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RESUMO
“Método para o tratamento de esclerose multipla”

E aqui divulgado um método para tratamento de um sujeito
com esclerose multipla. Numa concretizacdo, € proporcionado
um método para tratamento de um sujeito com esclerose
miltipla gque inclui a administracdo ao sujeito de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um antagonista do
receptor de IL-21, em que o0 sujeito nao conseguiu responder
ao tratamento com interferdao beta, tratando deste modo o
sujeito.
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DESCRICAO
“Método para o tratamento de esclerose multipla”
CAMPO

Esta divulgacao refere-se ao tratamento de doencas auto-
imunes, especificamente ao tratamento de esclerose maltipla
utilizando um antagonista do receptor de IL-2, tal como um
anticorpo que se liga ao receptor de IL-2 (IL-2R).

ANTECEDENTES

A esclerose multipla (EM) ¢ uma doenca crdnica,
neuroldégica auto-imune, desmielinizante. A EM pode causar
visdo turva, perda de visdao wunilateral (neurite O6ptica),
perda de equilibrio, falta de coordenacgao, fala arrastada,
tremores, dorméncia, fadiga extrema, alteragdes na funcao
intelectual (tais como memdédria e concentracao), fraqueza
muscular, parestesia, e cegueira. Muitos sujeitos desenvolvem
incapacidades crénicas progressivas, mas longos periodos de
estabilidade clinica podem interromper periodos de
deterioracao. Os défices neuroldgicos podem ser permanentes
ou evanescentes. Nos Estados Unidos existem cerca de 250000 a
400000 pessoas com EM, e todas as semanas cerca de 200 novos
casos sao diagnosticados. Em todo o mundo, a EM pode afectar
2,5 milhdées de individuos. Como nao €& contagiosa, o gue
exigiria que os médicos dos EUA relatassem novos casos, e
como 08 sintomas podem ser dificeis de detectar, a incidéncia
da doenca € apenas estimada e o numero real de pessoas com EM
pode ser muito maior.

A patologia da EM ¢é caracterizada por uma resposta
imunitdria anormal dirigida contra o sistema nervoso central.
Em particular, linfdécitos T sao activados contra a bainha de
mielina dos neurdénios do sistema nervoso central causando
desmielinizacdo. No processo de desmielinizacdo, a mielina é
destruida e substituida por cicatrizes de tecido
"egclerdtico"™ endurecido, que é conhecido como placa. Estas
lesdes aparecem em locais espalhados por todo o cérebro,
nervo Oéptico e espinal-medula. A desmielinizacdo interfere

com a conducao de impulsos nervosos, © gque produz os sintomas



EP 1 539 200/PT

de esclerose maltipla. A maioria dos individuos recupera
clinicamente de ataques individuais de desmielinizacao,
produzindo o curso cldssico de remissdo e exacerbacdo da
forma mais comum da doenc¢a conhecida como esclerose multipla
recidivante-remitente.

A EM desenvolve-se em individuos geneticamente
predispostos e ¢é provavelmente desencadeada por agentes
ambientais, tais como virus (Martin et al., Ann. Rev.
Immunol. 10: 153-187, 1992). De acordo com hipdteses
correntes, células T ajudantes CD4+ auto-reactivas activadas
(células Thl) qgque segregam preferencialmente interferdao-gama
(IFN- ) e factores de necrose tumoral alfa/beta (TNF- / ),
induzem inflamacdo e desmielinizacdo em EM (Martin et al.,
supra). Os dados disponiveis sugerem que a predisposicdo para
montagem de uma resposta semelhante a Thl a varios antigénios
diferentes é um aspecto importante da patogénese da doenca de
EM. Citocinas pré-inflamatdérias (tais como IFN- , TNF- / ) e
quimocinas segregadas por células Thl contribuem para muitos
aspectos do desenvolvimento de lesdes, incluindo abertura da
barreira hematoencefdlica, recrutamento de outras células
inflamatérias, activacao da glia residente (micro e
astroglia) e a fase efectora de danos na mielina através de
radicais de azoto e oxigénio segregados por macrdéfagos
activados (Wekerle et al., Trends Neuro Sci. 9: 271-277,

1986) (Martin et al., supra).

