTLTISSLOPEDVAVYYCQODYNSPRTFGQGT
KLEVKRGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSQVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCTASGYSFTH‘
YGMNWVROAPGOGLEWMGW INTY TGEPTYADKFKDRVPLTRDTSIGTVYMELTSLTS
DDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTLVTVSS
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SED ID NO:13 TB-BA

DIVLTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASOIVISNDVVHYQQRPGKAPK
RLIYSAFNRYTGVPSRFSGSGSGTREFTLTISSLOPEDVAVYYCODDYNSPRT FGOGT -
KLEVERGGEGSGEGEIGEGEEIGGEEGSQVOLVOSGARVKKPGASVRVSCTASGYTFEFTH
YOMNWVROAPGRGLEWMGWINT Y TGEPTYADKFKDRETEFSLETSASTVYMELTSLTS
DDTAVYYCARERGDAMDYWGQGTLVTVSS

SEQ ID NO:14 Ck of Fab

TVAAPSVFIFPPSDEQLESGTASVVCLLNNEYPREAKVQWKVDNA
LOSGNSOESVIEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYERERKVYACEVTHQGLSSPVTKSEN
RGEC

SEQ ID NO:15 CHL of Fab

ASTKGPSVEPLAPSSKSTSGGTAALCCLVKDYFSEPVEVSWNSGA
LTSGVHTFPAVLOSSGLYSLESSVVTVPSSSLGTQTYICNVNHEPSNTRKVDREVEPKS
cTs

S8EQ ID-NO:16 VE of TB-wt

DIVMTOTPKFLLVSAGDRVTITCTASOSVSNDVVWYQQKPGQSPK
MLMYSAFNRYTGVPDRFTGRGYGTDFTEFTISSVOAEDLAVYFCQQODYNSPRTFGGGET
KLEIXKR

SEQ ID NO:17 VH of TB-wt

QIQLVOSGPELEKKPGETVRISCKASGY TFTHYGMNWVRKQAPGKGL
KAMGWINTYTGEPIYADDEKEHFAFSLETSASTVEFLOINNLEKNEDTATYFCARERGD
RMDYWGQGTSVTVSS

SEQ ID NOv18 TB-A H K43Q, also named TB-A H43

DIVMTQOSPSSLIASVGDRVTLTCTASCSVSNDVVWYDORPGKAPK
LLIYSAFNRYTGVPSRESGRGYGTDFTLTISSLOPEDVAVYYCQODYNSPRTFGQGT
KLEVKRGGGGESGEEESGEEGESGEGESQVOLVOSGARVKRPGASVKVICTASGYTHIE
YEMNWVRQAPGOGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRFTFSLETSASTVYMELTSLTS
DDTAVYYCARERGOAMDYWGQGTLVTVSS . )

SEQ ID NO:19 TB-A H F68V, also named TB-A H68

DIVMTQSPSSLSASVGDRVTLTCTASQSVSNDVVWYQQR?GKAPK
LLIYSAFNRYTGVESRESGRGYGTDFTLTISSLOPEDVAVYYCQQDYNSPRTEGQRGET
KLEVERGGGGEGEGESGEGESGEEESOVOLVOSGARVKEPGASVKVSCTASGYTFTH
EGMNWVRQA?GKGLEWMGWINTYTGEPTYADKFKDRVTFSLETSASTVYMELTSLTS
DDTAVYYCARERGDAMDYWGOGTLVTVES

KLEVKRGGGGSGGGGSGEGGSGEEGSQVOLVOSGAEVKKPGASVRVSCTASGYTFTH
YEMNWVROAPGKGLEWMGW INTYTGEPTYADKFKDRFTFSLETSASTVYMELTSLTS
DDTAVYYCARERGDAMDYWGOGTLVTVSS

[000138] A invencdo sera mais plenamente entendida fazendo
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referéncia aos exemplos que se seguem. Entretanto, eles ndo devem
ser interpretados como limitativos do ambito da invengdo. Todas
citacbes de literaturas e patentes sdo aqui incorporadas como
referéncia.

Experimento 1: Construcdo de Anticorpos scFv

[000139] O material de partida para a geragdo de anticorpos ou
derivados de anticorpos anti-TNFa humano, humanizados, tais como
fragmentos de cadeia unica (scFv) ou fragmentos Fab, foi o anticorpo
monoclonal murino Di62. As sequéncias da regido variavel da cadeia
leve e da cadeia pesada estdo descritas em Doring et al., Mol. Immunol.
31:1059-1067 (1994). As propriedades deste anticorpo monoclonal
também estao discutidas na mesma publicacdo. Resumidamente, Di62
se liga especificamente ao TNFa humano de uma maneira dependente
da concentragdo. Ele € um anticorpo de alta afinidade (K¢ = 0,4 nM) e
pode bloquear a ligagcao de TNFa ao seu receptor. Além disso, Di62
inibe a citotoxicidade induzida por TNFa humano em células L929 do
camundongo.

[000140] Baseado na sua sequéncia publicada, Di62 foi construido na
forma de um derivado de anticorpo de cadeia unica (scFv) na orientagao
VL-ligante-VH, na qual a sequéncia do ligante é constituida de quatro
repeticbes de quatro residuos de glicina e um de serina (GlysSer)a.
Neste caso, este scFv é referido como TB-wt, com uma VL de SEQ ID
NO:16 e uma VH de SEQ ID NO: 17.

