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(57) Resumo: ANTICORPO DE DOMINIO RECOMBINANTE,
MOLECULA DE ACIDO NUCLEICO ISOLADA, COMPOSICAO
FARMACEUTICA, E, METODOS PARA DETECTAR O TNF-ALFA
HUMANO EM UMA AMOSTRA E PARA TRATAR DE UM DISTURBIO
DISTINGUIDO PELA ATIVIDADE DO TNF-ALFA HUMANO EM UM
INDIVIDUO HUMANO A presente invengdo fornece um anticorpo de
dominio recombinante (dAb) que se Liga ao TNF-a humano, o dAb
compreendendo o dominio varidvel de cadeia pesada ou leve de
imunoglobulina, em que referido dominio variavel compreende pelo
menos uma regidao determinante da complementaridade (CDR) tendo
uma sequéncia derivada de um primata do Novo Mundo, em que a
CDR é selecionada do grupo consistindo de YAATKLQS (SEQ ID NO:
1), YEASSLQS (SEQ ID NO: 2), YEASKLQS (SEQ ID NO: 3) e
YSASNLET (SEQ ID NO: 4). O anticorpo de dominio recombinante é
usado para detectar o TNF-o. humano em uma amostra, e para tratar
de um disturbio caracterizado pela atividade do TNF-a. humano.
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“ANTICORPO DE DOMINIO RECOMBINANTE, MOLECULA DE
ACIDO NUCLEICO ISOLADA, COMPOSICAO FARMACEUTICA, E,
METODOS PARA DETECTAR O TNF-ALFA HUMANO EM UMA
AMOSTRA E PARA TRATAR DE UM DISTURBIO DISTINGUIDO
PELA ATIVIDADE DO TNF-ALFA HUMANO EM UM INDIVIDUO
HUMANO”

CAMPO DA INVENCAO

A invencdo diz respeito a anticorpos de dominio (dAbs)
recombinantes uteis para a terapia humana. Mais particularmente, a presente
invengdo diz respeito a um anticorpo de dominio (dAb) que se liga ao TNF-a
humano, e ‘a0 seu uso no tratamento de distirbios caracterizados pela
atividade do TNF-a humano.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) é uma citocina
produzida por numerosos tipos de células, incluindo mondcitos e macrofagos,
que tenham sido implicados em mediar o choque e a fisiopatologia de uma
variedade de doengas e distirbios humanos, incluindo sepse, infecgdes,
doengas autoimunes, rejeicdo de transplantes e a doenga enxerto-versus-
hospedeiro.

Em um esfor¢o para contrariar os efeitos nocivos mediados
pelo TNF-o humano, anticorpos que se liguem e neutralizem o TNF-a
humano tém sido procurados como m meio de inibir a atividade do TNF-a..
Alguns dos anticorpos mais primitivos direcionados contra o TNF-a humano
foram os anticorpos monoclonais de camundongos secretados das linhagens
de células de hibridomas preparadas dos linfdcitos colhidos de camundongos
imunizados com TNF-o humano. Embora tais anticorpos tenham sido
eficazes na ligagdo e neutralizagdo do TNF-a humano, seu uso na terapia in
vivo foi limitado pelos problemas associados com a administragio de

anticorpos de camundongos aos seres humanos, em particular a eliciacdo de
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uma resposta imune indesejavel contra o anticorpo de camundongos em um
ser humano, referida como reag¢des dos anticorpos humanos anticamundongos
(HAMA).

Em uma tentativa de superar aqueles problemas, anticorpos de
TNF-o anti-humanos de murinos foram geneticamente engendrados para
serem mais semelhantes aos humanos. Por exemplo, foram criados anticorpos
quiméricos humanos/de camundongos, nos quais as seqiiéncias de regido
variavel de anticorpos do genoma de camundongos sdo combinadas com as
seqliéncia de regido constante de anticorpos do genoma humano. Os
anticorpos quimeéricos apresentam as caracteristicas de ligagdo do anticorpo
parental de camundongo, e as fungdes efetoras associadas com a regido
constante humana. Embora estes anticorpos quiméricos tenham sido ousados
na terapia humana, eles ainda retém algumas seqiiéncias murinas e, portanto,
ainda podem eliciar as reagdes de anticorpos antiquiméricos em receptores
humanos, particularmente quando administrados por periodos prolongados,
assim limitando sua aplicagdo terapéutica.

Os anticorpos monoclonais humanos contra 0 TNF-o. humano
foram desenvolvidos com o uso de técnicas de hibridomas humanos. Esta
abordagem, entretanto, padece de limitagdes éticas, clinicas e imunoldgicas na
imunizagdo de pacientes humanos.

Foi postulado que os anticorpos de primatas ndo humanos
serdo tolerados nos seres humanos porque eles sdo estruturalmente
semelhantes aos anticorpos humanos [Ehrlich, P. H. et al. Human and primate
monoclonal antibodies for in vivo therapy. Clin Chem. 34: 9 pp. 1681-1688
(1988)]. Além disso, tendo em vista serem os anticorpos humanos n#o
imunogénicos nos macacos Reso (Ehrlich, P. H. et al., Rhesus monkey
responses to multiple injections of human monoclonal antibodies. Hybridoma
1987; 6: 151-160), é provavel que o contrario seja também aplicavel e os

anticorpos de primatas sejam ndo imunogénicos nos seres humanos.
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Os primatas evolucionariamente distantes, como os primatas
do Novo Mundo, ndo s3o apenas suficientemente diferentes dos seres
humanos para possibilitar anticorpos contra os antigenos humanos a serem
gerados, mas sdo suficientemente semelhantes ao seres humanos para terem
anticorpos semelhantes aos anticorpos humanos, de modo que o hospedeiro
ndo gere uma resposta imune de anticorpos quando tais anticorpos derivados
dos primatas sejam introduzidos em um ser humano. Os primaias do Novo
Mundo (subordem Platyrrhini) compreendem pelo menos 53 espécies
comumente divididas em duas familias, a Callithricidae e a Cebidae. A
Callithricidae consiste de sagiiis e tamarins. A Cebidae inclui o macaco-de-
cheiro, o japug¢d, o cuatd, o macaco-cabeludo, caiarara, macaco-da-noite e o
macaco-gritador.

Estudos anteriores caracterizaram o repertério de cadeia
pesada da imunoglobulina expressa do sagiii Callithrix jacchus (von
Budingen, H-C et al., Characterization of the expressed immunoglobulin
IGHV repertoire in the New World marmoset Callithrix jacchus.
Immunogenetics 2001; 53: 557-563). Foram identificados seis subgrupos de
IGHV que apresentaram um alto grau de similaridade de seqiiéncia com suas
contrapartes de IGHV humano. As regides da estrutura foram mais
conservadas em comparagdo com as regides de determinagdo da
complementaridade (CDRs). O grau de similaridade entre C. jacchus e as
seqiiéncias de IGHV humanas foi menor do que entre os primatas do Velho
Mundo e os seres humanos.

ANTICORPOS DE DOMINIO

Os anticorpos de dominio (dAb) sdo as menores unidades de
ligacdo de anticorpos em funcionamento e correspondem as regides variaveis
das cadeias de anticorpos ou pesadas (Vy) ou leves (V). Os anticorpos de
dominios tém um peso molecular de aproximadamente 13 kDa, ou menos do

que um décimo do tamanho de um anticorpo completo.
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As cadeias leves de imunoglobulina s@o referidas como
cadeias leves ou capa ou lambida, e as cadeias pesadas como gama, mil, delta,
alfa ou épsilon. A regido varidvel d4 ao anticorpo sua especificidade. Dentro
de cada regifo variavel acham-se as regides de hipervariabilidade, de outra
forma conhecidas como regides determinantes da complementaridade (CDRs)
que sdo flanqueadas por regides mais conservadas referidas como regides da
estrutura. Dentro de cada regido variavel acham-se trés CDRs e quatro regides
da estrutura.

Ao contrario dos anticorpos convencionais, os anticorpos de
dominio s3o bem expressos nos sistemas bacterianos, de levedura e de
mamiferos. Seu pequeno tamanho leva em conta quantidades molares mais
elevadas por grama do produto, assim provendo um aumento significativo na
poténcia por dose. Além disso, os anticorpos de dominio podem ser usados
como um bloco de construgdo para criar produtos terapéuticos tais como 0s
dAbs de alvejamento multiplo, em que uma construgéo contendo dois ou mais
dominios variaveis se ligam a dois ou mais alvos terapéuticos, ou dAbs
alvejados para administragdo pulmonar ou oral.

SUMARIO DA INVENCAO

Em um primeiro aspecto, a presente inven¢do fornece um
anticorpo de dominio (dAb) recombinante que se liga ao TNF-a humano, o
dAb compreendendo um dominio varidvel de cadeia pesada ou leve de
imunoglobulina, em que referido dominio variavel compreende pelo menos
uma regifo determinante da complementaridade (CDR) tendo uma seqiiéncia
derivada de um primata do Novo Mundo, em que a CDR ¢ selecionada do
grupo consistindo de AATKLQS (SEQ ID NO: 1), EASSLQS (SEQ ID NO:
2), EASKLQS (SEQ ID NO: 3) e SASNLET (SEQ ID NO: 4).

Em um segundo aspecto, a invengdo fornece uma composi¢do
farmacéutica compreendendo uma quantidade eficaz do dAb de acordo com o

primeiro aspecto da invengdo, junto com um portador ou diluente
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farmaceuticamente aceitaveis.

Em um terceiro aspecto, a presente invengdo leva em conta o
uso de um dAb de acordo com o primeiro aspecto da invengdo, em uma
aplicag#@o de diagnéstico para detectar o TNF-oo humano.

Em um quarto aspecto, a inven¢do fornece um método para
tratar de um disturbio caracterizado pela atividade do TNF-a humano em um
paciente humano, compreendendo administrar ao paciente uma composi¢do
farmacéutica de acordo com o segundo aspecto da invengao.

Em um quinto aspecto, a inveng¢do fornece uma seqiiéncia de
acido nucléico codificando o dAb do primeiro aspecto da invengéo.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Figura 1 mostra as seqiiéncias de aminodcidos (SEQ ID NO:
6) e de nucleotideos (SEQ ID NO: 5) do dAb receptor.

A Figura 2 mostra as seqiiéncias de nucleotideos e de
aminoacidos de onze (11) sagiiis e seis (6) segmentos de genes V, de
macacos-da-noite.

A Figura 3 mostra as seqiiéncias de aminoécidos (SEQ ID NO:
6) e de nucleotideos (ambas as fitas; SEQ ID Nos: 5 e 53) do dAb receptor.
Os sitios de restri¢do da digestdo para Kpn I e San DI, que excitam uma
regido incluindo a CDR2, sfo indicados na figura. Os residuos de CDR2
removidos acham-se sublinhados.

A Figura 4 mostra os alinhamentos de seqiiéncias
apresentando oligonucleotideos usados durante a clonagem e a confirmag&o
de seqiiéncia final das seqiiéncias de nucleotideos (A; SEQ ID Nos: 5, 36, 54-
56, 37, 57-59, 14, 60-62, 15, 63-65, respectivamente) e de aminoacidos (B;
SEQ ID Nos: 6, 42, 66-68, 43, 69-71, 25, 72-74, 26, 75-77, respectivamente)
mostradas na Figura 2.
| A Figura 5 demonstra a capacidade dos dAbs enxertados de
CDR2 para inibir a ligagdo do TNF ao receptor de TNF recombinante. Os
dAbs testados foram os seguintes: Macaco-da-noite 1 (CDR = AATKLQS;
SEQ ID NO: 1), Macaco-da-noite 2 (CDR = EASSLQS; SEQ ID NO: 2),
Sagiii 1 (CDR = EASKLQS; SEQ ID NO: 3), Sagiii 2 (CDR = SASNLET;
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SEQ ID NO: 4) e dAb Receptor (CDR = SASELQS; SEQ ID NO: 49).

A Figura 6 demonstra a capacidade melhorada dos Compostos
100 e 123 para neutralizar a atividade citotoxica do TNF sobre os fibroblastos
L.929 de camundongos relativos ao dAb receptor (Composto 145).

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Em um primeiro aspecto, a presente invengdo fornece um
anticorpo de dominio recombinante (dAb) que se liga ao TNF-a humano, o
dAb compreendendo um dominio varidvel de cadeia pesada ou leve de
imunoglobulina, em que referido dominio varidvel compreende pelo menos
uma regido determinante da complementaridade (CDR) tendo uma seqiiéncia
derivada de um primata do Novo Mundo, em que a CDR ¢ selecionada do
grupo consistindo de AATKLQS (SEQ ID NO: 1), EASSLQS (SEQ ID NO:
2), EASKLQS (SEQ ID NO: 3), SASNLET (SEQ ID NO: 4).

Preferivelmente, a CDR é CDR2. |

Em uma forma de realizagdo preferida, o dAb tem uma
seqliéncia selecionada dentre:

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIDSYLHWYQQK
PGKAPKLLIYSASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC
QQVVWRPFTFGQGTKVEIKR (Composto 145; SEQ ID NO: 7)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQAIDSYLHWYQQ
KPGKAPKLLIYSASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYY
CQQVVWRPFTFGQGTKVEIKR (Composto 123; SEQ ID NO: 8)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIDSYLHWYQQK
PGKAPKLLIYSASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLLPEDFATYYCQ
QVVWRPFTFGQGTKVEIKR (Composto 100; SEQ ID NO: 9)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQAIDSYLHWYQQ
KPGKAPKLLIYSASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLLPEDFATYYC
QQVVWRPFTFGQGTKVEIKR (Composto 196; SEQ ID NO: 10)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIDSYLHWYQQK
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PGKPPKLLIYSASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQ
QVVWRPFTFGQGTK VEIKR (Composto 134; SEQ ID NO: 50)
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIDSYLHWYQQK

PGKAPKLLIYSASNLETGVPSRFSGRGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC

QQVVWRPFTFGQGTKVEIKR (Composto 137; SEQ ID NO: 51)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIDSYLHWYQQK
PGKAPKLLIYSASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLLPEDFATYYCQ
QVVWRPFTFGQGTKVEIKR (Composto 121; SEQ ID NO: 52)

Em um outro aspecto, a inven¢do fornece uma seqiiéncia de
acido nucléico codificando o dAb do primeiro aspecto da invengio.