A  activacgcao periférica de 1linfécitos auto-reactivos
através de mimetismo molecular (Wucherpfennig e Strominger,
Cell. 80:695-705, 1995; Gran et al., Ann. Neurol. 45:559-567,
1999) é um pré-requisito critico para migracadao de células T
para o compartimento do SNC (Calabresi et al., Ann. Neurol.
41:669-674, 1998). Apenas as células T activadas expressando
as moléculas de adesdo necesséarias sdo capazes de migrar
através da barreira hematoencefdlica. Colocou-se a hipdtese
de os linfécitos T em pacientes de EM, assim como em modelos
para EM tal como encefalomielite alérgica experimental (EAE,
em particular em ratinhos SJL, ver Encinas et al. Nature
Genet. 21:158-16, 1999) diferirem dos individuos nao
susceptiveis por estarem num estado de activacdo diferente
(Calabresi et al., supra), uma vez que as células entram no

ciclo celular mais facilmente, ficam mais tempo na fase de
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crescimento, podem apresentar defeitos nas vias de apoptose
(Zipp et al., Ann. Neurol. 43:116-120, 1998), ou sao
activadas in vivo, tal como indicado por taxas de mutacgao
mais elevadas no gene da hipoxantina-fosforribosil-
transferase em células T especificas de mielina (Allegretta
et al., Science. 247:718-721, 1990).

O estado dos pacientes de EM pode ser avaliado através
do seguimento mensal da actividade de ressonédncia magnética
(MRI) longitudinal, no cérebro de pacientes de EM. A MRI
oferece um conjunto Unico de medidas dos resultados para
ensaios «clinicos de fase 1I/II em pequenas coortes de
pacientes, e é assim bem adequada para estabelecer dados para
a prova de principio para novas estratégias terapéuticas (p.
ex., ver Harris et al., Ann. Neurol. 29:548-555, 1991;
McFarland et al., Ann. Neurol. 32:758-766, 1992; Stone et
al., Ann. Neurol. 37:611-619, 1995). Actualmente existem
quatro tratamentos aprovados para EM recidivante-remitente,
trés tipos de IFN- (o "Interferon-B multiple sclerosis study
group", Neurology 43:655-661, 1993; o) "IFNB Multiple
Sclerosis Study Group and the University of British Columbia
MS/MRI Analysis Group", Neurology 45:1277-1285, 1995; Jacobs
et al., Ann. Neurol. 39:285-294, 1996), e copolimero-1
(Johnson KP, "Group. tCMST", J. Neurol. 242:838, 1995).
Falhas de tratamento foram 1ligadas ao desenvolvimento de
anticorpos anti-IFN- neutralizantes, embora o seu papel
também nao seja completamente compreendido actualmente (o
"IFNB Multiple Sclerosis Study Group and the University of
British Columbia MS/MRI Analysis Group", Neurology. 47: 889-
894, 1996). A falha na resposta a IFN- an € um evento raro,
e é portanto importante identificar combinacdes adequadas de
terapia de IFN- pade com outras modalidades de tratamento,
e novos protocolos terapéuticos.

WO90/07861 e WO089/09622 descrevem anticorpos especificos
para a proteina pb5 Tac do receptor de IL-2, a sua utilizacgao
em bloqueio da ligacao de IL-2 ao seu receptor. Bielekova et
al., Fed. (Clin. Immunology Societies, Vol 3, No 3, 320,
pagina 5105, Junho de 2002, divulga um tratamento de
combinacgdo de pacientes de esclerose multipla com interferdo-
beta e um anticorpo humanizado contra a cadeia alfa do
receptor de interleucina-2.
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SUMARIO

O presente 1invento proporciona um antagonista do
receptor de IL-2 que ¢ um anticorpo que se liga
especificamente a pb5 do receptor de IL-2 para utilizacao num
método de tratamento de um sujeito com esclerose multipla, em
que o método compreende a administracdo ao sujeito de uma
quantidade terapeuticamente eficaz do referido anticorpo, em
que 0 anticorpo é administrado na auséncia de uma
administracadao concomitante de interferao-beta, melhorando
deste modo um sinal ou sintoma de esclerose multipla e
tratando o sujeito.

Assim, descrevemos a administracao ao sujeito, tal como
um sujeito humano, de uma quantidade terapeuticamente eficaz
de um antagonista do receptor de IL-2 (IL-2R) na auséncia de
tratamento com interferdao beta, melhorando assim um sintoma
ou sintomas de esclerose multipla e tratando o sujeito. Num
exemplo, o sujeito nao foil capaz de responder ao tratamento
prévio com interferdo beta. Noutro exemplo, o antagonista de
IL-2R é um anticorpo monoclonal, tal como um anticorpo
quimérico, humanizado ou humano, que se liga especificamente
a cadeia ou p55 (Tac) do receptor de ID.

O anticorpo monoclonal pode ser administrado pelo menos

duas vezes por semana durante um periodo de pelo menos dois

meses. O sujeito nao é tratado com interferao- durante
administracéao do anticorpo monoclonal. Noutro exemplo
especifico nao limitativo, 0 sujeito nao conseguiu

anteriormente responder a tratamento com interferao- .