[000141] Para humanizar este derivado de anticorpo com o propdésito
de (a) torna-lo mais similar as sequéncias humanas a fim de minimizar
a imunogenicidade potencial, e (b) torna-lo mais estavel e mais soluvel,
as sequéncias da CDR de TB-wt foram enxertadas em estruturas
humanas estaveis e soluveis (Auf der Maur et al.,FEBS Lett. 508:407-
412 (2001); Auf der Maur et al., Methods 34:215-224 (2004)). O

subgrupo | de VL-kapa e o subgrupo | de VH humanos foram
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identificados como a subfamilia mais proxima da humana. A estrutura
apropriada do aceptor foi escolhida a partir de uma colecdo de
sequéncias de VL e VH humanas, selecionadas quanto as propriedades
bioquimicas e biofisicas vantajosas, tais como, por exemplo, as
propriedades de estabilidade, solubilidade, e expressao (Auf der Maur
et al.,FEBS Lett. 508:407-412 (2001); Auf der Maur et al., Methods
34:215-224 (2004)). O isolamento e as propriedades destas estruturas
de anticorpo estdo descritas nos documentos n% WO 03097697 e EP
1506236. A partir desta colecdo, uma estrutura de anticorpo de cadeia
unica com propriedades indefinidas de ligagcdo a antigeno foi
identificada com um aceptor apropriado. Este aceptor consiste em um
dominio V-kapa | humano (SEQ ID NO: 14) em combinagdo com um
dominio VH | humano (SEQ ID NO: 15). Dentre 81 residuos de
estruturas VH, TB-wt e FW2.3 tém 55 residuos idénticos,
correspondendo a 63% de identidade. Ambos derivados de anticorpos
de cadeia unica tém comprimentos de CDRs idénticos, além da VH-
CDR3, que é mais longa em FW2.3. A composi¢cdo de aminoacidos
dentro dos residuos de CDRs é diferente para ambos scFv's. Varios
meétodos para a humanizagcdo de dominios variaveis de anticorpos sao
descritos (Riechmann et al., Nature 332:323-327 (1998); Padlan, E.A.,
Mol. Immunol. 28:489-498 (1991); Roguska et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 91:969-973 (1994); Gonzales et al., Tumor Biol. 26:31-43 (2005);
Ewert, S. et al., Methods 34:184-199 (2004). A abordagem minima, a
saber, a transferéncia conservativa de todas algcas de CDRs do
camundongo de YB-wt para FW2.3 foi conduzida em primeiro lugar. O
scFv resultante é referido como TB-B e tem a sequéncia de VL SEQ ID
NO: 3 e a sequéncia de VH SEQ ID NO: 4. As algas de CDRs em TB-
wt foram definidas de acordo com o esquema de numeracao de Kabat
(Kabat et AL., "Sequences of Proteins of Immunological Interest", 52
Edicdo (1991), National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA) e
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confinam os seguintes residuos (vide Figura 1):

VL

CDR1: L24-L34 (mesma numeracdo Kabat)

CDR2: L50-L56 (mesma numeracdo Kabat)

CDR3: L89-L97 (mesma numeracdo Kabat)

VH

CDR1: H31-H35 (mesma numeracgao Kabat)

CDR2: H50-H66 (mesma numeracao Kabat)

CDR3: H99-H106 (mesma numeragao Kabat)

[000142] Este anticorpo foi incapaz de se ligar ao TNFa
eficientemente (Figura 4?). A proxima etapa foi determinar qual residuo
ou quais residuos entre estes componentes devem ser substituidos
para otimizar as propriedades do anticorpo humanizado resultante.
[000143] Como a substituicdo de residuos de aminoacidos humanos
por outros aminoacidos deve ser minimizada porque a introdugao de
sequéncias de aminoacidos estranhas aumenta o risco de
imunogenicidade do anticorpo ou derivado de anticorpo em humanos
(Gonzales et al., Tumor Biol. 26:31-43 (2005)), varias variantes foram
construidas. Uma das ditas variantes — aqui referida como TB-B L46 (VL
SEQ ID NO: 11; VH SEQ ID NO: 4) — foi construida com a meta de
minimizar o risco de ser imunogénica, mas ainda apresentando
atividade de ligagao suficiente. Esta variante baseia-se em TB-B e
contém uma unica mudanga de aminoacido na posi¢cao 46 em VL, a
saber R—L. Este aminoacido fica localizado dentro do nucleo superior
da cadeia leve e faz parte da interface dimérica. Ele esta envolvido na
definicdo da conformacao de L-CDR1 e tem uma influéncia sobre o
empacotamento de VH/VL. Relatou-se que um residuo de leucina é
favorecido nesta posi¢ao especifica (documento n2 PCT/US03/19333).
Em contraste com TB-B, o scFv L46 retém alguma ligagdo de TNFa
(Figura 4A; K4 ~ 100 nM).
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[000144] Para melhorar ainda mais a atividade de ligacdo ao TNFq,
uma ou mais trocas adicionais foram feitas em um ou mais dos residuos
de VL 4, 46, 65, 67, 70 e/ou dos residuos de VH 28, 43, 68, 70, 71, 72,
73, 76, 77. Neste caso, a variante com mudancas em todas posicoes é
referido como TB-A (VL SEQ ID NO: 1; VH SEQ ID NO: 2).

[000145] Além disso, quanto aos anticorpos anti-TNFa, especificos da
presente invencao, ensaios de competicdo com peptideos derivados de
L-CDR1 e L-CDR2 indicaram que ambas alcas de CDRs séo
importantes para a ligagdo do scFv ao antigeno (Doring et al., Mol.
Immunol. 31:1059-1067 (1994)).