A expressdo “liga-se a”, como aqui usada, refere-se a ligagdo
de um antigeno por uma regido variavel de imunoglobulina com uma
constante de dissbciac;ﬁo (K4) de 1 uM ou menos, medida pela analise de
ressonéancia de plasmon de superficie com o uso, por exemplo, de um sistema
de ressonincia de plasmon de superficie BIAcore® e um programa de
avaliagdo cinética BIAcore® (por exemplo, a versdo 2.1). A afinidade ou
constante de dissociagdo (K4) para uma intera¢do de ligagdo especifica € de
preferéncia de cerca de 500 nM ou menos, mais preferivel de cerca de 300
nM ou menos e, preferivelmente, de pelo menos 300 nM a 50 pM, 200 nM a
50 pM, e o mais preferivel de pelo menos 100 nM a 50 pM, 75 nM a 50 pM,
10 nM a 50 pM.

A expressdo “dominio varidvel”, como aqui usada, significa
um dominio de polipeptideo duplicado, que compreende seqiiéncias
caracteristicas de dominios varidveis de cadeia pesada ou leve de
imunoglobulina, e que especificamente se liga a um antigeno. O anticorpo do
dominio ou dAb é equivalente a um polipeptideo de dominio varidvel unico.

Serd observado pelas pessoas versadas na técnica que o
remanescente da seqliéncia de dominio varidvel pode ser derivado ou da

seqiiéncia de dominio varidvel ou de um ser humano, de um primata do Novo
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Mundo ou de um primata do Velho Mundo, a qual, por causa de sua
associa¢do evoluciondria com os seres humanos, compartilham um alto grau
de homologia com a seqiiéncia de seres humanos. Assim, por exemplo, uma
CDR selecionada das seqiiéncias acima pode ser enxertada na seqii€ncia de
regido varidvel humana ou de primata para substituir a CDR do tipo
selvagem.

Conseqlientemente, a invengdo baseia-se ainda em um método
para amplificagdo dos genes de dominio varidvel de imunoglobulina de
primatas do Novo Mundo, por exemplo por reagdo em cadeia da polimerase
(PCR) de acido nucléico extraido dos linfocitos de primatas do Novo Mundo,
usando iniciadores especificos para as familias de genes de dominio variavel
de cadeias pesada e leve. Por exemplo, as informagdes com respeito aos
limites dos dominios variaveis de genes de cadeia pesada e leve (Vy e VL
respectivamente) podem ser usadas para designar os iniciadores de PCR que
amplificam o dominio variavel de uma seqiiéncia codificadora da cadeia
pesada ou leve clonada codificando um anticorpo conhecido para ligar um
antigeno dado. O dominio variavel amplificado € entdo introduzido ou
sozinho ou como uma fusdo com outra seqiiéncia de polipeptideos em um
vetor de expressdo adequado. O dominio variavel expresso é entdo testado
quanto a ligagdo de alta afinidade ao antigeno desejado.

O repertorio dos dominios Vy e V| pode ser um repertdrio de
ocorréncia natural das seqiiéncias de imunoglobulina ou um repertorio
sintético. Um repertorio de ocorréncia natural é aquele preparado, por
exemplo, das células que expressam a imunoglobulina colhidas de um ou
mais primatas. Tais repertdrios podem ser ingénuos, isto €, preparados de
células que expressam a imunoglobulina de recém-nascidos, ou redistribuidos,
isto é, preparados, por exemplo, de células B de primatas adultos. Se
desejavel, os clones identificados de um repertdrio natural, ou de qualquer

repertério que ligue o antigeno alvo, ficam entdo sujeitos a mutagénese e
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outros testes de modo a produzir-se e selecionar-se variantes com
caracteristicas de ligagdo melhoradas.

Os repertérios sintéticos de dominios variaveis de
imunoglobulina Unica sdo preparados pela introdugdo artificial de uma
diversidade em um dominio variavel clonado.

Um repertorio dos dominios Vi e Vi pode ser testado quanto a
especificidade de ligagdo desejada e a0 comportamento funcional mediante,
por exemplo, apresentacdo de fago. Métodos para a construgdo de bibliotecas
de apresentagd@o de bacteriéfagos e bibliotecas de expressdo de fago lambida,
sdo bem conhecidos na técnica. A técnica de apresentagdo de fago foi descrita
extensivamente na pratica e exemplos de métodos e compostos para gerar e
testar tais bibliotecas e amadurecer por afinidade os produtos delas, podem ser
encontrados, por exemplo, em Barbas et al. (1991) PNAS 88: 7978-7982;
Clarkson et al. (1991) Nature 352: 624-628; Dower et al. PCT. 91/17271,
Patente U.S. n® 5.427.908, Patente U.S. 5.580.717 e EP 527.839; Fuchs et al.
(1991) Bio/Technology 9: 1370-1372; Garrad et al. (1991) Bio/Technology
9:1373-1377; Garrard et al. PCT WO 92/09690; Gram et al. (1992) PNAS 89:
3576-3580; Griffiths et al. (1993) EMBO J 12: 725-734; Griffiths et al.
Patente U.S. n” 5.885.793 e EP 589.877; Hawkins et al. (1992) J Mol Biol
226: 889-896; Hay et al., (1992) Hum Antibod Hybridomas 3: 81-85;
Hoogenboom et al. (1991) Nuc Acid Res 19: 4133-4137; Husc et al. (1989)
Science 246: 1275-1281; Knappik et al. (2000) J Mol Biol 296: 57-86;
Knappik et al. PCT WO 97/08320; Ladncr et al. Patentes U.S. n® 5.223.409,
n® 5.403.484, n® 5.571.698, n® 5.837.500 e EP 436.597; McCafferty et al.
(1990) Nature 348: 552-554; McCafferty et al. PCT. WO 92/01047, Patente
U.S. n® 5.969.108 e EP 589.877; Salfeld et al. PCT WO 97/29131, Pedido
Provisorio U.S. n® 60/126.603; ¢ Winter et al. PCT WO 92/20791 e EP
368.684.

Bibliotecas recombinantes expressando o repertdrio dos
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dominios de Vg e V. podem ser expressas sobre a superficie de
microorganismos, por exemplo, de levedura ou bactérias (ver a publicag¢des
PCT WO 99/36569 e 98/49286).

O Método de Anticorpos de Linfocitos Seletivos ou SLAM,
como ¢ referido no estado da técnica, € outro meio de gerar rapidamente
anticorpos de alta afinidade. Ao contrario das abordagens de apresentago de
fago, todos os anticorpos sdo completamente divalentes de modo a gerar

anticorpos de primatas do Novo Mundo, os primatas do Novo Mundo sdo

‘imunizados com um antigeno humano, por exemplo um polipeptideo de TNF-

a. Em seguida a imunizagdo, as células sdo removidas e seletivamente
proliferadas em micro-reservatdrios individuais. Os sobrenadantes sdo
removidos dos reservatorios e testados tanto quanto a ligagdo quanto a fun¢3o.
As seqiiéncias de genes podem ser recuperadas para ‘subseqijentes
manipulagdes, por exemplo humanizagio, fragmento de Fab, gerag¢do de scFv
ou dAb. Assim sendo, outro exemplo € a derivagéio do anticorpo ou espécies
de anticorpos da invengdo mediante 0 SLAM e seus derivados (Babcock, J. S.
et al. 1996, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93; 7843-7848, Patente U.S. n°
5.627.052 e publicagdo PCT WO 92/02551). As adaptagdes do SLAM, tais
como o uso de alternativas para testar sobrenadantes tais como a lavagem na
bateia, também se situa dentro do escopo desta invengéo.

Em um sistema de expressdo, a biblioteca de peptideo/proteina
recombinante ¢ apresentada em ribossomas (para exemplos, ver Roberts, R.
W. e Szostak, J. W. 1997. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 94: 12297 - 123202 e
Publicag¢do PCT n® WO 98/31700). Assim, outro exemplo envolve a geragdo e
a transcri¢do in vitro de uma biblioteca de DNA (por exemplo, de anticorpos
ou derivados preferivelmente preparados de células imunizadas, mas ndo tdo
limitadas), translacdo da biblioteca de tal modo que a proteina e os mRNAs
“imunizados” permanegam sobre o ribossoma, selecdo de afinidade (por

exemplo pela ligacdo a RSP), isolamento do mRNA, translagdo reversa e
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subseqiiente amplificagdo (por exemplo pela reagdo em cadeia da polimerase
ou tecnologia relacionada). Rodadas adicionais de sele¢do e amplificagdo
podem ser acopladas, quando necessdrio para a maturagdo de afinidade
através da introdug¢do de mutagdo somatica neste sistema ou por outros
métodos de maturacdo de afinidade como conhecido no estado da técnica.

Outro exemplo observa a aplicagio da tecnologia de
compartimentalizagdo da emulsdo para a geragdo dos anticorpos de dominio
da invencdo. Na compartimentaliza¢cdo da emulsdo, métodos de separagdo in
vitro e Optica sdo combinados com a co-compartimentalizacdo da proteina
transladada e sua seqiiéncia codificadora de nucleotideos na fase aquosa
dentro de uma goticula de dleo em uma emulsdo (ver as publica¢gdes PCT n*
WO 99026711 e WO 0040712). Os elementos principais para a geragdo e
selecdo de anticorpos sdo essencialmente semelhantes ao método in vitro de
apresentacdo de ribossomas. -

As seqiiéncias de CDR podem ser obtidas de varias fontes, por
exemplo dos bancos de dados como The National Centre for Biotechnology
Information, dos bancos de dados de proteinas e nucleotideos, The Kabat
Database of Sequences of Proteins of Immunological Interest.
Alternativamente, as regides de CDR podem ser previstas do repertério dos
dominios Vy e Vi [ver, por exemplo, Kabat, E. A. e Wu, T. T. Attempts to
locate complementarity determining residues in the variable positions of light
and heavy chains. Ann. NY Acad. Sci. 190: 382-393 (1971)]. A seqiiéncia de
CDR pode ser um DNA genémico ou um cDNA.

Existem varios meios nos quais a CDR de substituicdo pode
ser enxertada em uma seqiiéncia de dominio variavel e tais métodos serdo
familiares aqueles habilitados na técnica. O método preferido da presente
invengdo envolve a substituigdo da CDR2 no dominio de regido variavel
através da mutagénese dirigida ao iniciador. Este método consiste do

recozimento de um oligonucleotideo codificando uma mutagdo desejada a
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uma regido alvo onde ela serve como um iniciador para a iniciagdo da sintese
de DNA in vitro, prolongando o oligonucleotideo por uma DNA polimerase
para gerar um DNA de filamento duplo que carregue as mutagdes desejadas, e
ligando e clonando a seqiiéncia em um vetor de expressdo apropriado.

Preferivelmente, o anticorpo do dominio de acordo com a
invengdo tem baixa imunogenicidade nos seres humanos.

Pela referéncia a expressdo “baixa imunogenicidade” denota-
se que o anticorpo de dominio ndo origina uma resposta do anticorpo, em um
ser humano, de suficiente magnitude para reduzir a eficacia da administracio
continuada do anﬁcorpo por um tempo suficiente para de obter a eficacia
terapéutica.

Preferivelmente, a seqii€ncia de regifo variavel na qual a CDR
¢ enxertada, ¢ a “seqiiéncia do receptor de dAb” (designada Composto 128)
fornecida na Figura 1.

A seqiiéncia do receptor de dAb consiste da seqiiéncia de
aminoacidos apresentada na SEQ ID NO: 5:
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIDSYLHWYQQKPGKAPKLLI
YSASELQSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQVVWRPFT
FGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 6).

Esta seqiiéncia é codificada pela seqiiéncia de nucleotideos
apresentada na SEQ ID NO: 5:

GAC ATC CAG ATG ACC CAG TCT CCA TCC TCT CTG TCT CCA TCT
GTA GGA GAC CGT GTC ACC

ATC ACT TGC CGG GCA AGT CAG AGC ATT GAT AGT TAT TTA
CAT TGG TAC CAG CAG AAA CCA

GGG AAA GCC CCT AAG CTC CTG ATC TAT AGT GCA TCC GAG
TTG CAA AGT GGG GTC CCATCA

CGT TTC AGT GGC AGT GGA TCT GGG ACA GAT TTC ACT CTC
ACC ATC AGC AGT CTG CAA CCT
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GAA GAT TTT GCT ACG TAC TAC TGT CAA CAG GTT GTG TGG
CGT CCTTTIT ACG TTC GGC CAA
GGG ACC AAG GTG CAA ATC AAA CGG

Em uma forma de realiza¢do preferida da presente inveng@o,
uma seqiiéncia de CDR de sagiii SASNLET (SEQ ID NO: 4) é enxertada na
seqiiéncia do receptor de dAb de modo a substituir a seqiiéncia de CDR2
(SASELQS; SEQ ID NO: 49) da seqiiéncia do receptor de dAb para produzir
o seguinte dAb (designado Composto 145):

Composto 145

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIDSYLHWYQQK
PGKAPKLLIYSASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYC
QQVVWRPFTFGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 7)

Assim sendo, em uma forma de realizacdo preferida, o dAb
que se liga a0 TNF-o humano compreende a seqiiéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO: 7.

Situa-se dentro do escopo da presente inveng¢do, que a
seqiiéncia de dAb pode estar ainda sujeita & maturagéo de afinidade de modo
a melhorar suas caracteristicas de liga¢do a antigeno. Isto pode necessitar da
modificac¢do de certos residuos de aminoacidos dentro da CDR1 e da CDR3.