[000146] Em outros experimentos que visavam a minimizar o numero
de residuos ndo-humanos necessarios para reter a ligagao e a otimizar
as propriedades biofisicas (estabilidade e solubilidade), aplicou-se
mutagénese sistematica e embaralhamento de dominios, permitindo
elucidar as diferencas funcionais entre os dominios VL e VH murinos e
humanizados.

[000147] Duas variantes foram obtidas pelo embaralhamento de
dominios. A primeira variante € composta do dominio VL de TB-A ligado
por intermédio de um ligante de glicina serina (SEQ ID NO: 10) com o
dominio VH de TB-B, resultando em TB-AB (SEQ ID NO: 12). A segunda
variante, TB-BA, € o inverso da primeira variante, a saber, o dominio VL
de TB-B em combinagdao com o dominio VH de TB-A (SEQ ID NO: 13).
[000148] Variantes adicionais foram geradas por mutagénese
sistematica de TB-A. A Figura 1 ilustra uma comparagao de sequéncias
das sequéncias de VL e VH de TB-A e TB-B. Um total de 14 residuos
de estruturas difere entre TB-A e TB-B (asteriscos). Apenas cinco deles,
residuos de VL 4 e 70, e os residuos de VH 28, 71 e 73 apresentam
apenas diferengas minimas em tamanho e propriedade, e portanto, ndo
foram considerados para mutagénese neste ponto. As seguintes

posicdes nas estruturas foram trocadas pelo aminoacido
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correspondente de TB-B. Estes mutantes singulares e duplos de TB-A
sdo os seguintes:
TB-A H43 K—Q interface (SEQ ID NO: 18)
TB-A H68 F-V alca externa VH (SEQ ID NO: 19)
TB-AH70/72 F—L,L—>R alca externa VH (SEQ ID NO: 20)
TB-AH76/77 A—l, S>G alga externa VH (SEQ ID NO: 21)

TB-A L46 L—>R interface (SEQ ID NO: 22)
TB-A L65 R—->S alca externa VL (SEQ ID NO: 23)
TB-A L67 Y-S alca externa VL (SEQ ID NO: 24)

[000149] Muitos fatores podem influenciar a imunogenicidade de um
anticorpo ou derivado de anticorpo (Gonzales et al., Tumor Biol. 26:31-
43 (2005)). Para reduzir ainda mais o teor ndo-humano das regides
variaveis do scFv de TB-A humanizado, as alcas de CDR2 e CDR3
murinas de VL e a alca de CDR2 murina de VH foram trocadas pelas
alcas de CDRs humanas correspondentes de FW2.3. Os constructos
resultantes neste caso sao referidos como TB_L2 (SEQ ID NO: 7),
TB_L3 (SEQ ID NO: 8), e TB_H2 (SEQ ID NO: 9), respectivamente.

[000150] Os cDNAs que codificam a versao de cadeia unica murina
do anticorpo monoclonal Di62, e as duas versdes humanizadas TB-B e

TB-A, foram geradas por sintese génica (www.genscript.cm). Todas

mutagdes pontuais nas outras variantes (TB-B L46, TB-A H43, TB-A
H67, TB-A H69/71, TB-A H75/76, TB-A L46, TB-A L65, TB-A L67, TB-A
V83F, TB-A V83A, TB-A D66G) foram introduzidas por mutagénese
direcionada a sodios acionada por PCR, apds procedimentos de
clonagem usuais. A troca das alcas de CDRs murinas de TB-A pelas
alcas de CDRs humanas de FW2.3 foi realizada usando PCR
procedimentos de clonagem do estado da arte. O cDNA que codifica
todas as variagdes de VH TB-A, como descritas em SEQ ID NO: 28,
SEQ ID NO: 29 e SEQ ID NO: 30, foram realizadas por sintese génica

completa.
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[000151] Alguns outros TB-A preferidos estdo descritos em SEQ ID
NO: 31 a SEQ ID NO: 38. Estes anticorpos demonstraram ser
particularmente estaveis e solluveis, como indicado abaixo na Tabela I.
[000152] Todos os fragmentos scFv foram clonados em um vetor de
expressdo para a produgao periplasmatica em E. coli (Krebber et al., J.
Immunol. Methods 201:35-55 (1997)).

[000153] Além dos derivados de anticorpos de cadeia unica (scFvs)
descritos acima, os fragmentos Fab correspondentes foram gerados
como se segue. Os dominios variaveis de cadeia leve (VL) selecionados
foram fusionados a regido constante de uma cadeia kapa de Ig humana,
engquanto que os dominios variaveis de cadeia pesada (VH) apropriados
foram fusionados ao primeiro dominio constante (CH1) (N-terminal) de
uma IgG humana. Ambos dominios constantes humanos foram
ampliados por PCR a partir de uma biblioteca de cDNA do bago humano
e resultou na sequéncia SEQ ID NO: 14 para Cx e SEQ ID NO: 15 para
CH1.

Experimento 2: Expressdo, Producao e Estabilidade de Anticorpos scFv

ou Fab Humanizados

[000154] Os plasmideos que codificam TB-wt, seus derivados
humanizados, ou fragmentos Fab foram introduzidos em uma cepa de
E. coli apropriada (por exemplo, JM83) para expressao periplasmatica.
As variantes de scFv também foram expressadas como corpos de
inclusao, por exemplo, na cepa BL21 de E. coli. Os anticorpos de cadeia
unica funcionais foram obtidos por redobra de corpos de inclusao e
subsequente purificagdo, por exemplo, por filtracdo em gel.

[000155] Os rendimentos da expressdo apds a expressao
periplasmatica dos scFV's ficaram na faixa entre 0,5 mg até 12 mg por litro
de cultura sob condi¢des de cultura laboratoriais usuais (meio dYT, com
aproximadamente 3 horas de tempo de indugdo a 30 °C, agitagcédo a 200

rpm) com frascos para agitagdo convencionais. Geralmente, observou-se

Petica0 870200159922, de 22/12/2020, pég. 67/88



54/66

que, conforme esperado a partir de analise anterior das estruturas
selecionadas quanto a estabilidade e solubilidade (Auf der Maur et al.,
Methods 34:215-224 (2004)), quanto mais parecida a sequéncia de um
derivado humanizado for com a sequéncia da estrutura do aceptor
(FW2.3), mais alto é o rendimento obtido apds a expressdo em bactérias.
Por exemplo, o rendimento obtido a partir de TB-B é muito melhor do que
aquele obtido a partir da expressdao de TB-A. De acordo com estas
descobertas, reduzir o nimero de residuos de aminoacidos diferentes
presentes em TB-A teve um efeito positivo sobre os rendimentos da
expressao (Figura 3A).

[000156] Outra caracteristica importante dos anticorpos ou derivados
de anticorpos da presente invengédo é sua solubilidade. A Figura 3B
ilustra a superioridade da estrutura TB-A sobre a estrutura do doador
(TB-wt) em termos de solubilidade em solugdo salina tamponada com
fosfato. Na filtragdo em gel analitica, TB-A migra predominantemente
em um estado monomérico (pico em 70 mL), enquanto que TB-wt
apresente uma forte tendéncia a formar agregados (pico em 50 mL).
Além disso, a solubilidade maxima de TB-A e certos derivados dele foi
avaliada por precipitacgo em PEG (Athat, D.H. et al., JBC
256(23):12108-12117 (1981). Resumidamente, a solubilidade aparente
de proteinas em teste foi medida na presencga de polietilenoglicol 3000
(PEG 3000). As curvas de solubilidade foram determinadas medindo a
concentragdo de proteina no sobrenadante de misturas de
proteina/PEG300 centrifugadas. Todas curvas apresentaram uma
dependéncia linear de log S (mg/mL) em concentracao de PEG 3000
(%, p/v). A solubilidade maxima (Smax) de uma proteina em teste foi
estimada por extrapolagao da regresséo linear até 0% de PEG (Tabela
[). Para TB-A, a Smax foi calculada como sendo 70 mg/mL. Todas
proteinas em teste apresentaram solubilidade excepcionalmente boa.

Em uma segunda abordagem, foi aplicado um método denominado
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cromatografia de auto-interagdo (SIC) para avaliar a atragdo e a
repulsdo intermolecular de TB-A (SEQ ID NO: 40), TB-A Ligante _G2R
H_F68L (SEQ ID NO: 33), TB-A H_K43R/F68I (SEQ ID NO: 34) e TB-A
H_F68L (SEQ ID NO: 35) em uma concentragdo de 1 mg/mL em PBS
(fosfato 50 mm, pH 6,5, NaCl 150 mM). Neste método, a proteina de
interesse € imobilizada sobre uma fase estacionaria porosa e recheada
em uma coluna. As interagcbes entre a proteina livre (fase moével) e
imobilizada sdo detectadas como deslocamentos no volume de
retencdo. O segundo coeficiente de virion osmético da proteina, B2o, que
€ uma medida da atracao/repulsdo intermolecular, foi calculado de
acordo com Tessier, P.M. et al., Biophys. J. 82:1620-1632 (2002)
(Tabela I). Quanto mais positivo o0 B2, mais baixa € a atragao
intermolecular da proteina em teste, e portanto, mais alta é a sua
solubilidade. Devido a alta similaridade das sequéncias das proteinas
em teste, presumiu-se que os valores de B> das diferentes proteinas
podem ser comparados diretamente entre si.

Tabela |

Caracteristicas de Solubilidade de Derivados de TB-A

Sequéncia pl log Smax Valor de B22 (SIC)
TB-A 7,8 1,84 £ 0,13 -24,5X10* + 3,8X10*
TB-A H_M48L/F68lI 7,8 nd nd

TB-A L_V83E H_V79A 6,58 nd nd

TB-A ligante_ G2R H_F68L 8,2 1,91 £ 0,09 1,59x1073 + 5,9x10°
TB-A H_43R/F68I 7,8 1,86 + 0,02 1,28 x 103 + 3,0x10*
TB-A H_68L 7,8 1,88 £ 0,07 1,06 x 10* £2,9x 10°°
TB-A H_F68A 7,8 nd nd