Por exemplo o dAb enxertado com CDR de sagiii apresentado
na SEQ ID NO: 7 foi amadurecido por afinidade como apresentado em
Materiais e Métodos, e testado por ligagio de TNF. Em uma outra forma de
realizagdo preferida, o dAb que se liga ao TNF-a humano compreende a
seqiiéncia de aminoacidos de SEQ ID NO: 8 ou SEQ ID NO: 9. Estas foram
designadas como Composto 123 e Composto 100, respectivamente, € suas
seqliéncias sdo apresentadas abaixo:

Composto 123

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQAIDSYLHWYQQ
KPGKAPKLLIYSASNLETGVPSRPSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYY
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CQQVVW RPFTFGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 8)

Composto 100

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIDSYLHWYQQK
PGKAPKLLIYSASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLLPEDFATYYCQ
QVVWRPFTFGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 9)

Em uma forma de realizacdo particularmente preferida, o dAb
que se liga ao TNF-a humano compreende a seqiiéncia de aminoacidos de
SEQ ID NO: 10. Esta foi designada de Composto 196 e a seqiiéncia €
fornecida abaixo:

Composto 196

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQAIDSYLHWYQQ
KPGKAPKLLIYSASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLLPEDFATYYC
QQVVWRPFTFGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 10)

O dADb de acordo com a invenc¢do pode ainda compreender
uma regido constante de imunoglobulina (regido Fc) a ele conectada. A
seqiiéncia de regido constante pode ser originada das seqiiéncias humanas ou
de primatas. A seqiiéncia de primatas pode ser uma de primata do Novo
Mundo ou uma seqiiéncia de primata do Velho Mundo. Os primatas do Velho
Mundo adequados incluem o chimpanzé, ou macaco hominideo, por exemplo
um gorila ou um orangotango, o qual, por causa de sua intima proximidade
filogenética aos seres humanos, compartilham de um alto grau de homologia
com a seqiiéncia de regido constante humana.

O dAb (com ou sem a regido constante a ele conectada) pode
ser originado ou ligado a outra molécula funcional. Por exemplo, o dAb pode
ser funcionalmente ligado mediante acoplamento quimico, fusdo genética,
associagdo ndo covalente ou, de outra forma, a uma ou mais outras entidades
moleculares, tal como a outro anticorpo, um agente detectavel, um agente
citotoxico, um agente farmacéutico, e/ou uma proteina ou peptideo que

possam mediar a associagdo do anticorpo com outra molécula (tal como uma
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regido de nucleo de estreptavidina ou um rétulo de poli-histidina).

Agentes detectdveis Uteis com os quais o dAb pode ser
derivado, incluem compostos fluorescentes. Agentes exemplares detectaveis
fluorescentes incluem a fluoresceina, o isotiocianato de fluoresceina, a
rodamina, o cloreto de 5-dimetilamina-1-haftalenossulfonila, a ficoeritrina e
outros. O dAb também pode ser derivado com enzimas detectaveis tais como
a fosfatase alcalina, a peroxidase de raiz forte, a glicose oxidase etc. Quando
um dADb € derivado com uma enzima detectavel, ele é detectado pela adigdo
de reagentes adicionais que a enzima usa para produzir um produto de reagdo
detectavel. Um dAb pode também ser derivado com biotina, e detectado
através de medi¢do indireta da ligago de avidina ou estreptavidina.

A presente invengdo também se estende aos dAbs PEGuilados
(com ou sem a regifio constante a eles conectados), os quais proporcionam
meia-vida e resisténcia a degrada¢do aumentadas sem uma perda na atividade
(por exemplo, afinidade de ligagdo) em relagdo aos polipeptideos de
anticorpos ndo PEGuilados.

O dAb pode ser acoplado, com o uso de métodos conhecidos
na técnica, a moléculas poliméricas (preferivelmente PEG) uteis para se obter
as propriedades de meia-vida e resisténcia a degradacdo aumentadas. Os
componentes poliméricos que podem ser utilizados na inveng¢do podem ser
sintéticos e de ocorréncia natural e incluém, porém sem limitar, os polimeros
de polialquileno, polialquenileno ou polioxialquileno de cadeia reta ou
ramificada, ou um polissacarideo ramificado ou ndo ramificado tal como um
homo- ou heteropolissacarideo. Exemplos preferidos de polimeros sintéticos
que podem ser usados na invengdo incluem os poli(etileno glicol) (PEG),
poli(propileno glicol) ou o élcool polivinilico) de cadeia reta ou ramificada e
seus derivados ou formas substituidas. Polimeros substituidos particularmente
preferidos para articulagdo aos dAbs incluem o PEG substituido, incluindo o

metoxi(polietileno glicol). Componentes poliméricos de ocorréncia natural
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que podem ser usados além do PEG ou no lugar deste incluem a lactose,
amilose, dextrano ou glicogénio, bem como os derivados destes que devem
ser reconhecidos pelas pessoas habilitadas na técnica.

As formas de moléculas poliméricas derivadas incluem, por
exemplo, os derivados que possuem componentes adicionais ou grupos
reativos neles presentes para permitir a interagdo com os residuos de
aminoacidos dos polipeptideos de anticorpos de dominio aqui descritos. Tais
derivados incluem os ésteres ativos de N-hidroxilsuccinimida (NHS), os
polimeros de propionato de succinimidila, e agentes reativos seletivos de
sulfidrila, tais como a maleimida, a vinil sulfona e o tiol. Polimeros de PEG
uteis na inven¢do podem ser moléculas lineares, ou podem ser ramificadas,
em que os componentes de PEG multiplos estejam presentes em um polimero
unico.

O grupo reativo (por exemplo, MAL, NHS, SPA, VS ou Tiol)
pode ser articulado diretamente ao polimero de PEG ou pode ser articulado ao
PEG através de uma molécula ligadora.

O tamanho dos polimeros uteis na invengdo pode situar-se na
faixa entre 500 Da a 60 kDa, por exemplo entre 1000 Da e 60 kDa, 10 kDa e
60 kDa, 20 kDa e 60 kDa, 30 kDa e 60 kDa, 40 kDa e 60 kDa, ¢ até entre 50
kDa e 60 kDa. Os polimeros usados na invengfo, particularmente o PEG.
podem ser polimeros de cadeia reta ou podem possuir uma conformagdo
ramificada.

As moléculas dos polimeros (PEG) uteis na inven¢do podem
ser articuladas a um anticorpo de dominio usando-se métodos que sdo bem
conhecidos na técnica. A primeira etapa na articulagdo do PEG ou de outros
componentes poliméricos, a um mondémero de polipeptideo de anticorpo ou
multimero da invengdo, € a substitui¢do doso grupos finais hidroxila do
polimero de PEG por grupos funcionais contendo eletrofilos. Particularmente,

os polimeros de PEG séo articulados ou aos residuos de cisteina ou de lisina
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presentes no anticorpo de dominio. Os residuos de cisteina e de lisina podem
ser de ocorréncia natural, ou podem ser engendrados na molécula de
polipeptideo de anticorpo. Por exemplo, os residuos de cisteina podem ser
recombinantemente engendrados no término C de um polipeptideo de dAb, ou
os residuos nas localizagdes acessiveis de solvente especifico em um dAb ou
outro polipeptideo de anticorpo, podem ser substituidos com cisteina ou
lisina.

O dAb de acordo com a invengéo pode ser articulado a uma ou
mais moléculas que possam aumentar sua meia-vida in vivo. Aquelas
moléculas podem ser articuladas ao dAb através de um ligador, de modo que
elas ndo interfiram/estericamente liguem o sitio de liga¢do de antigeno.
Alternativamente, elas podem ser articuladas a regido constante. Tipicamente,
tais moléculas sdo polipeptideos que de ocorréncia natural in vivo e que
resistem a degradagdo ou remogdo por mecanismos endégenos. As moléculas
que aumentam a meia-vida podem ser selecionadas do seguinte:

(a) proteinas da matriz extracelular, por exemplo colageno,
laminina, integrina e fibronectina;

(b) proteinas encontradas no sangue, por exemplo a fibrina o.-
2, macroglobulina, albumina sérica, fibrinogénio A, fibrinogénio B, proteina
A amildide sérica, proteina de heptaglobina, ubiquitina, uteroglobulina,
microglobulina -2, plasminogénio, lisozima, cistatina C, alfa-1-antitripsina e
inibidor da tripsina pancreatica.

(c)proteinas séricas imunes, por exemplo IgE, IgG, IgM;

(d)proteinas de transporte, por exemplo a proteina de ligagdo
ao retinol, a microglobulina a-1;

(e)defensinas, por exemplo a beta-defensina 1, as defensinas
neutréfilas 1, 2 e 3;

(f)as proteinas encontradas na barreira hematoencefalica ou

nos tecidos neurais, por exemplo o receptor da melanocortina, mielina,
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transportador do ascorbato;

(g)proteinas de fusdo do agente neurofarmacéutico do ligando
especifico do receptor da transferrina (ver a U.S. 5977307); receptor de
células endoteliais capilares do cérebro, transferrina, receptor da transferrina,
insulina, receptor do fator 1 de crescimento insulindide (IGF-1), receptor do
fator 2 de crescimento insulindide (IGF-2), receptor da insulina;

(h)proteinas localizadas nos rins, por exemplo a policistina, o
colageno do tipo IV, o transportador K1 de &nion organico, o antigeno de
Heymann; |

()proteinas localizadas no figado, por exemplo éalcool
desidrogenase, G250;

(j)fator X de coagulagio do sangue;

(K)antitripsina a-1;

(DHNF la;

(m)proteinas localizadas nos pulmdes, por exemplo o
componente secretorio (liga a IgA);

(n)proteinas localizadas no coragdo, por exemplo a HSP 27;

(o)proteinas localizadas na pele, por exemplo a ceratina;

(p)proteina especificas dos ossos, tais como as proteinas
morfogénicas dos ossos (BMPs), por exemplo a BMP-2, -4, -5, -6, -7
(também referidas como proteina osteogénicas) (OP-1) e -8 (OP-2);

(q)proteinas especificas dos tumores, por exemplo antigeno
trofoblasto humano, o receptor da herceptina, o receptor do estrogénio,
catepsinas, por exemplo a catepsina B (encontrada no figado e no bago);

(r)proteinas especificas da doenga, por exemplo antigenos
expressos apenas sobre as células T ativadas: incluindo LAG-3 (gene de
ativacdo linfocitica); ligando de osteoprotegerina (OPGL) ver Nature 402,
304-309, 1999; OX40 (um membro da familia de receptores de TNF,

expresso sobre as células T ativadas e a unica molécula de células T
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coestimuladoras conhecidas como sendo especificamente suprarreguladas nas
células produtoras do virus tipo-1 da leucemia de células T humanas (HTLV-
1) - ver J. Immunol. 1 de julho de 2000; 16561): 263-270; metaloproteases
(associadas com artrite/canceres), incluindo a Drosophila CG6512, paraplegia
humana, FtsH humana, AFG3L2 humana, ftsH murina, fatores de crescimento
angiogénico, incluindo o fator de crescimento de fibroblasto acidico (FGF-1),
o fator de crescimento de fibroblasto basico (FGF-2), o fator de crescimento
endotelial vascular/fator de permeabilidade vascular (VEGF/VPF), o fator-o
de crescimento transformador (TGF-a.), o fator-alfa de necrose tumoral (TNF-
o), angiogenina, interleucina-3 (IL-3), interleucina-8 (IL-8), o fator de
crescimento endotelial derivado de plaquetas (PD-ECGF), o fator de
crescimento placentado (PIGF), o fator-BB de crescimento derivado de
plaquetas de midcina (PDGF), fractalcina;

(s) proteinas de estresse (proteinas de choque térmico);

(t)proteinas envolvidas no transporte de Fc; e

(u) anticorpos, fragmentos ou derivados direcionados contra
proteinas enddgenas, por exemplo albumina sérica.

Em uma outra forma de realizagdo da presente invengdo, o
dAb de acordo com o primeiro aspecto pode ser multimerizado, como, por
exemplo, hetero- ou homodimeros, hetero- ou homotrimeros, hetero- ou
homotetrameros, ou hetero- ou homomultimeros de ordem mais elevada. A
multimerizacdo pode aumentar a intensidade de ligagdo do antigeno, em que a
intensidade de ligacdo € relacionada & soma das afinidades de ligagdo dos
sitios de ligagdo multipla.

Assim, a invengdo fornece um anticorpo de dominio de acordo
com o primeiro aspecto, em que o anticorpo de dominio € ligado pelo menos a
um outro anticorpo de dominio. Cada dAb pode ligar-se ao mesmo ou a
diferentes antigenos.

Os multimeros de dAb podem ainda compreender um ou mais



10

15

20

25

20

dAbs que sejam ligados e em que cada dAb se liga a um antigeno diferente,
ligandos multiespecificos incluindo os assim chamados “ligandos especificos
duais”. Por exemplo, os ligandos especificos duais podem compreender um
par de dominios Vg ou um par de dominios Vi. Tais ligandos especificos
duais sdo descritos na WO 2004/003019 (PCT/GB 2003/002804) no nome de
Domantis Ltd.

Em um segundo aspecto, a invenc¢do fornece uma composi¢do
farmacéutica compreendendo uma quantidade eficaz do dAb de acordo com o
primeiro aspecto da invengdo, junto com um portador ou diluente
farmaceuticamente aceitaveis.

Um “portador farmaceuticamente aceitavel” inclui qualquer e
todos os solventes, meios de dispersdo, revestimentos, agentes antibacterianos
e antifingicos, agentes de retardamento isotonico e de absorg¢do, e outros, os
quais sejam fisiologicamente compativeis. Exemplos de portadores
farmaceuticamente aceitdveis incluem um ou mais dentre &gua, solugdo
salina, solu¢do salina tamponada com fosfato, dextrose, glicerol, etanol e
outros, bem como as combinagdes destes. Em muitos casos, serd preferivel
incluir os agentes isotdnicos, por exemplo agucares, polialcoois tais como o
manitol, sorbitol ou cloreto de so6dio na composi¢do. Substincias
farmaceuticamente aceitaveis tais como umectantes ou quantidades
secundarias de substdncias auxiliares, tais como agentes umectantes ou
emulsificantes, preservativos ou tampdes.

A composi¢do pode estar em uma variedade de formas,
incluindo as formas de dosagem liquidas, semi-solidas e sélidas, tais como as
solugdes liquidas (por exemplo, as solugdes injetaveis e infusiveis),
dispersdes ou suspensdes, tabletes, pilulas, pos, lipossomas e supositorios.
Preferivelmente, a composi¢do se acha na forma de uma solugfo injetavel
para imunizagdo. A administragdo pode ser intravenosa, subcutinea,

intraperitoneal, intramuscular, transdérmica, intratecal e intra-arterial.