TB-A H F68V/F70L 7,8 nd nd

TB-A H_F70L 7,8 nd nd

[000157] Ainda outra caracteristica relevante dos anticorpos ou
derivados de anticorpos da presente invengao é sua alta estabilidade. A
estabilidade de proteinas de TB-A, TB-A H_M48LF681 (SEQ ID NO: 31),
TB-A Ligante _G2R H_F68L (SEQ ID NO: 33), TB-A H_K43R/F68I (SEQ
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ID NO: 34) e TB-A H_F68L (SEQ ID NO: 35) foi avaliado determinando a
temperatura para o inicio da desdobra por dicroismo circular e dispersao
da luz a 218 e 292 nm (Tabela Il). Neste experimento, TB-A iniciou a
desdobrar em uma temperatura de 53 °C, enquanto que seus derivados
TB-A H_M48LF681 (SEQ ID NO: 31), TB-A Ligante _G2R H_F68L (SEQ
ID NO: 33), TB-A H_K43R/F68I (SEQ ID NO: 34) e TB-AH_F68L (SEQ ID
NO: 35) apresentaram estabilidade térmica aumentada (56 e 58 °C).
Todas proteinas em teste apresentaram desnaturacio irreversivel e
precipitaram depois de desdobrar, tornando impossivel determinar o ponto
mediano de transicdo em um processo reversivel, a desdobra foi induzida
com cloridrato de guanidina (GdnHCI), para manter as proteinas
desdobradas em solugdo. Nesta abordagem, as maximas de emissdes de
fluorescéncia foram determinadas por fluorimetria apos a desdobra. Nesta
instalagao, TB-A apresentou novamente boa estabilidade com um ponto
mediano de transicdo a 2,07 M de GdnHCI. Em linha com os resultados a
partir da desdobra térmica, os derivados TB-A Ligante _G2R H_F68L
(SEQ ID NO: 33) e TB-A H_K43R/F68I (SEQ ID NO: 34) apresentaram
estabilidade aumentada conforme exibida com pontos medianos de
transicdo mais altos, 2,33 e 2,3 M de GdnHCI, respectivamente.

Tabela Il

Caracteristicas de Estabilidade de Derivados de TB-A

Sequéncia Inicio da Desnaturagao | (GdnHCI) no Ponto Mediano
(°C) de Transigao
TB-A 53 2,07 M<
TB-A H_M48L/F68lI 58 M
TB-A L_V83E H_V79A nd nd
TB-A ligante_ G2R H_F68L 58 nd
TB-A0QC15.2 56 2,33 M
TB-A0QC23.2 58 2,30 M
TB-A-H_F68A nd nd
TB-A-H_F68V/F70L nd nd
TB-A-H_F70L nd nd

[000158] A estabilidade de TB-A no soro humano, na urina humana,
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no liquido corporal vitreo suino, e no liquido da camara anterior suina,
foi avaliada medindo a atividade de ligagdo ao TNFa de TB-A depois da
incubacao por 3 dias a 37 °C no fluido corporal respectivo ou em tampéo
de ensaio (TBSTM) como um controle positivo. TB-A foi diluido em
fluidos corporais até uma concentragao final 10 uM. Depois do periodo
de incubacao, diluicdes seriais das amostras foram testadas por ELISA
para determinar a constante de ligacdo Kq de TB-A (Figura 11). Quando
se compara as amostras de fluidos corporais com as amostras de
TBDTM do controle, um deslocamento da Kgq na direcao de
concentragdes mais altas indicaria um decréscimo de proteina ativa
durante o periodo de incubacdo. Nestes experimentos, entretanto,
nenhum deslocamento foi detectavel, indicando que a quantidade de
TB-A completamente ativo permaneceu constante em cada ensaio com
fluido corporal devido a uma alta estabilidade do anticorpo.

Experimento 3: Caracteristicas de Ligacdo de Derivados de Anticorpos

Humanizados

[000159] As propriedades de ligagao de todas variantes de scFv
humanizadas foram testadas por ELISA em TNFa humano
recombinante. As constantes de dissociacdo Kq para todas variantes
ficam dentro de uma faixa entre 0,8 e mais do que 10.000 nM. Parece
existir uma correlagao inversa entre o grau de homologia a estrutura do
aceptor humano e a afinidade do respectivo ligante (Figura 4A).
Contudo, algumas variantes de TB-A que contém mutagdes na diregao
da sequéncia de TB-B apresentam niveis de afinidade por TNFa, que
sao comparaveis aqueles de TB-A. A Figura 4B ilustra dois derivados
com melhor rendimento de expressédo de TB-A (comparar com Figura
3A) que apresentam afinidades similares a TB-A quando se compara
em ELISA.

[000160] TB-A representa um bom compromisso entre as opgdes de

rendimento da expressdao e afinidade. Em termos de afinidade,
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nenhuma diferenga significativa entre cadeia unica e formato de
fragmento Fab e TB-A foi detectavel (dados nao ilustrados).

[000161] A afinidade por TNFa e a cinética de ligagao também foram
determinada para TB-A por ressonancia de plasmon de superficie
(BIACore), resultando em uma constante de dissociagado Kq = 0,8 nM,
uma taxa "off" de kot = 4,4 x 10"%/s e uma taxa "on" kon = 5 x 10° s'M".
Experimento 4: Ensaio de Citotoxicidade de L929

[000162] A funcdo dos anticorpos ou derivados de anticorpos em

neutralizar TNFa in vivo pode ser testada medindo a inibicao da

citotoxicidade de TNFa contra fibroblastos L929 do camundongo
cultivados ou alternativamente contra células de mielossarcoma KYM-1
humano (Tabela Ill). Os derivados scFv humanizados de Di62
apresentam diferentes eficacias no ensaio com L929, como ilustrado na
Figura 5B. Alguns derivados de scFv apresentam valores de Clso
(concentracdo inibitéria para atingir 50% de inibigdo) na faixa de 5
ng/mL, enquanto que outros nao tiveram qualquer efeito nos ensaios
com L929. Os dados de ELISA e os resultados do ensaio com L929 nem
sempre se correlacionam. Os dados com KYM-1 e os resultados com
L929, entretanto, se correlacionaram muito bem, sendo a unica
diferengca que concentragbes muito mais altas de TNF humano
recombinante e consequentemente também do antagonista foram
necessarias para observar um efeito. KYM-1 foi, portanto, usado
principalmente para confirmar os resultados com L929. Para uma
comparacgao direta das proteinas em teste, a poténcia é expressa como
um valor relativo normalizado para TB-A (CEsoX/CEsTB-A). Em geral,
entretanto, os valores de Clso tornam-se novamente mais altos quanto
mais a sequéncia de um ligante é semelhante a estrutura do aceptor
humano (FW2.3). A Figura 5 compara a poténcia de diferentes
derivados de TB-A para bloquear a citoxicidade induzida por TNFa

contra células de fibroblastos do camundongo L929. A absorcéo a 450
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nm se correlaciona com a sobrevivéncia das células.

[000163] TB-A e a IgG anti-hTNFa Infliximab® apresentam um valor
de Clso similar no ensaio com L929, enquanto que a poténcia de TB-wt
para bloquear a citotoxicidade induzida por TNFoa humano é
significativamente mais baixa (Figura 5A). Quando os derivados de TB-
A sdo comparados com TB-A quanto ao seu potencial para bloquear a
citotoxicidade induzida por TNFa, a maioria destes derivados, exceto
TB-H43, tém uma eficacia reduzida em L929 (Figura 9B).

Tabela lll

Propriedades Funcionais de Derivados de TB-A

SEQUENCIA Poténcia Relativa: CEsoX/CEsoTB-A
Células L929 Células KYM-1
TB-A 1,0 1,0
TB-A H_M48L/F68I K 16
TB-A L_V83E H_V79A nd nd
TB-A ligante_G2R H_F68L 0,8 13
TB-A-QC15.2 1,37 15
TB-A-QC2322 1,32 15
TB-A-H_F68A 114 nd
TB-A-H_F68V/F70L 1,28 nd
TB-A-H_F70L 2,7 nd

[000164] Em linha com os dados de ELISA, ndao ha qualquer diferenca
significativa na capacidade de bloquear a citotoxicidade induzida por
TNFa entre scFv e o formato Fab de TB-A (Figura 5C). O valor de Clso
do formato Fab de TB-A fica quase um fator de dois acima do valor de
Clso do formato scFv de TB-A (Figura 5B), muito provavelmente como
resultado da massa molecular mais ata do fragmento Fab.

Experimento 5: Experimentos Animais com Derivados do Anticorpo Anti-
TNFa

5.1 Descricdo do Experimento

[000165] Para testar a eficacia dos derivados de anticorpos da

ESBATech (scFv e Fab) na bioatividade de TNFo humano
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funcionalmente neutralizadora em uma situacao in vivo, foi usado um
modelo de rato recém-publicado para monoartrite. Este modelo foi
descrito extensivamente por Bolon e outros (vide Bolon et al., Vet.
Pathol. 41:235-243 (2004)). Resumidamente, neste modelo animal de
artrite, TNFa humano é injetado por via intra-articular dentro da
articulagao do joelho de ratos Lewis machos. A injecdo de TNFa
humano leva a uma monoartrite aguda autolimitativa na articulagéo do
joelho. A artrite pode ser quantificada medindo o inchago da articulagéo
e a pontuagdo histologica. Consequentemente, a bioatividade dos
respectivos antagonistas de TNFa pode ser quantificada pela redugéo
do inchago da articulacdo induzido por TNFa e/ou pela redugao de
parametros histolégicos da inflamacéao.

5.2 Materiais e Métodos

Desenho Experimental

[000166] Os atuais estudos foram desenhados para examinar o
respectivo potencial de um anticorpo scFv representativo e de um
anticorpo Fab representativo da série descrita acima em comparagao
com o anticorpo comercializado Infliximab (Remicade®) para inibir a
bioatividade do TNFa humano em um modelo animal de artrite
apropriado. Bolon e outros tinham demonstrado anteriormente que a
aplicagao intra-articular de 10 microgramas de TNFoa humano
recombinante dentro da articulagdo do joelho do rato provoca uma
monoartrite aguda autolimitativa que pode ser quantificada por analise
macroscopica € microscopica padronizada. Assim sendo, este modelo
animal serviu como um sistema ideal para avaliar o efeito terapéutico de
derivados de anticorpos aplicados localmente. Dois experimentos foram
completados em série (Tabelas IV e V). (1) um estudo basico de eficacia
para avaliar o potencial global dos anticorpos para bloquear a
monoartrite induzida por TNFoa humano; e (2) um estudo de resposta a

dose para avaliar a eficacia relativa dos derivados de anticorpos entre

Petica0 870200159922, de 22/12/2020, pég. 74/88



61/66

si. As citocinas e os derivados de anticorpos foram aplicados uma vez
por inje¢cdes separadas, como descrito abaixo. A dose de citocina usada
baseou-se na publicagcdo de Bolon e outros, enquanto que a faixa das
doses dos derivados de anticorpos baseou-se em dados de cultura de
células disponiveis e em conjectura criteriosa. Os experimentos foram
conduzidos de acordo com as orientagbes gerais de cuidados com
cobaias.

Animais e Criacao

[000167] Ratos Lewis machos adultos jovens (6-7 semanas de idade
e 175-200 g) foram designados aleatoriamente a grupos de tratamento
(n = 3/coorte) e alojados de acordo com Bolon et al., Vet. Pathol. 41:235-
243 (2004).