10

15

20

25

21

As composi¢Oes terapéuticas tipicamente devem ser estéreis e
estidveis sob as condigdes de produgdo e armazenagem. As composi¢des
podem ser formuladas como uma solugdo, microemulsdo, dispersdo,
lipossoma ou oura estrutura ordenada adequada para alta concentracdo de
medicamento. As solugdes injetaveis estéreis podem ser preparadas pela
incorporagdo do composto ativo (isto €, o0 dAb) na quantidade requerida em
um solvente apropriado, com um ou uma combinagdo dos ingredientes
listados acima, seguida pela esterilizag4o de filtragdo.

A composi¢do pode também ser formulada como um p¢ estéril
para a preparagdo das solugdes injetaveis estéreis. A fluidez apropriada de
uma solugdo pode ser mantida, por exemplo, mediante o uso de um
revestimento tal como a lecitina e/ou tensoativos.

Em certas formas de realizagdo, o composto ativo pode ser
preparado com um portador que proteja o composto contra a liberagdo rapida,
tal como uma formulagdo de liberagdo controlada, incluindo implantes,
emplastros transdérmicos, e sistemas microencapsulados de liberagdo.
Polimeros compativeis podem ser usados, tais como o acetato de etilenovinil,
polissacarideos, 4acido poliglicdlico, coldgeno, poliortoésteres e 4cido
polilatico.

A composi¢do pode também ser formulada para administragdo
oral. Nesta forma de realizagdo, o dAb pode ser incluido em uma capsula de
gelatina de casca dura ou macia, comprimido em tabletes, ou incorporado
diretamente na dieta do paciente.

A composigdo também pode ser formulada para administra¢io
retal.

Compostos ativos suplementares podem ser incorporados
também na composig¢do. O anticorpo de dominio pode ser coformulado e/ou
coadministrado com um ou mais agentes terapéuticos adicionais, por exemplo

compostos antiinflamatdrios, receptor de TNF-a solivel ou um agente
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quimico que iniba a produgdo de TNF-o humano, ou anticorpos que liguem
outros alvos tais como citocinas ou moléculas superficiais celulares.
Alternativamente, pode ser coadministrado com um reagente imunoquimico
solavel, tal como as proteinas A, C, G ou L.

Uma quantidade eficaz pode incluir uma quantidade
terapeuticamente eficaz ou quantidade profilaticamente eficaz fo dAb da
invengdo. Uma quantidade terapeuticamente eficaz refere-se a uma
quantidade eficaz nas dosagens e por periodos de tempo necessarios para se
obter o resultado terapéutico desejado. Uma quantidade profilaticamente
eficaz refere-se a uma quantidade eficaz nas dosagens e por periodos de
tempo necessarios para se obter o resultado profilatico desejado.

Em uma forma de realizagdo preferida, a composi¢do ¢
administrada a mamiferos, preferivelmente a seres humanos ou primatas.

Em um terceiro aspecto, a presente invencgdo leva em conta o
uso de um dAb de acordo com o primeiro aspecto da inven¢do, em uma
aplicagdo diagnostica para detectar o TNF-a humano.

Por exemplo, o dAb do TNF-a anti-humano de acordo com a
inven¢do pode ser usado para detectar o TNF-a humano, por exemplo em
uma amostra bioldgica, tal como soro ou plasma, com o uso de um
imunoensaio convencional, tal como um ensaio imunoabsorvente ligado a
enzima (ELISA), um radioimunoensaio (RIA) ou de imuno-histoquimica
tecidual. O dAb de TNF-a anti-humano de acordo com a inven¢do pode ser
ensaiado em fluidos biolégicos por uma imunoensaio de competi¢do com o
uso de padrdes de TNF-a humano recombinante rotulados com uma
substincia detectavel e um anticorpo de TNF-o anti-humano néo rotulado.

O dAb de TNF-a anti-humano de acordo com a invengdo pode
também ser usado para detectar o TNF-o de espécies outras que ndo os seres
humanos, por exemplo o chimpanzé, o sagiii, o reso, camundongo, porco.

O dAb de TNF-a anti-humano de acordo com a invengéo pode
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também ser usado nas aplicagdes de cultura celular em que se deseje inibir a
atividade do TNF-a..

Em um quarto aspecto, a inven¢do fornece um meétodo para
tratar de um disturbio caracterizado pela atividade do TNF-o. humano em um
paciente humano, compreendendo administrar ao paciente uma composi¢do
farmacéutica de acordo com o segundo aspecto da invengao.

Pretende-se que um distarbio caracterizado pela atividade do
TNF-o. humano inclua doengas e outros disturbios em que a presenca do
TNF-a em um paciente sofrendo do disturbio se tenha mostrado ser ou seja
suspeita de ser ou responsavel pela fisiopatologia do disturbio ou um fator que
contribua para uma piora do disturbio. Preferivelmente, o distirbio
caracterizado pela atividade do TNF-a humano € selecionado do grupo
consistindo de inflama¢do, doencas inflamatdrias, sepse, incluindo choque
séptico, choque endotoxico, sepse Gram-negativo e sindrome do choque
toxico; doengas autoimunes, incluindo a artrite reumatodide, a espondilite
reumatdide, a osteoartrite e a artrite gotosa, alergia, esclerose multipla,
diabete autoimune, uveite autoimune e sindrome nefrotica; doengas
infecciosas, incluindo a febre e as mialgias devidas a infecgdo e caquexia
secunddria a infec¢do; doenga enxerto-versus-hospedeiro; crescimento
tumoral ou metastase; distirbios pulmonares, incluindo a sindrome da
insuficiéncia respiratoria adulta, pulmdo de choque, doenga inflamatdria
pulmonar cronica, sarcoidose pulmonar, fibrose pulmonar e silicose; doengas
inflamatorias intestinais, incluindo a doenga de Crohn e a colite ulcerativa;
distarbios cardiacos, distirbios inflamatorios dos ossos, hepatite, perturbagdes
da coagulacdo, queimaduras, lesdes de reperfusdo, formacdo de queldides, €
formacdo de cicatrizes teciduais.

Em todo este relatério descritivo, a palavra “compreender” ou
variagdes tais como “compreende” ou “compreendendo”, serdo entendidas

como implicando a inclusdo de um elemento estabelecido, inteiro ou em
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etapas, ou grupo de elementos, inteiro ou em etapas, mas ndo a exclusdo de
qualquer outro elemento, inteiro ou em etapas, ou grupo de elementos,
inteiros ou em etapas.

Todas as publicagdes mencionadas neste relatério descritivo
ficam aqui incorporadas como referéncia. Qualquer exame dos documentos,
atos, materiais, dispositivos, artigos ou coisa parecida, que tenham sido
incluidos no presente relatério descritivo, é unicamente para os fins de
fornecer um contexto para a presente invengdo. N@o se deve considerar como
a admiss@o de que qualquer ou todas estas matérias fagam parte da base da
técnica anterior, ou que tenham sido de conhecimento geral comum no campo
relevante para a presente invengdo, como ela existiu na Australia ou em outra
parte, antes da data de prioridade de cada reivindicagdo deste pedido.

A fim de que a natureza da presente invengdo possa ser mais
claramente entendida, suas formas preferidas serdo agora descritas com
referéncia aos seguintes exemplos ndo limitativos.

EXEMPLO IMATERIAIS E METODOS

Isolamento dos genes VL de primatas do Novo Mundo

Os DNAs gendmicos de sagiii (género Callithrix, espécie
desconhecida) e de macaco-da-noite (Aolus trivirgatus) foram obtidos da
European Collection of Cell Cultures (ECACC), nimeros do catalogo
85011419 e 90110510 respectivamente. O DNA de sagiii foi derivado da
linhagem celular B95-8, enquanto o DNA do macaco-da-noite veio da
linhagem celular OMK 637-69.

Os iniciadores degenerados com base nas seqiiéncias
condutoras V, e nas seqiiéncias de sinal de recombinacdo (RSS) foram
derivados de Walter e Tomlinson, Antibody Engineering: A Practical
Approach (1996). Os iniciadores usados para a amplificagdo do DNA V. da
linha germinal foram os seguintes:

Iniciador VK1BL
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AATCKCAGGTKCCAGATG (SEQ ID NO: 11)

Iniciador VK1BL35a

GTTYRGGTKKGTAACACT (SEQ ID NO: 12)

Iniciador VK1BL35b

ATGMCTTGTWACACTGTG (SEQ ID NO: 13)

A PCR gendmica (30 ciclos) foi realizada com o uso da Taq
polimerase com qualquer par de iniciadores VKIBLxVKI1BL35a ou
VK1BLxVKI1BL35b. Hbuve sobreposi¢do entre as seqii€ncias clonadas e os
dois conjuntos de iniciadores usados.

Os produtos da PCR foram clonados no kit de clonagem
TOPO TA da Invitrogen (Catdlogo n® K4500-01) e seqlienciados com os
iniciadores M13 dianteiro e pUC reverso. A seqiiéncia foi confirmada nas
diregdes dianteira e reversa. De modo a ainda confirmar, as seqiiéncias chave
ndo foram submetidas a erros de PCR, a PCR e o processo de clonagem foram
repetidos duas vezes quanto as seqiiéncias dos sagiiis. Os nucleotideos (SEQ
ID NOs: 14 a24 ¢ SEQ ID NOs: 36 a 41) e o aminoacido (SEQ ID NOs: 25 a
35 e SEQ ID NOs: 42 a 47) s3o dados na Figura 2. As seqiiéncias 1,2 e 3 de
sagiiis foram confirmadas. As seqiiéncias 4, 5, 6, 7 ¢ 8 foram observadas
apenas na PCR inicial. As seqiiéncias 9, 10 e 11 foram observadas apenas na
PCR de repetigdo (isto €, segunda) e na clonagem.

Sintese Oligo e Clonagem na Seqii€ncia Receptora

Quatro seqiiéncias de CDR, a saber AATKLQS (SEQ ID NO:
1) da seqiiéncia 1 do macaco-da-noite (SEQ ID NO: 42), EASSLQS (SEQ ID
NO: 2) da seqiiéncia 2 do macaco-da-noite (SEQ ID NO: 43) EASKLQS
(SEQ ID NO: 3) da seqiiéncia 1 de sagiii (SEQ ID NO: 25), e SASNLET
(SEQ ID NO: 4) da seqiiéncia 2 de sagiii (SEQ ID NO: 26), folha escolhidas

das seqiiéncias de aminoacidos apresentadas na Figura 2, como indicado. A
seqiiéncia 5 do Macaco-da-Noite, YASSLQS (SEQ ID NO: 48) foi observada
ser idéntica a GI6176295, uma seqiiéncia de cDNA de
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Aotus nancymase (macaco-da-noite de Ma), todas as outras seqii€éncias foram
tnicas.

Uma seqiiéncia de regido variavel receptora (anticorpo de
dominio anti-TNF) no vetor de expressdo (vetor proprietario Domantis) foi
digerida (25 pg) seqliencialmente com Kpnl e SanDI que excisa a maioria do
FR2 bem como do CDR2, como indicado no mapa de digerido de restri¢do. O
vetor foi entdo purificado em gel para remover a seqiiéncia de FR2 e cDR2 do
tipo selvagem excisada.

O cozimento de oligo foi realizado pela incubagdo dos pares
de oligo (500 pmoles de cada, como mostrado nas Figuras 4A e 4B) em 95 °C
por 5 minutos, seguidos por 65 °C por 5 minutos, e depois deixados alcangar
a temperatura ambiente lentamente sobre um bloco quente. As sobreposi¢des
foram entdo enchidas durante uma reagdo de Klenow na presenca de dNTPs.

Maturagio de Afinidade

O Composto 145 de dAb enxertado com CDR de sagiii (SEQ

ID NO: 7) foi amadurecido por afinidade pela construgdo de 14 bibliotecas
separadas, cada uma delas uma diversificagdo da seqiiéncia de SEQ ID NO: 7
em um residuo de aminoécido nico. Os residuos selecionados s@o mostrados
sombreados abaixo.

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSI (ilegivel)
LHWYQQKPGKA PK LIYSASNLETGVPSRFSGSGSGT (ilegivel)
FTLTISSLQPEDFATYY CQQVVW (ilegivel) P (ilegivel]) TFGQGTKVEI
KR

A selegdo baseou-se nos residuos em CDR1 e CDR3 que sdo
conhecidos como sendo diversificados no repertério de Ig humano maduro, e
residuos da estrutura que foram observados produzirem proteinas funcionais
ap6s a mutagénese nos dAbs relacionados. Para cada um dos residuos
selecionados, os pares de iniciadores da PCR complementares dianteiros e

reverso foram projetados com degenerescéncia de NKK, e duas reagdes
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iniciais da PCR foram realizadas, cada uma com um iniciador mutagénico
tnico e iniciador de flanqueio. Apds a limpeza geral, os dois produtos de PCR
foram recozidos e depois amplificados com o uso de iniciadores de flanqueio
sozinhos (recomposi¢do por extensdo da sobreposi¢do da PCR; Lowman, H.
L. e Clackson, T. (eds), Phage Display: A practical approach, Oxford
University Press, Oxford, Reino Unido). Os clones foram inicialmente
testados por ELISA com o uso de TNF de fase solida, e os clones positivos
foram seqiienciados. A proteina de dAb foi purificada dos melhores clones e
avaliada quanto a poténcia nos ensaios de ligagdo de receptor e nos ensaios de
citotoxicidade 1.929. Os compostos 100 (SEQ ID NO: 9) e 123 (SEQ ID NO:
8) foram observados terem neutralizagdo de TNF melhorada em relagdo ao
dAb precursor, o Composto 145 (SEQ ID NO: 7).

A combinagdo das substitui¢cdes intensificadoras da afinidade
dos Compostos 100 (SEQ ID NO: 9) e 123 (SEQ ID NO: 8) produziu um dAb
anti-TNF com poténcia ainda melhorada no ensaio de citotoxicidade de L929
(Composto 196; SEQ ID NO: 10).

RESULTADOS

POTENCIA DOS CLONES DE dAb ANTLI-TNF NO
ENSAIO DE LIGACAO DO RECEPTOR (RBA) E ENSAIO DE
CITOTOXICIDADE.