Instilacdo de Citocina e Anticorpo

[000168] As injecbes de anestesia e citocina foram realizadas como
descrito por Bolon e outros. Para ndao exceder um volume total injetado
por via intra-articular de 50 microlitros, as citocinas e os derivados de
anticorpos foram instilados em duas injegbes intra-articulares
separadas, com o que os 10 microgramas de TNFo humano
recombinante foram injetados em 10 microlitros de solugdo salina
tamponada com fosfato (PBS) esterilizada por filtragdo, e a respectiva
dose do respectivo anticorpo foi injetada em 40 microlitros de solugao
salina tamponada com fosfato (PBS) esterilizada por filtracdo. Os
animais tratados por via intraperitoneal com Infliximab (Remicade®)
receberam injecao intraperitoneal com os derivados de anticorpos 3
horas antes da injeg&o intra-articular de TNFo humano. Em todos
animais tratados com anticorpo aplicado por via intra-articular, a
respectiva dose de anticorpo foi injetada 5 minutos antes da injecao de
TNFo humano. Os animais do controle receberam injecdo de 10

microlitros de PBS sem TNFa humano.

[000169] Infliximab (Remicade® usado nos experimentos foi adquirido
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em uma farmacia suiga oficial. Os anticorpos scFv e Fab (TB-A)
especificos para TNFo anti-humano, bem como uma estrutura de
anticorpo scFv nulo usada como anticorpo de controle inespecifico no
experimento de resposta a dose, foram expressados em E. coli e
purificados por métodos usuais. A contaminagdo com endotoxinas foi
mantida abaixo de 10 UE por miligrama de proteina em todas as
preparagdes porque o componente lipossacarideo € um indutor potente
de TNFa.

[000170] O TNFa humano recombinante foi adquirido na PeproTech
EC Ltd.

Medicdo do Diametro da Articulacio

[000171] Momentos antes da injecdo do respectivo derivado de
anticorpo aplicado por via intraperitoneal ou intra-articular, ou, no caso
dos animais de controle, antes da inje¢cdo de PBS ou TNFa, o didametro
da articulagao do joelho a receber a inje¢ao foi determinado por meio de
um paquimetro-padrdo. 48 horas depois da inje¢cdo de TNFa (ou PBS
nos animais do controle) e momentos antes do sacrificio dos animais, o
diametro da articulagcéo do joelho que recebeu a injecao foi determinado
novamente e o inchaco da articulacao foi calculado subtraindo o valor
da segunda medicdo do diametro do valor da primeira medigao do
diametro (Figuras 6 € 9).

Processamento do Tecido

[000172] 48 horas depois da inje¢do de TNFa (ou PBS no caso dos

animais do controle), os animais foram sacrificados. Na necropsia, 0s

joelhos que receberam a injecado foram separados da pata e da coxa,
fixados por imersdo em etanol a 70% e prosseguiram para coloragao-
padrdao com hematoxilina e eosina (HE), como descrito por Bolon e
outros.

Analise Morfologica

[000173] A analise de pontuacdo histologica para edicdo da
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inflamagao da articulagéao foi realizada como descrito por Bolon e outros.
Os critérios da pontuacgao histolégica para avaliagdo da inflamagéo da
articulacédo foram aplicados de acordo com Bolon e outros (Figuras 7, 8
e 9).

5.3 Resultados

[000174] Em um primeiro conjunto de experimentos, um anticorpo

scFv ESBATech representativo aplicado por via intra-articular, TB-A, e
o anticorpo Fab ESBATech aplicado por via intra-articular
correspondente, foram comparados quanto a sua capacidade de
bloquear a indugdo da monoartrite aguda com Infliximab (Remicade®)
aplicado por via intra-articular e intraperitoneal, de acordo com a Tabela
IV:

Tabela IV

Esquema de Injecdo do Experimento 1

GRUPO TNFa (ug) em PBS | INIBIDOR DOSE (uG)
1(n=3) 0 Nenhum

2(n=3) 10 Nenhum

3(n=3) 0 TB-A scFv 180

4 (n=3) 10 TB-A scFv 180
5(=3) 0 TB-A 450

Anticorpo Fab

6(n=3) 10 TB-A 450
Anticorpo Fab

7(n=3) 10 TB-A 180
Anticorpo Fab

8(n=3) 0 Infliximab (i.a) 450
9(n=3) 10 Infliximab (i.a) 450
10 (n = 3) 10 Infliximab (i.a) 180
11 (n=3) 10 Infliximab (i.a) 450
12 (n=3) 10 Infliximab (i.a) 180

[000175] Os resultados obtidos quanto aos efeitos do tratamento
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sobre a mudanga do didmetro do joelho (como um indicador dos efeitos
sobre o inchago da articulagao induzido por TNFa) estao representados
na Figura 6. Todos anticorpos bloquearam completamente o inchago da
articulagdo induzido por TNFa.
[000176] Para avaliacao dos efeitos do tratamento sobre a inflamacéao
da articulagédo, a pontuagéo histolégica das laminas de tecido corado
com HE foi realizada. A inflamacao da articulacdo foi pontuada pelos
seqguintes critérios (vide Figura 7 para obter exemplos de pontuagéo
representativos):

Pontuacao 0: normal

Pontuacéao 1: Espessamento brando do revestimento sinovial

Pontuacdo 2: Espessamento do revestimento sinovial e
inflamagao branda do subrevestimento

Pontuacdo 3: Espessamento do revestimento sinovial e
inflamacdo moderada do subrevestimento
[000177] Os resultados obtidos quanto aos efeitos do tratamento
sobre as pontuagdes de inflamagao histopatoldgica estao ilustrados na
Figura 8.
[000178] Foram observados efeitos comparaveis de todos
tratamentos sobre as pontuagdes da inflamacao histopatoldgica.
[000179] Em um segundo conjunto de experimentos, a resposta a
dose relativa para os derivados de anticorpos avaliados foi comparada.
O anticorpo TB-A scFv ESBATech representativo aplicado por via intra-
articular e o anticorpo Fab correspondente do Experimento 1 aplicado
por via intra-articular foram comparados com Infliximab (Remicade®)
aplicado por via intra-articular e intraperitoneal e um anticorpo scFv nao-
relacionado carente de qualquer atividade de ligagdo ao TNFa humano
em uma faixa de dose mais ampla e diferente, em comparagédo com o
Experimento 1, de acordo com a Tabela V.
Tabela V
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Esquema de Injecdo do Experimento 2