A capacidade dos dAbs anti-TNF de inibirem a ligagdo do
TNF ao seu receptor e de neutralizar a citotoxicidade das células 1.929
mediada pelo TNF, foi conduzida como segue:

Ensaio de Liga¢do do receptor

dAbs diversificados nas 14 posiges selecionadas foram
testados quanto a capacidade de inibir a ligagdo do TNF ao receptor 1 (p55)
do TNF recombinante. Resumidamente, placas Maxisorp foram incubadas
durante a noite com 30 mg/ml de anticorpo monoclonal de camundongo Fc

anti-humano (Zymed, San Francisco, USA). Os reservatorios foram lavados
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com solu¢do salina tamponada com fosfato (PBS) contendo 0,05 % de
Tween-20 e depois bloqueados com 1 % de BSA em PBS antes de serem
incubados com 100 ng/ml da proteina de fusdo Fc do receptor 1 de TNF
(R&D Systems, Minneapolis, USA). Cada dAb foi misturado com TNF, que
foi adicionado aos reservatérios lavados em uma concentra¢do final de 10
ng/ml. A ligagdo do TNF foi detectada com 0,2 mg/ml de anticorpo anti-TNF
biotinilado (HyCull Biotechnology, Uben, Paises Baixos) seguido por
dilui¢do de 1 em 500 de estreptavidina rotulada com peroxidase de raiz forte
(Amersham Bioscicnces, Reino Unido) e depois incubagdo com substrato de
TMB (KPL, Gaithersburg, USA). A reagdo foi interrompida pela adi¢do de
HCI e a absorbancia foi lida em 450 nm. A atividade do dAb anti-TNF levou
a um decréscimo na ligagdo do TNF e, portanto, um decréscimo na
absorbancia, em comparagio com o controle com apenas TNF (Figura 5).

Ensaio de Citotoxicidade L929

Os dAbs anti-TNF identificados pela abordagem de
diversificagcdo de minibibliotecas, incluindo os Compostos 100 (SEQ ID NO:
9) e 123 (SEQ ID NO: 8), também foram testados quanto a capacidade para
neutralizar a atividade citotoxica do TNF sobre fibroblastos 1929 de
camundongos (Evans, T. (2000) Molecular Biotechnology 15, 243-248).
Resumidamente, as células 1.929 plaqueadas nas placas de microtitulagdo
foram incubadas durante a noite com dAb anti-TNF, 100 pg/ml de TNF e 1
mg/ml de actinomicina D (Sigma, Poole, Reino Unido). A viabilidade celular
foi medida pela leitura da absorbancia em 490 nm, em seguida a uma
incubagdo com  [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-
sulfofenil)-2H-tetrazoélio (Promega, Madison, USA). A atividade do dAb anti-
TNF levou a um decréscimo na citotoxicidade do TNF e, portanto, a um
aumento na absorbancia, em compara¢do com o controle com apenas TNF.
Os resultados, em comparagdo com o Composto 145 (SEQ ID NO: 7) do dAb

precursor, sdo apresentados na Figura 6.
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Sera observado pelas pessoas habilitadas na técnica, que
numerosas varia¢des e/ou modifica¢bes poderdo ser feitas na inven¢do, como
mostrado nas formas de realiza¢do especificas, sem que se afaste do espirito
ou escopo da invengdo, como amplamente descrita. As presentes formas de
realizagdo devem, portanto, ser consideradas em todos os aspectos como

ilustrativas, e ndo restritivas.



LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110>Peptech Limited
<120>dabs antiinflamatérios
<130>WJP GHE 03 1410 3416
<160>52

<170>PatentIn versdo 3.3

<210>1

<211>8

<212>PRT

<213>Rotus trivirgatus

<400>1

Tyr Ala Ala Thr Lys Leu Gln Ser
1 5

<210>2

<211>8

<212>PRT

<213>Rotus trivirgatus
<400>2

Tyr Glu Ala Ser Ser Leu Gln Ser
1 5

<210>3

<211>7

<212>PRT

<213>Callithrix, espécie desconhecida
<400>3

Tyr Glu Ala Ser Lys Leu Gln
1 _ 5

<210>4

<211>8
<212>PRT
<213>Callithrix, espécie desconhecida

<400>4
Tyr Ser Ala Ser Asn Leu Glu Thr
1 5

<210>5
<211>324
<212>DNA
<213>Sintético
<400>5

pacarceagy tgacccagte tecatcetdt clgtetgcat crgtagpaga cegrgteace
Atcacripgec gogeaagtca oaocategat agrrattiac artogtaces goagaascca

g90aaag0Ct cLadgeTect gatctatagt geatoogagt tgcasagion agrcccatea
cgtttcagrg 9Cagrooatc taggacagat tcacterca ccatcaghag tergeaacet
gaagattirg ctacgtacta cugtoascan grrgtgtgge grcotiitac gticgpccas

gggaccaagg touaaatcan acef

120

180
240
300
324
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<210>6
<211>108
<212>PRT
<213>Sintético

<400>6

Asp 1Te GIn et Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

1 - 5 10 i5 -

Asp Arg val Thi- I1e Thr Cys Arg Ala Ser Gln Ser fTe Asp Ser Tyr
20 25 30 ]

Leu ¥is Trp Tyr ¢In GIn Lys Pro 61y Lys Ala Pro Lys Leu Leu fle

35 a0 at

Tyr Ser Ala-Ser Glu Leu 6In ser 61y val Pro Ser Arg phe Ser ¢ly

- 50 55 . 60

ser Gly ser Gly The Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu &ln Pro

65 70 73 80

€lu Asp Phe Ala g%slr Tyr Tyr Cy¥s 6in g%n val val Trp Arg g;o Phe .

Thr phe Gly GIn Gly Thr Lys val slu’né LYS AP
fe 6 T Y 105 g

<210>7
<211>108
<212>PRT
<213>Sintético

<400>7

asp T1e Glp mer Thr G1n Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
1 5 . 10 15 ‘
Asp Arg val ;gr Ile Thr Cys Arg g}a ser glIn Sar z]evggp ger Tyr
Leu His Trp Tyr Gla GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Led Leu Ile
35 i . 40 7 4§
Tyr ser Ala Ser Asn Leu Glu Thr Gly val Pro Ser arg phe ser Gly
50 . - 55 60
ser Gly Ser Gly Thr Asp Fhe Thr Leu Thr Tla Ser Ser Leu Gin Pro
65 . 70 75 ‘ 80
 &lu asp phe Al3 Egr Tyr Tyr Cys Gln g%n val val Trp Arg Sgo rhe

%

Thr phe Gly Gln Gly Thr Lys val Glu 1le Lys Arg
100 . 105

<210>8
<211>108
<212>PRT
<213>Sintético



»

-t

<400>8
asp Tle ¢In Met Thr &ln Ser Pro Ser Ser Leu ser Ala Ser-val Gy
o1 . - . 10 135
Asp Arg val Thir Tie The Cys Arg Ala Ser Gln Ala Tle Asp Ser Tyr
20 25 30
Ley His Tr r Gin Gln Lys Pro Gly Lys A)a Pro Lys Leu leu Ile
vzsp Ry Y 40 y 4%5
% geor Ala ser Asn Leu g';u Thr Gly val pro ggr arg Phe Ser Gly
ser Gly ser Gly Thr Asp phe Thr Leu Thr Ile ser Ser Leu GIn Pro
€5 70 . ( 75 80
Gl Asp phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gla Gln val val Trp Arg Pro Phe
85 i 90 pArg 93
thr the Gly §1a Gly Thr Lys val Glu Tle Lys Al
; $00 b 4 ys Vva ok ys Arg
<210>9
<211>108

<212>PRT
<213>Sintético

<400>9

Asp Xle Gln Met Thr Gln Ser Pro ser Ser Lau ser Ala Ser val Giy
1 5 0 - 15 :
Asp arg val Thr 1le Thr cfs Arg Ala Ser ¢ln Ser Ile Asp Ser Tyr
20 25 30 '
Leu Wis Trp Tyr &1n GIn Lys Pro Gly Lys ala Pro Lgs Leu teu Ile
A 35 . , 40 4
" Tyr ?ﬁt Ala Ser Asn Leu g;u Thr Gly val pro ggr Arg phe ser Gly

ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr teu Thr Ile Ser ser Leu Leu Pro
65 70 75 : 80
3

Gl Asp Phe ala The Tye Tyr Cys Gn Gla val Val o AfS B Phe
. 85 ~ |

Thr Phe Gly Gln Gy Thr(hys val Glu 1le LyS Arg
- 106 165 : ’
<210>10
<211>108

<212>PRT
<213>Sintético
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<400>10

Gln set Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser val Gly
asp Ite Glin Met I r 35" 14
Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Arg géa ser Gln Ala Ile ggp ser Tyr
20 ) :
'Leu His Trp Tyr 6In GIn Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu 1le’
' 35 40 . 45
ser Ala Ser Asn Leu Glu Thr Gly val Pro Ser Arg Phe Ser Gly
Tyrso . 55 A 60
" car Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Leu Pro
Sng,y Y ﬁ?' 75 80
Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln ggn val val Trp Arg ;;d phe
85 _ !

" 1y ¢ln 6ly Thr Lys val Glu Ile Lys Afg,
Thr phe Gly gog y y ely

<210>11
<211>18
<212>DNA
<213>Sintético

<400>11

aatckcaggt kccagatgl$8
<210>12

<211>18

<212>DNA

<213> Sintético

<400>12
gttyrggtkk gtaacactl8

<210>13
<211>18
<212>DNA
<213>Sintético

<400>13
atgmcttgtw acactgtgls8

<210>14

<211>267

<212>DNA

<213>Callithrix, espécie desconhecida

<400>14

gacatccagd tgecteagic kooatotied ctgactgcat Crgragpagy casagtoacc
atcacktgoe gagegagtca ggacattaac asgtggrtag ¢ctpgtatca geagaaacta
gagacagtcc CTaagoCCtt gatcratgay GLATCCRART TOCARAYTog ggtcccatca
aggticagty geagrygatc tggpacatat ttiactcrcy Ccatcageag cectgcagect
gapgetgctg caacttatta ctgreag

<210>15

<211>267

<212>DNA

<213>Callithrix, espécie desconhecida

ER s

240
267



<400>15

gacatccaga tpatccagte teentectee ctgiatgeat ct4thogaga cagagtcace 60
atcactiget gppeaagrea gogrartage cactgottag cctggtatca geagsaacca 120
gugaaagcee CtAsgetect gatctatags geatcaasatt tagaaacagg gghcccatcs 180
aggttcagtg g&agt-ggatc. caggacagat rrtactetca ccancageag <Crgeagect 240
garatatty caacatatta cttcaa 267

<210>16
<211>267
<212>DNA

<213>Callithrix, espécie desconhecida

<400>16

gacat¢caga tgacceagac tocatooted crgrergoat ctgtaggaga cagagrcace 60
atcactigec gogcaagtcs goptatrasc agetagrtag corggtatca gragaaacea 120
gogaaagece ctaagotoct gatcratgog geatcaaatt tggaaacagy ggrcccatea 180
agattcagog 0aagrygate ITHRgAtagat tttactotéa cratcagicag totgoagoct 240
gasgatattg caacatatta crgreaa 267

<210>17
<211>267
<212>DNA

<213>Callithrix, espécie desconhecida

gacatcc:;a tgatccagte Tecatcctee ctgtetgeat ctgtageadd tagagteasc 60
atcactrgot QgpCaagtca gogtattage cactggtiag ceTggtatca gragasicea 120
gggaaageee craagetect gatctatagt geatcaaatt tapgaacagy ggtecratea 180
Fggrtcagty gaagrggatd gaggacagat ttTACICICE CCatenglag grtgoagect 240
gaagatattg caacatatia cigtcan 267

<210>18
<211>267
<212>DNA

<213>Callithrix, espécie desconhecida

<400>18

gacatccaga tgacceagte tecaterted (ctgactgrat ctgtagoagy camagtcace 66
atcacttgoc gogegtotea gpacattaac sagtggitag coiggtatca geagaaacca 220
gggacapice ctaagocect gatCrargag gcarccaaat tgcaasgtgg ggtoccatea 180
aggttcageg geagtogate tgogacatat Trtactctca ccatcageag ccrguagect 240
gaagatgctg caacttatta ctgreay zZ67

<210>19
<211>267
<212>DNA

<213>Callithrix, espécie desconhecida



<400>189

gacatccaga tgacccagre Toeatectet otgtetgeat ctgtaggaga cagagrtacc
atcacttgee gogcgagtca guocartagt aattarvtag cotagtatca geagaaacca
ggpasascte craggeteet gatetatget geatccagit tacazactgg gattooctcl
cggticagep geagragatc tgggacagac tacactetca clarcaycay cetgeagtee
gaagatgtty caatrratta ctgtcaa

<210>20
<211>267
<212>DNA

<213>Callithrix, espécie desconhecida

<400>20

gacarccaga tgacceagre cecnbrttoc ctgacrgeat ctgtaggagy calagreact

atcacttgec gggeyagtea ggacatraac aagtggrrag cerggtates geagaaacea
gggacagtcc ctaageecce gatcratgag gcatocaaar eaaagleg yatceeatea
aggcscagey geagrggatc tgp@acatat tecactotca CLateageag cotgrageet
gaagatgetg caacttata ctgtay

<210>21

<211>267

<212>DNA
<213>Callithrix, espécie desconhecida

<400>21

gacatocaga tgacecagtc TECATCITCE crgactycat ctgtagsasg cagasgrcacc
atcactigcce gggcgagtia ggacattaac aagtggicay cetggtatca goagaaaced
gggatagtcc ctangocrct gatctatgay geatccamal tgeaaagtgg ggtoccatea
aggttcageg geagtogate tgggacatat TITactcics ccatcagcayg cotgeagect
giagatgety CAACTLATLA CTgtean

<210>22
<211>267
<212>DNA

<213>Callithrix, espécie desconhecida

<400>22

gacatccags tgacceagee t:catcitce ctgactgeat. ctdragpagg taaagrcace
gtcacttace ggucgagica QUacattast aagigoriag ccTggtatca geagaaacea
gggacagteoc ctaagocect gatctatgag goarcraaat rgcaaegiig ggroccata
aggricagey acagtggate tgggacatat ttractckca ccatcagoag ccrpeagect
gaagatgety caactiatta ctgtoug

<210>23

<211>267

<212>DNA
<213>Callithrix, espécie desconhecida

120
180
240
267

120
180
240
267

120
180
2A8
267

120
180
240
267



<400>23

gicatcoaga tHACCCAge tocatettee ctgactgratr ctgragyagy caaagicacc
Atcacttocs GUUCHROtea ggacatTaAC Ragtaortag CCLOptatea §Caglaacth
gggacagree ttaagecect gatctatygag goaLecaaat THCaAaPTY Joreccanca
aggttoagey geagrogats tgggacatat trtacrctca ccatcageag cetgragoct
gaagatgcty casctratta ctgtcag

<210>24

<211>267

<212>DNA

<213>Callithrix, espécie desconhecida

<400>24

gacateeags toicccaglc tocatotteol ctpactgeat ctynggagy caaagioact
atcacttgce ggpogagtca ggncateaxt aagrygttay CCYgQLales glapaaacca
gagacsytce CLaIDLLOCt garctatgag pCatccadar tgcazagtgg pgtoccatea
aggrreageg geagtagate TOPJACATAT tTTactcréd ccargagoag cerpcagoet
gaagatycty caaCtTatta ctgtcag

<210>25
<211>89
<212>PRT
<213>Callithrix, espécie desconhecida

<400>25
Asp Tle Gln Met Thr GIn Ser Pra Ser Ser Lew Tar ala Ser val 6ly
1 3 i0 15
Gly tys val Thr Ile Thr Cys Arg Ala ser 6ln Asp Ile Asn Lys Trp
20 25 30
Leu ATa Trp Tyr Gin ¢ln Lys Pro Gly Thr val Pro Lys ero Leu Ile
Py Y$ 20 5
e A1 ; o Gl ¢ly val Pro Ser Arg Phe ser Gly
Tyr Glu Ala Ser Lys teu Gin ser Gly se
50 5% 6
ser Gly ser Gly Thr rg; phe Thr Leu Thr Tle ser Ser Lea Gin 25?
&5 7 i
Glu Asp Ala Alz Egr Tyr Tyr Cys GIn

<210>26
<211>89
<212>PRT
<213>Callithrix, espécie desconhecida

120

240
267

120
180
240
267



<400>26

Asp Tle Gln Het Ile GlIn Ser Pro Ser Ser Leu Ser Als ser val Gly

1 5 10 135

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Trp Ala ser ¢in ¢ly I'le Ser His Tr
9 0 i P 25 y 30 ¢

Leu ala Tr r Gln G1n Lys Pra Gly'tys Al3 Pro Lys Lew Leu Tla

35’ 4 4 40 Y 4!

tyr Ser Ala Ser asn Leu Glu The ly va) pPro Ser Arg Pha Ser Gly
50 55 60

ser Gly Ser Arg Thr Asp phe Thr Leu The Ile Ser Ser Leu GIn Pra

£5 70 73 80

Glu asp Ile A1a.§2r Tyr Tyr Cys GIn

<210>27

<211>89
<212>PRT

<213>Callithrix, espécie desconhecida

<400>27

Asp Ile GIn Met Thr ¢ln Thr pro ser ser Leu ser Ja Ser vat Gly
1 5 10 15
Asp Arg Val ;%r Tle vhr Cys ATG g%a ser Gih Gy tle ggr Sap TP
Leu Ald Trp Tyr 61n GIn Lys Fio Gly tys Ala Pro L§S'Leu Ley Yle
38 40 )
yr Gly Ala Ser Asn Leu,Glu Thr 61 val Pro Ser Arg Phu Ser Gl
S’ S5 4 g0 9 y
ser Gly ser Gly Thr asp Phe Thr Leu The Ile Ser Ser Leu Gln Pro
8
<210>28

<211>89
<212>PRT

<213>Callithrix, espécie desconhecida

<400>28

Asp Tle GIn Met Ile Gln Ser Pro Ser Ser Leu Seir Ala ser yal aly
1 5 10 15
Asp Arg val ;%r rle Thr Cys TP S}a ser Gln Gly Ile gsr His Trp
Lets Ala Trp Tyr Gln Gin tys Pro Gly tys Ala PrO Lys Leu Leu Ile
3;PTY ¥ ) y ty %§
Tyr Ser ATR Ser Asn teu Gly Thr €1y val pro Ser Arg phe ser Gly
50 $5 ]
ser Gly Ser Arg Yhr Asp fhe The vey Thr tle Ser Ser Leu GIn Pro
65 4 9 7'()p 75 80

Glu Asp Ile Ala ggr‘Tyr Tyr Cys Gln



<210>29
<211>89
<212>PRT

<213>Callithrix, espécie desconhecida
<400>29
400> 29

;sp Ile GIff Het ;hr ln ser pro ser igr Leu Thr Ala Ser \{gl Gly
Gly Lys val 1213;- 1le Tat CyS Arg ls‘;a tys ¢ln Asp Xle ggn 1ys Trp
ey Ala }3'{5'0 Tyr €1n €10 Lys :50 6ly Thr val pro %{s pro Leu Ile
™we ‘é?;“ ala ser Lys teu cé‘:%n ser Gly val Pro ggr Arg phe Sec Gly

' b - et Led GIn Pro
ggr 6ly Ser Gly Thr ‘%r phe Thr Leu Thr %e ser Se A

Glu Asp Ala Ala ‘gr‘ Tyr Tyr Cys Gin
<210>30 '

<211>89
<212>PRT

<213>Callithrix, espécie desconhecida

<400>30

: 34 e er pro Ser Ser ieu Ser Ala ser val Gly
?-sp I1e Gln Met }hr Gin ser p s8 i
s Arg val ® Thr Cys Arg Ala Ser Gin Gly Ile Ser Asn Tyr
Asp arg val ;gr Ile'thr Cys Arg Al 28
Ley Ala Trp Tyr 6ln Gla LyS :39 Gly Lys The pro %gg Ley Leu Xie
B
Tyr Ala.Ala ser Ser Leu G1n thr Gly Tle Pro Ser Arg Rhe Ser Gly
I 4 5% 60
i Tyr | - ] * Leu Gin Ser
%’E’ Gly Ser Gly The %y Tys Thr Led The %e ser Ser S=
¢lu Asp val Ala §1se ‘fyr Tyr Cys GIn
<210>31

<211>89
<212>PRT

<213>Callithrix, espécie desconhecida
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<400>31
A T1a Gln Mer Thr GIn Ser Pro Ser 3&¢ Leu Thr.ala ser val cly
b3 S 10 i3
Gly Lys val Tar Ile Thr Cys Arg Ala Sér GIn Asp Ile Asn Lys Trp
20 25 30
Leu ala Trp Tyr Gln GIn Lys Pro Gly Thr val Pro t.{s Pro Leu Yie
35 49 4
TV ggg ala ser Lys Lel g}n ser €ly val pro zsr Arg teu Ser Gly
¢ er Gly Thr Tyr Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu GIn Pro
gar cty ser Sy Thr 7 80

clu asp ala Ala ggr Tyr Tyr Cys GIn

<210>32
<211>89
<212>PRT

<213>Callithrix, espécie desconhecida

<400>32

Asp Tle GIn Met Thr Gn Ser Fro Ser Ser ieu Thr ala ser val Gly

b3 : 5 : 10 ' 13

Gly Lys Val Thr Xle Thr Cys Arg Ala Ser Gln Asp Ile Asn LyS Trp
C 20 25 30

Ser ATa Tep TYr GTn GIn Lys Pro &)y Thr val Pro‘Lgs Pro Leu Ile
35 49 4

r Glu Ala Ser Lys Leuw Gla Ser Gly val Pro Ser Arg Phe Sar Gl

™% 4 55 y B Y

ser Gly ser cly Thr ;5r Phe thr Leu Thr I1¢ ser Ser teu GIn Pro

£% 75 80

&lu Asp Als Ala zgr Tyr Tyr Cys GIn

<210>33
<211>89
<212>PRT
<213>Callithrix, espécie desconhecida

<400>33

Asp Tls Gln net The Gln Ser Pro Ser Ser Leu The Ala ser val 6ly
1 5 0 : 15
Gly Lys val ;}6.- val Thr Cys Arg 2}“ ser GIn Asp Ile ggn LYS Trp
Leu Ala ;gp T¥r Gin &ln Lys gao Gly. Thr val Pro gs Pro tou Ile
r &lu Alz Ser Lys Leu @in Ser Gly val Pro ser Arg Phe Ser Gl

Ty & rLy & Y 3 <] b4
ser Gly ser Gly Thr Tyr Phe Thr Lev Thr Il Ser ser Leu GIn Pro
65 Y Y ;3 75 80

Glu Asp Ala Ala }tsw fyr Tyr Cys Gin
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<210>34

<211>89

<212>PRT

<213>Callithrix, espécie desconhecida

<400>34

Asp TTe 61n Ket Thr-Gin Ser Pro Ser Ser Leu Thr Ala Ser val Gly
1 s 10 15

¢y Lys val The Ile The Cys arg Ala ser 61n as Ile Asn Lys T
y Lys 14 CY‘PQ?’S P Soym

11
‘Lap Ala Trp Tyr 6ln Gln LyS Pro Gly Thr val Leu i.gé Pro Ley Ile
K 40, 45

tye GTu Ala ser Lys keu G1n sar Gly val fro ggr Arg fhe Ser Gly
ser Gly ser Gly Thr Tyr Phe Thr Leu Thr Tle Ser Ser Leu Gin Pro
Ser Gly ser Gly TO7 3% 75 30

Glu Asp Ala A%a,ggr Tyr Tyr Cys 6€In

<210>35
<211>89
<212>PRT

<213>Callithrix, espécie desconhec1da

<400>35

Asp I18 GIn mat Thr Gln Ser Pro Sar sep Lew thr Ala ser val 6ly
1 5 10 15
&1y Lys val ;gr Tie Thr Cys Arg %‘Isa ser &ln Asp Ile a;g_n Lys Trp
u Ala T r Gin @10 Lys pro Gly Thr val Pro Lys Pro Leu e
Leu 32" R4 4 40 4!
Tyr Glu Ala ser Lys Leu Gln Ser Gly val Pro Lew Arg Fhe Ser Gy
50 53 60
1y Ser Gly Thp Tyr phe Thr Leu Thr Ile s¢r Ser Leu §In PPO
?i?r ¢y v % 75 80

Glu Asp Ala ATa gﬁr Tyr Tyr Cys Gin

<210>36

<211>267

<212>DNA

<213>Aotus trivirgatus

<400>36

<400> 36
gacatccaga tgtcceagtc tccaxccttc czgtttgcat ctgcaggaqa cagagtcacc

atcaccrgec aggtgagtca gqgaattagc agtgaattac tatggtatca gcagazaacca

guaaaagcec ctatgetctt gat:tatpct gcaaceaaat tgcagrogge aatCCCRYCt'

cggticagty geeatggatc tgggacagar. grcacteica ceatcageag covgeagect
gatgattttg ctacttatta ctgteaa

120
180
240
267
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<210>37

<211>267

<212>DNA

<213>Aotus trivirgatus

<400>37

gacatccaga tgacecagtc tgratieree ctgtetgcat ¢tgtaggaga cagagtcace
attacttgec aggegagtca Qggcit:tacc agtgatriag cotggtatca peaaaagera
gygaacgect ctasgetcet gatctatgag geatccagtt vacazagega geteccatea
20gTTCagCY geagtygate toggagagat trtactcca ceatcageag, cotgcagect
gapgattttg‘téactiafta ctgtcaa :
<210>38

<211>267

<212>DNA
<213>Aotus trivirgatus

<400>38

$3CALCCAGA THACCLAgAC TCCHTCCCE ctgtetgeat ctgtaggaga cagagecace
atcacttyce ggpcgagrea agacatttac 2attatrttag cotggtatca geagasacca
gYgaadacTc Ctaggltett gatitatpct gratecagtt tgeaaactg gattocoteT
cpgticagty geagtggatc tOggacagac Tatactetea CCatcagcag cotgoagoes
gatgsttrty ccactratia crgtcaa

<210>39

<211>267

<212>DNA
<213>Rotus trivirgatus

<400>39

gﬂchttxﬁga-tgacc:ngac tecatectoe crgoctgcat Cigtagnaga casagteace
atcacrtace gadcaagtea gograttage agerogtrag cctggtatea geggaaacca
09P2aageCe Ctaagctect gatccataag geatcasatt tggaaacagy gatcccatca
30gTIcagty gaAYTYYATC TEEHACATAT TLTACTCNLCR ccatcégcaq cttgoagect
gaagatateg caacatatta cTgress

<210>40

<211>267

<212>DNA
<213>Aotus trivirgatus

<400>40

gacatccapa THAToeagte tecatotiee ctgactgcat Ctgteggaga casagtoace
atcactigee gggeaagica gogeatiase aztaatitag cctogtatea ¢gcagaaacca
gggRasgeLe Cctaagecoct gatctattat grarccagit tgcaaagedy ggticcatca
aggttcageg geagtytate topggcagat tacacteted coiccageag cetgeagect
gangatITrg cascttatts ctgrcaa
<210>41
<211>267

<212>DNA
<213>Aotus trivirgatus

120

240
267

60
120
130
240
287

120

180

240
267

120
180
240
267
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<400>41

gacaaccaga.tgatccag;cAtccatcttcc ctgactgeat ctgtaggaga cagagrcacc
atcacttyce gagecagrca gagtatiagc agetggttag cctggtatca geagazacea
posacagtce ClaBgectol gatctargac geateeasat tgcTaagtgg ggteccatca
aggttcagrg gevgrogatc tgggacagat trtactotca ceateageag ccrgeagoct
gaagatttty caacttatta cegtcas

<210>42
<211>89
<212>PRT
<213>Aotus trivirgatus

<400>42

Asp Ile Gln Mex Thr GIn Ser pro Ser phe Leu Ser Ala Ser Ala Gly
i 5 10 15

Asp Arg val Thr Ile Thr Cys Gin Va) ser G)n 6ly 11e ser Ser Gly

20 25 30
Leu Let Trp Tyr GIn Gln Lys £ro Gly tys Ala Pro Met Leu Leg 1l
35 40 45

ryr Ala Ala Thr Lys L&y GIn Ser Gly Ile Pro 3er Arg phe Ser 61
Ty 4% ¥ o5 y b : y
His Gy ser gly Thr Asp #he The Ley THr 1le Ser Ser Ley Gin Pro
a5 ’ 70 75 80