GRUPO TNFa (ug) em | INIBIDOR DOSE (uG)
PBS

1(n=3) 0 Nenhum

2(n=3) 10 Nenhum

3(n=3) 10 Anticorpo scFv nao-relacionado 180

4 (n=3) 10 Anticorpo TB-A scFv 156

5(n=3) 10 Anticorpo TB-A 45
scFv

6 (n=3) 10 Anticorpo TB-A 11
scFv

7(n=3) 10 Anticorpo TB-A 156
Fab

8(n=3) 10 Anticorpo TB-A Fab 45

9(n=3) 10 Anticorpo TB-A Fab 11

10 (n =3) 10 Infliximab (i.a) 156

11 (n=3) 10 Infliximab (i.a) 45

12 (n=3) 10 Infliximab (i.a) 11

13 (n=3) 10 Infliximab (i.a) 156

14 (n = 3) 10 Infliximab (i.a) 45

15 (n =3) 10 Infliximab (i.a) 11

[000180] Os resultados obtidos quanto aos efeitos do tratamento
sobre a mudanca do didmetro do joelho (como um indicador dos efeitos
sobre o inchago da articulacio induzido por TNFa estdo representados
na Figura 9.

[000181] Os resultados obtidos quanto aos efeitos do tratamento
sobre as pontuagdes de inflamacéao histopatoldgica estao ilustrados na
Figura 10.

[000182] Resumindo, o scFv ESBATech anti-TNFa representativo e o
anticorpo Fab ESBATech anti-TNFa representativo foram altamente
eficientes em bloquear a monoartrite induzida pelo TNFoa humano apos
administracao local (intra-articular).

[000183] Embora as modalidades atualmente preferidas da invencao

tenham sido ilustradas e descritas, deve-se entender distintamente que a
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invengdo nado esta limitada a elas, mas pode ter varias modalidades

diferentes e praticadas dentro do &mbito as reivindicagdes que se seguem.
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REIVINDICAGOES

1. Anticorpo ou fragmento de anticorpo estavel e soluvel que
se liga especificamente ao TNFa, caracterizado pelo fato de que
compreende um dominio variavel de cadeia leve (VL) de SEQ ID NO: 1
que é combinada com um dominio variavel de cadeia pesada (VH) de
SEQ ID NO: 2

2. Anticorpo ou fragmento de anticorpo, de acordo com a
reivindicacao 1, caracterizado pelo fato de que € um anticorpo scFv, em
que os dominios VL e VH sdo conectados por um ligante.

3. Anticorpo scFv, de acordo com a reivindicagcao 2,
caracterizado pelo fato de que compreende um arranjo de sequéncias
VL-ligante-VH.

4. Anticorpo scFv, de acordo com a reivindicagdo 2 ou 3,
caracterizado pelo fato de que o ligante apresenta a sequéncia de SEQ
ID NO: 10.

5. Fragmento de anticorpo, de acordo com a reivindicagao 1,
caracterizado pelo fato de que é um fragmento Fab, em que o dominio
VL esta fusionado a regido constante de uma cadeia kapa de Ig
humana, o dominio VH esta fusionado ao dominio CH1 de uma IgG
humana, e os dois polipeptideos de fuséo estio ligados por uma ponte
dissulfeto entre as cadeias.

6. Anticorpo ou fragmento de anticorpo, de acordo com
qgualquer uma das reivindicagdes 1 a 5, caracterizado pelo fato de que
€ marcado ou quimicamente modificado.

7. Anticorpo ou fragmento de anticorpo, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6, caracterizado pelo fato de que
€ como um produto farmacéutico.

8. Uso de um anticorpo ou fragmento de anticorpo como
definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 6, caracterizado pelo

fato de que é para o preparo de um medicamento para o tratamento de
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doencas associadas ao TNFa ou como diagnéstico in vitro para
deteccao de doencas associadas ao TNFa.

9. Uso, de acordo com a reivindicacao 7, caracterizado pelo
fato de que a doenca associada ao TNFa € osteoartrite, sindrome do
olho seco, uveite, doencgas inflamatoérias que afetam a pele, psoriase ou
doenca inflamatodria intestinal.

10. Composicdo diagnostica ou terapéutica, caracterizada
pelo fato de que compreende um anticorpo como definido em qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 6, em combinagao com um veiculo, diluente

ou excipiente farmaceuticamente aceitavel.
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FIG. 4A

Comparacéo de afinidades poe ELISA

b AZARen
bt o F i L

. 14 1

1.2 4

~—8 TB-A
1 — TB-AB
—~ -8 TB-BL46
0.8 - -0 T8-BA
..... & TBB
0.6
0.4
r
0.2
.1 1 i0 100 1000 10000
. [scFv] nM
abs. 450 nm
3 —
/% - TBA
L e
2 T TB-AHT0/72
* TB-AL65
1 -
0 -
| T 1 ] 1
0.01 0.1 1 10 100 1000

fscFv] nM

FIG. 4B




Inibicao da citotoxicidade induzida por TNF em células L829

5/12

FIG. 5A
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FIG. 8
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FIG. 9
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FIG. 10
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