Asp asp Phe Ala ggr Tyr Tyr ¢ys Gln

<210>43
<211>89
<212>PRT
<213>Aotus trivirgatus

<400>43

Asp Ile Gin Mer Thr Gin Ser Pro Ser Phe Leu Ser Ala ser Ala Gly
L 5 10 15
asp Arg Val Thr 1le The Cys Gln va) ser GIn cly Ile ger Ser Gly
PA T s R A
Leu Lew Trp Tyr Gin GIn Lys $ro Gly tys Ala Pro Met Leu le 1le
335 40 45
Tyr ?}Ja Ala THhr Lys Len g}n ser Gly Ile Pro %gr Arg Phe Ser Gly
His Gly ser Gly Thr Asp #he Thr Leu THr Xle Ser Ser Leu Gln Pro
&5 : 70 75 80

asp asp phe Ala *gsw Tyr Tye Cys G
Glv Asp Phe val ;151}" Tyr Tyr Cys Gin

<210>44
<211>89
<212>PRT
<213>Aotus trivirgatus

60
120
180
240
267
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<400>44
Asp)tTG &ln RBet The Gin Thr- Pro ser Ser Leu Ser Ala ser val dly
. ‘ 10 15
asp Arg val The Tle The Cys Arg 3}& ser @In Asp Tle Tyr Asn Tyr
Leu Ala Trp Tyr &ln Gin Lys Pro Gly Lys Thr $ro Arg Leu Leu Ile
S 1 A . 45
%yr gaa.uia ser Ser.lLeu g}n Thr gly 118 Pro 259 Ary Phe ser Gly

sar ﬁ‘n} ser Gly Thr Asp Tyr The Leu Thr Ile Ser sar Leu GIn Pro
& YT g , 73 .
' AsSp Asp Phe A1a,§2r‘77r'Tyr Cys Gln

<210>45
<211>89
<212>PRT
<213>Rotus trivirgatus

<400>45

éép 11 Gin Met §hr Gin Thr Pro ser igr Lou Pro Ala ser-yg\ Gly-
Asp Lys val Thr 11e Thr Cys Arg Ala Ser 61n Gly tle- ser Ser Trp
20 25 . 3
Leu Ala Trp Tyr Gln €10 Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu Ile
Sgp Y ¥ 40 é?
Hig Lys Ala Ser asn teu Glu thr 6ly val pro Ser Arg Phe Ser ely
58 55 B0
ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Loy Gin Pro
65 4 Y an 75 80

Glu Asp Ile Ala g?r yr Tyy Cys &l

<210>46
<211>89
<212>PRT
<213>Rotus trivirgatus

<400>46

Asp Ile GIp wet Thr GIn Ser Pro Ser Ser Leu Thr Ala Ser va) Gly
1 S 19 15

Asp Lys val Thr Ile Thr Cys Arg Ala Ser GIn Gly Xle Ser Asn Acn

20 25 30
Led AJa Trp TYr Gln 6in Ly$ Pro Gl 5 Ala Pro Lys Pro iey [le
11 A i 11

vr Tyr Ala Ser Ser teu GIn Ser Gly val ®ro Sep Arg Phe Ser 6l
b ?% 13 y €0 9 y
ser ¢ly Ser Gly Ala Asp Tyr Thr Leu The Thr Ser Ser Leu GIn Pro
P43 y AR % 75 80

Glu Asp phe Ala g%r Tyr TV Cys Gin
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<210>47
<211>89
<212>PRT
<213>Rotus trivirgatus®

<400>47

Asp Asn Gln vet Ile GIn Ser Pra Ser Ser Leu Thr Ala ser val ¢ly
1 5 - 10 15
Asp Arg Val zgr 1e Thr Cys Arg gga ser Gin Ser Ile ggr sgr Trp
teu Ala Trp Tyt GTn Gln Lys Pro Gly Thr val Pro L.Zs fro Leu Ile
35 40 r
Tyr Asp Ala Ser Lys Leu Ley Ser 6ly val pro ser arg pha ser Gly
¥ SOP ¥ §5 ¥ 3 rg
cgs Gy Ser 61y thr Asp phe Thr Leu Thr Yle Ser Ser Leu Gin Pro
& 70 75 1144

Glu Asp Phe Ala ;t;r Tyr Tyr Cys Gln

<210>48

<211>8

<212>PRT

<213>Aotus trivirgatus

<400>48
*{vr tyr Ala Ser §er Ley Gin ser

16

<210>49

<211>8
<212>PRT
<213>Sintético

<400>49
}r-y:'- ser Ala Ser xs;lu Leu GIn Ser

<210>50
<211>108
<212>PRT
<213>Sintético

<400>50

Asp Ile Gln et The Gin Ser Pro Ser Ser teu Sar Ala Ser val Gly

1 § 10 15

Asp arg val ;gr 1le Thr Cys Arg %}a ser Gln Ser I?e,ggp ser Tyr

Lee MWis Tr r &Tn GIn Lys Pro Gly o¥S Pre Pro Lys Leu Leu 1le

v s e el S &

fyr ser Ala Ser Asn tew Glu Thr Gly .val Pro Ser Arg #he Ser Gly
S0 55 60

er Gly Ser Gly Thr Asp ehe Thr Leu Thr I]s Ser Ser reu GIn.Prao -

& o y 75 80
: thr Tyr Tyr Cyé GIn 6ln val val Trp Arg Pro Phe

Glu asp Phe Ala SSP Tyr Tye Cy gl rp 44

<hr she Gly Gla Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg
" Y3057 105
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<210>51
<211>108
<212>PRT
<213>Sintético

<400>51
v ; r Leu Ser Ala Ser val Gy
asp ile GIn pet -gm- Gin Ser Pro ser ig" teu se " 1§ -
. e - \1a Ser Gin Ser Ile Asp Ser Tyr
Asp Arg val ;gr Ile Thr Cys ArG %5 36 -

. o : Gly Lys ATa Pro Lys Leu Leu Ile
teu wis Tro Ty 6tn 6ln Lys Pro 6ly Ly Al d ,

3 _ K . Arg Phe-Ser aly
Tyr ‘ser Ala Ser Asn teu Glu The Gly val Pro Ser Arg
7 50 o :
Arg Gly Ser Gly Thi Asp Phe The Leu Yhr Ile Ser Ser teu Gin Pro’
65 70 75 " 80
GTu Asp rhe AIa_;?r Tyr Tyr Cys 6ln ggh val val Trp Arg pro phe
Thr Phe Gly Gln 61 k'irhr Lys val e‘?u‘\ Yle Lys Ar
»,v_ 100 y el 105 Y Are
<210>52
<211>108

<212>PRT
<213>Sintético

<400>52

Asp Ve Gln Met Thr 6In Ser Pro Ser Ser Len Ser Ala Ser val Gly
1 R o 10 15
"ASp Arg VAl ;gr e Thr Cys Arg %}5 5P GIn Ser Tle ggp sap e
Lay ﬁis‘ TP Tyr 6In.G1n Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Ley Ile
T TSR Al 11 D
Tyr ser Ala ser Asn Leu Glu Thr Gly val bro Ser arg Fhe Sser gly
- 50 55 _ 60 - .
ser a}§ ser Gy thr Asp rha Thr Leu The Ile Ser Ser Leu Leu Pro
65 70 73 .80
6Ty Asp phe Ala gr Tyr Tyr Cys Gln g&n val val Trp Arg ggo Phe

vhr éhe & GIn Gly Thr 1ys vl Gia Tie Lys Ang
?JDO y 4 105 # 9
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1

REIVINDICACOES

1. Anticorpo de dominio recombinante (dAb) que se liga ao

TNF-o. humano, caracterizado pelo fato de que compreende um dominio

varidvel de cadeia pesada ou leve de imunoglobulina, em que referido
dominio varidvel compreende pelo menos uma regido determinante da
complementaridade (CDR) tendo uma seqiiéncia derivada de um primata do
Novo Mundo, em que a CDR € selecionada do grupo consistindo de
AATKLQS (SEQ ID NO: 1), EASSLQS (SEQ ID NO: 2), EASKLQS (SEQ
ID NO: 3) e SASNLET (SEQ ID NO: 4).

2. dAb recombinante de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de que a CDR ¢ CDR2.

3. dADb recombinante de acordo com a reivindicagdo 1 ou com

a reivindicagio 2, caracterizado pelo fato de que tem uma seqiiéncia

selecionada das seqiiéncias consistindo de:
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIDSYLHWYQQKPGKAPKLLI
YSASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQVVWRPFT
FGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 7);
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQAIDSYLHWYQQKPGKAPKLLI
YSASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQVVWRPFT
FGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 8);
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIDSYLHWY QQKPGKAPKLLI
YSASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLLPEDFATYYCQQVVWRPFT
FGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 9);
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQAIDSYLHWY QQKPGKAPKLLI
YSASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLLPEDFATYYCQQVVWRPFT
FGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 10);
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIDSYLHWY QQKPGKPPKLLIY
SASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQVVWRPFTF
GQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 50);
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2

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIDSYLHWYQQKPGKAPKLLI
YSASNLETGVPSRFSGRGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQVVWRPF
TFGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 51); e
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSIDSYLHWYQQKPGKAPKLLI
YSASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLLPEDFATYYCQQVVWRPFT
FGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 52). |

4. dAb recombinante de acordo com a reivindicacdo 3,
caracterizado pelo fato de que tem a seqiiéncia:
DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQAIDSYLHWYQQKPGKAPKILLI
YSASNLETGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLLPEDFATYYCQQVVWRPFT
FGQGTKVEIKR (SEQ ID NO: 10).

5. dAb recombinante de acordo com qualquer uma das

reivindica¢des 1 a 4, caracterizado pelo fato de que a CDR1 e/ou a CDR3 sédo

modificadas para melhorar a ligagdo ao antigeno.
6. dAb recombinante de acordo com qualquer uma das

reivindicagbes 1 a 5, caracterizado pelo fato de que tem baixa

imunogenicidade nos seres humanos.

7. Molécula de acido nucleico isolada, caracterizada pelo fato

de que codifica o dAb como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a
6.

8. Composi¢do farmacéutica, caracterizada pelo fato de que

compreende uma quantidade eficaz de um anticorpo de dominio recombinante
(dAb) como definido nas reivindicagdes 1 a 6, junto com um carreador ou
diluente farmaceuticamente aceitaveis.

9. Método para detectar o TNF-oo humano em uma amostra,

caracterizado pelo fato de que compreende o contato da amostra com uma

quantidade eficaz de um dAb recombinante como definido em qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 6, e a detecgdo da quantidade de dAb ligado.

10. Método de acordo com a reivindicagdo 9, caracterizado
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pelo fato de que a amostra é uma amostra biologica.
11. Método para tratar de um disturbio distinguido pela

atividade do TNF-o. humano em um individuo humano, caracterizado pelo

fato de que compreende administrar ao individuo uma quantidade eficaz de
uma composigdo farmacéutica como definida na reivindicagdo 8.

12. Método de acordo com a reivindicagdo 11, caracterizado

pelo fato de que o distirbio distinguido pela atividade do TNF-a humano ¢
selecionado do grupo consistindo de inflamagdo, doengas inflamatdrias,
sepse, incluindo o choque séptico, o choque endotdxico, a sepse Gram-
negativa e a sindrome do choque téxico; a doenga autoimune, incluindo a
artrite reumatdide, a espondilite reumatodide, a osteoartrite e a artrite de gota,
alergia, esclerose multipla, diabete autoimune, uveite autoimune e sindrome
nefrotica; doenga infecciosa, incluindo febre e mialgias devidas a infeccdo e
caquexia secundaria a infecgdo; enxerto versus doenga hospedeira;
crescimento tumoral ou metastase; disturbios pulmonares, incluindo a
sindrome da insuficiéncia respiratéria em adulto, pulméo de choque, doenga
inflamatoria pulmonar cronica, sarcoidose pulmonar, fibrose e silicose
pulmonares; distirbios inflamatdrios intestinais incluindo a doenga de Crohn
e a colite ulcerativa; disturbios cardiacos; distirbios inflamatérios dsseos,
hepatite, distirbios da coagulagdo, queimaduras, lesdo de reperfusdo,

formagdo de queldides e formagdo de cicatrizes teciduais.
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FIGURA 2

Seqiiéncias de saqiij

Seqiiéncia 1 de nucleotideos de sagiiis (SEQ ID NO: 14)
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCTTCCCTGACTGCATCTGTAGGAGGCARAGTCACCATC
AC’I"I'GCCGGGCGAG’I‘CAGGACATTAACAAGTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAAQCAGGGACA
GTCCCTAAGCCCCTGATCTATGAGGCATCCAAATTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGC
GGCAGTGGATCTGGGACATATTPTACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATGCTGCA
" ACTTATTACTGTCAG ‘

Seqiiéncia 4 de nucleotideos de sagiiis (SEQ ID NO: 15)

GACATCCAGATGATCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATC
ACTTGCTGGGCAAGTCAGGGTATTAGCCACTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAA
GCCCCTAAGCTCCTGATCTATAGTGCATCAAATTTAGARACAGGGGTCCCATCAAGGTT'CAGT
GGAAGTGGATCCAGGACAGATTTTACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATATTGCA
ACATATTACTGTCAA ’ )

Segqiiéncia 3 de nucleotideos de sagiiis (SEQ ID NO: 16)
GACATCCAGATGACCCAGACTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGRAGTCACCATC
ACTTGCCGGGCAAGTCAGGGTATTAGCAGCTGGTTAGCCTCETATCAGCAGAAACCAGGGAAA
»GCcCCTAAGC'I‘CCTGATCTA'I'GGGGCATCAAATTTGGAAACAGGGG‘I‘CCCATCAAGATTCAGC
GGARGTGGATCTGGGACAGATTTTACTCTCACCATCAGCAGTCTGCAGCCTGAAGATATTGCA
ACATATTACTGTCAA '

Seqiiéncia 4 de nucleotideos de sagiiis (SEQ ID NO: 17)
GACATCCAGATGATCCAGTCTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATC
ACTTGCTGGGCAAGTQAGGGTATTAGCCACTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAA
CCCCCTAAGCTCCTGATCTATAGTGCATCAAATTTAGGAACAGGGGTCCCATCAAGGTTCAGT
CGAAGTGGATCCAGGACAGATTTTACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATATTGCA
ACATATTACTGTCAA

Seqiiéncia 5 de nucleotideos de sagiiis (SEQ ID NO: 18)
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCTTCCCTGACTGCATCTGTAGGAGGCAAAGTCACCATC
ACTTGCCGGGCGTGTCAGGACATTAACAAGTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGACA
GTCCCTAAGCCCCTGATCTATGAGGCATCCAAATTGCRAAGTGGGETCCCATCAAGGTTCAGC
GGCAGTGCATCTGGGACATATTTTACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATGCTGCA
ACTTATTACTGTCAG '
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Segqiiéncia 6 de nucleotideos de sagiiis (SEQ ID NO: 19)
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTCCCTOTCTCCATCTGTAGGAGACAGAGTTACCATC
ACTTGCCGGGCGAGTCAGGGCATTAGTAATTATTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGARA
ACTCCTAGGCTCCTGATCTATGCTGCATCCAGTTTACAAACTGGGATTCCCTCTCGGTTCAGC-
GGCAGTGGATCTGGGACAGACTACACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGTCTGAAGATGTTGCA
ATTTATTACTGTCAA

Seqiiéncia 7de nucleotideos de sagiiis {SEQ ID NO: 20)
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCTTCCCTGACTGCATCTGTAGGAGGCAAAGTCACCATC
ACTTGCCGGGCGAGTCAGGACATTAACAAGTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGRGACA
GTCCCTAAGCCCCTGATCTATGAGECATCCARATTGC ARAGTGGGGTCCCATCARGGCTCAGES
GGCAGTGGATCTGGCACATATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATGCTGCA
ACTTATTACTGTCAG

Seqiiéncia 8de nucleotideos de sagiiis (SEQ ID NO: 21)

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCTTCCCTGACTGCATCTCTAGGAGGCAAAGTCACCATC
ACTTGCCGGGCGAGTCAGGACATTAACAAGTGGTCAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGACA
GTCCCTAAGCCCCTGATCTATGAGGCATCCAAATTGCAAAGTGGGETCCCATCAAGGTTCAGE
CGCAGTGCATCTGGGACATATTTTACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATGCTGCA
ACTTATTACTGTCAG

Seqiiéncia 9de nucleotideos de sagiiis (SEQ ID NO: 22)

GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCTTCCCTCACTGCATCTGTAGGAGGCAAAGTCACCGTC -
ACTTGCCGGGCGAGTCAGGACATTAACAAGTCGT TAGCCTGGTATCAGCAGAARCCAGGEACA
GTCCCTARGCCCCTGATCTATGAGGCATCCAAATTGCAAAGTGCAGTCCCATCAAGGTTCAGC
GGCAGTGGATCTGGGACATATTTTACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATGCTGCA
ACTTATTACTGTCAG

Seqiiéncia 10 de nucleotideos de ségiiis (SEQ ID NO: 23)

GACATCCAGATGACCCAGTCTCGATCTTCCCTGACTGCATCTGTAGGAGGCAAAGTCACCATC
ACTTGCCGOGCGACTCAGGACATTAACAAGTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGACA
GTCCTTAAGCCCCTGATCTATGAGGCATCCAAATTGCAAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGCV
GGCAGTGGATCTGGGACATATTTTACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATGCTGCA
ACTTATTACTGTCAG

Seqiiéncia 11 de nucleotideos de sagiiis (SEQ ID NO: 24)
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCTTCCCTGACTGCATCTGTAGGAGGCAAAGTCACCATC
ACTTGCCGGGCGAGTCAGGACATTAACAAGTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGACA..
GTCCCTAAGCCCCTGATCTATGAGGCATCCAAATTGCAAAGTGGGGTCCCATTAAGGTTCAGC
GGCAGTGGATCTGGGACATATTTTACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATGCTGCA
ACTTATTACTGTCAG
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Seqiiéncia 1 de aminoacidos de sagiiis (SEQ ID NO: 25)

DIQMTQSPSSLTASVGGKVTITCRASQDINKWLAWYQQKPGTVPKPLIYEASKLOSGVPSRES
GSCSCGTYFTLTISSLQPEDAATYYCQ

Segiiéncia 2 de aminoacidos de sagiiis (SEQ ID NO: 26)
DIQMIQSPSSLSASVGDRVTI'I‘CWASQGISWLAWWHGMPHLIYSMMETG@SMS
GSGSRTDFTLTISSLOPEDIATYYCQ

Seqiiéncia 3 de aminoacidos de sagiiis (SEQ ID NO: 27)

DIOMTQTPSSLSASVGDRVTITCRASQGLS SWLAWYQOKPGKAPKLLIYGASNLETGVPSRFS
GSGSGTDFTLTISSLQPEDIATYYCQ

Seqiiéncia 4 de aminoacidos de sagiiis (SEQ ID NO: 28)
DIQMIQSPSSLSASVGDRVTITCWASQGT SHWLAWYQOKPGKAPKLLIYSASNLGTGVPSRES
GSGSRTDFTLTISSLOQPEDIATYYCQ

Seqiiéncia 5 de aminoacidos de sagiiis (SEQ iD NO: 29)

DIQMTQSPSSL’I‘ASVGGKV’I‘ITCRACQDINKWLAWYQQKPGTVPKPLIYEASKLQSGVPSRFS
GSGSGTYFTLTISSLQPEDAATYYCQ .
Seqiiéncia 6 de aminoacidos de sagtiis (SEQ ID NO: 30)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQGISNYLAWYQORPGKTPRLLIYAASSLOTGIPSRFES
GSGSGTDYTLTISSLQSEDVAIYYCQ . ‘

Seqiiéncia 7 de aminoacidos de sagiiis (SEQ ID NO: 31)
DIQMTQSPSSLTASVGGKVTITCRASQDINKWLAWYQQKPGTVPKPLIYEASKLQSGVPSRLS.
GSGSGTYFTLTISSLQPEDAATYYCQ :

Seqiiéncia 8 de aminoacidos de sagiiis (SEQ ID NO: 32)

DIQMTQSPSSLTASVGGKVTITCRASQDINKWSAWYQQKPGTVPKPLIYEASKLQSGVPSRFS
GSGSGTYFTLTISSLQPEDAATYYCQ

Seqiiéncia 9 de aminoacidos de sagiiis (SEQ ID NO: 33)

DIQMTQSPSSLTASVGGKVTVTCRASODINKWLAWYQQK PGTVPKPLIYEASKLQSGVPSRES
GSGSCTYFTLTISSLQPEDAATYYCQ

Seqiiéncia 10 de aminoacidos de sagiiis (SEQ ID NO: 34)

DIQMTQSPSSLTASVGGKVTITCRASQDINKWLAWYQQKPGTVLKPLIYEASKLQSGVPSRFS.
GSGSGTYFTLTISSLOPEDAATYYCQ
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Seqiiéncia 11 de aminoacidos de sagiiis (SEQ ID NO: 35)

DIQMTQSPSSLTASVGGKVTITCRASQDINKWLAWYQQKPGTVPKPLIYEASKLQSGVPLRFS
GSGSGTYFTLTISSLQPEDAATYYCQ

Seqiiéncias de macacos-da-noite

Segqiiéncia 1 de nucleotideos de macacos-da-noite (SEQ ID NO: 36)
GACATCCAGATGACCCAGTCTCCATCCTTCCTGTCTGCATCTGCAGGAGACAGAGTCACCATC
ACCTGCCAGGTGAGTCAGGGAATTAGCAGTGAATTACTCTGGTATCAGCAGAAACGAGGGAAA
GCCCCTATGCTCTTGATCTATGCTGCAACCAAATTGCAGTCGGGAATCCCATCTCGGTTCAGT
GGCCATGGATCTGEGACAGATTTCACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGATCGATTTTGCT ¢
ACTTATTACTGTCAA

Seqiiéncia 2 de nucleotideos de macacos-da-noite (SEQ ID NO: 37)

GACATCCAGATGACCCAGTCTGCATTCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATT
" ACTTGCCAGGCGAGTCAGGGCATTACCAGTGATTTAGCCTGGTATCAGCAAAAGCCAGGGAAC
GCCTCTAAGCTCCTGATCTATGAGGCATCCAGTTTACAAAGCGAGGTCCCATCAAGGTTCAGC
GGCAGTGGATCTGGGAGAGATTTTACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGTA
ACTTATTACTGTCAA ’

Seqiiéncia 3 de nucleotideos de macacos-da-noite (SEQ ID NO: 38)

GACATCCAGATGACCCAGACTCCATCCTCCCTGTCTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATC
ACTTGCCGGGCGAGTCAAGACATTTACARTTATTTAGCCTGGTATCAGCAGAARCCAGGGAAR
| ACTCCTAGGCTCTTGATCTATGCTGCATCCAGTTTGCAAACTGEGATTCCCTCTCAGTTCAGT
GGCAGTGGATCTGGGACAGACTACACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGATGATTTTGCC
ACTTATTACTGTCAA

Séqﬁéncia 4 de nucleotideos de macacos-da-noite (SEQ ID NO: 39)

GACATCCAGATGACCCAGACTCCATCCTCCCTGCCTGCATCTGTAGGAGACAAAGTCACCATE
ACTTGCCGGACAAGTCAGGGTATT AGCAGCTGETTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAR
CCCCCTAAGCTCCTGATCCATAAGGCATCAAATTTGGAAACAGGGATCCCATCAAGGTTCAGT
GOAAGTGGATCTGGGACAGATTTTACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATATCGCA
ACATATTACTGTCAA '

Seqiiéncia 5 de nucleotideos de macacos-da-noite (SEQ ID NO: 40)

CACATCCAGATCACCCAGTCTCCATCTTCCCTGACTGCATCTGTAGGAGACARAGTCACCATC
| ACTTGCCGGGCAAGTCAGGGCATTAGCAATAATTTAGCCTGGTATCAGCAGAAACCAGGGAAA
GCCCCTAAGCCCCTGATCTATTATGCATCCAGTTTGCAAAGCEGAGTCCCATCAAGGTTCAGC
GGCAGTGGATCTGEGECAGATTACACTCTCACCACCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCA
ACTTATTACTGTCAA
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Seqiiéncia 6 de nucleotideos de macacos-da-noite (SEQ ID NO: 41)

GACAACCAGATGATCCAGTCTCCATCTTCCCTGACTGCATCTGTAGGAGACAGAGTCACCATC
ACTTGCCGAGCCAGTCAGAGTATTAGCAGCTGGTTAGCCTGGTATCAGCAGARACCAGGGACA |
GTCCCTAAGCCTCTGATCTATGACGCATCCAAATTGCTAAGTGGGGTCCCATCAAGGTTCAGT
GGCTGTGGATCTGGGACAGATTTTACTCTCACCATCAGCAGCCTGCAGCCTGAAGATTTTGCA
ACTTATTACTGTCAA '

Seqiiéncia 1 de nucleotideos de macacos-da-noite (SEQ ID NO: 42)

DIOMTQSPSFLSASAGDRVTITCQVSQGISSELLWYQQKPGRAPMLLIYAATKLQSGIPSRFS
GHGSGTDFTLTISSLQPDDFATYYCQ

Seqiiéncia 2 de nucleotideos de macacos-da-noite (SEQ ID NO: 43)
DIQMTQSAFSLSASVGDRVTITCQASQGITSDLAWYQQKPGNASKLLIYEASSLQSEVPSRFS
GSGSGRDFTLTISSLQPEDFVTYYCQ

Seqiiéncia 3 de nucleotldeos de macacos-da-noite (SEQ ID NO: 44)

DIQMTQTPSSLSASVGDRVTITCRASQDIYNYLAWYQQKPGKTPRLLIYAASSLQTGIPSRFS
GSGSGTDYTLTISSLQPDDFATYYCQ

Seqiiéncia 4 de nucleotideos de macacos-da-noite (SEQ ID NO: 45)

DIQMTQTPSSLPASVGDKVTITCRASQGISSWLAWYQQKPGKAPKLLIHKASNLETGVPSRFS
GSGSGTIDFTLTISSLOPEDIATYYCQ -

Seqiiéncia 5 de nucleotideos de macacos-da-noite (SEQ ID NO: 46)

DIQOMTQSPSSLTASVGDRVTITCRASQOGI SNNLAWYQQOKPGKAPKPLIYYASSLOSGVPSRES
GSGSGADYTLTTSSLQPEDFATYYCQ

Seqiiéncia 6 de nucleotideos de macacos-da-noite (SEQID NO: 47)

‘DNQMIQSPSSLTASVGDRVTITCRASQSISSWLAWYQQKPGTVPKPLIYDASKLLSGVPSRFS
GCGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQ
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FIGURA 3
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FIGURA 4A
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FIGURA 4B
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RESUMO

s

A ANT ICORPO DE DOMINIO RECOMBINANTE MOLECULA -DE
, ACIDO NUCLEICO ISOLADA COMPOSICAO FARMACEUTICA E,

METODOS PARA DETECTAR O TNF- ALFA HUMANO EM UMA

~ AMOSTRA E PARA TRATAR DE UM DISTURBIO DISTINGUIDO.
" PELA ATIVIDADE DO -TNF-ALFA HUMANO EM UM INDIVIDUO.
VHUMANO”

A presente mveng:ao fornece um ant1corpo de domlmo

recombmante (dAb) que se hga ao, TNF- - ‘humano, .o dAb compreendendo 0
domlmo vanavel de cadela pesada ou leve -de lmunoglobullna em que

- referido dormnlo variavel compreende pelo menos uma reglao determinante

da comp]ementarldade (CDR) tendo uma sequenma derlvada de um primata

- do Novo Mundo em que a CDR ¢ selec1onada do grupo conslstmdo de,
. : - YAATKLQS (SEQ ID NO: 1) YEASSLQS (SEQ ID NO: 2), YEASKLQS

(SEQ D NO 3) e YSASNLET (SEQ ID NO 4). fo) antlcorpo de domlmo

recombinante é usado para detectar o TNF-a humano em uma amostra, e para

‘tratar dé um dlsturbxo caracterxzado pela atividade do TNF-a hurnano

-
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