Em exemplos particulares, o antagonista de IL-2R é um
anticorpo, tal como um anticorpo monoclonal, por exemplo um
anticorpo anti-pb55, tal como daclizumab.

O anterior e outras caracteristicas e vantagens tornar-—
se—-a0 mais aparentes a partir da descricao detalhada de
vdrias concretizacdes, que procedem com referéncia as figuras
anexas.
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BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A Fig. 1 é um grafico do numero de lesdes novas, totais,
supertotais e de T2LL num sujeito tratado apenas com Zenapax®
ao longo do tempo. O sujeito nao respondeu a terapia anterior
de combinacao com Zenapax® e interferao (IFN) beta, tal como
indicado na regido a direita da linha vertical a cheio. O
inicio da monoterapia de Zenapax® (na auséncia de tratamento
com interferao-beta) ¢ mostrado pela seta. Nao foram
detectadas lesdes apds o inicio da monoterapia de Zenapax®.

A Fig. 2 é um grafico do numero de lesdes novas, totais,
supertotais e de T2LL num segundo sujeito tratado apenas com
Zenapax® ao longo do tempo. O sujeito nao respondeu a terapia
anterior de combinacdo com Zenapax® e interferao (IFN) beta,
tal como indicado na regido a direita da 1linha vertical
tracejada. O inicio da monoterapia de Zenapax® (na auséncia
de tratamento com interferao-beta) é mostrado pela seta. Nao
foram detectadas novas lesdes apds o inicio da monoterapia de
Zenapax®.

A Fig. 3 é um conjunto de graficos mostrando as mudancgas
em lesdes de aumento de contraste novas, totais e supertotais
medidas através de varrimentos de imagiologia de ressonancia
magnética (MRI) em sujeitos tratados com uma combinacao de
daclizumab e interferao-beta mostrando a diferenca entre um
periodo limiar de 3 meses de tratamento apenas com
interferdao-beta e apds terapia de combinacdo em oito
sujeitos.

As Figs. 4A e 4B sao graficos mostrando alteragdes no
desempenho neuroldgico tal como medido através do desempenho
na Escala Expandida de Estado de Incapacidade (EDSS) (Fig.
4np) e na Escala de Pontuacdo Neuroldgica de Scripps (NRS)
(Fig. 4B) entre o periodo limiar e apds terapia de combinacéo
para os mesmos sujeitos que na Fig. 3.

As Figs. 5A e 5B sao graficos mostrando alterag¢des no
desempenho neuroldégico tal como medido através do desempenho
no indice de deambulacao (Fig. 5A4) e na caminhada
cronometrada de 20 m (Fig. 5B) entre o periodo limiar e apds
terapia de combinacdo para o0s mesmos sujeitos que na Fig. 3.



EP 1 539 200/PT

As Figs. 6A e 6B sao graficos mostrando alteragdes no
desempenho neuroldgico medidas através dos tempos no teste de
9 pinos nos buracos para maos dominantes (Fig. 6A) e nao
dominantes (Fig. 6B), respectivamente, entre o periodo limiar
e apdbds terapia de combinagdo para oS mesmos sujeitos que na
Fig. 1.

A Fig. 7 € um conjunto de graficos mostrando alteracgdes
na percentagem de células CD4+/CD25+ e células CD8+/CD25+
expressando o epitopo Tac entre o periodo limiar e apds
terapia de combinacao para sete dos sujeitos da Fig. 3.

As Figs. 8A e 8B sao graficos mostrando alterag¢des no
numero de mitoses de células T CD4 por cem células (Fig. 8A)
e mitoses de células T CD8 por cem células (Fig. 8B) entre o
periodo limiar e apds terapia de combinacdo para 0s mesmos
sujeitos que na Fig. 3.

A Fig. 9 é um grafico mostrando alterag¢des no numero de
células T CD4 expressando o antigénio 4 associado a
linfécitos T citotdxicos (CTLA-4) a sua superficie medido
através de separacao de células activada por fluorescéncia de
amostras de sangue entre o periodo limiar e apds terapia de
combinacado para os mesmos sujeitos que na Fig. 3.

DESCRIQKO DETALHADA
I. Abreviaturas

CDR: regiao determinante de complementaridade
CBC: hemograma completo

CNP: nucledétido-3'-fosfodiesterase ciclica
EDSS: escala expandida de estado de incapacidade
FR: regiao estrutural

Gd: gadolinio

HIV: virus da imunodeficiéncia humana

HV: regido hipervariavel

IFN: interferao

Ig: imunoglobulina

IL-2: interleucina 2

IL-2R: receptor de interleucina 2

kg: gquilograma
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KLH: hemocianina da lapa

LPS: lipopolissacéarido

MBP: proteina bdsica da mielina

mg: miligrama

mm: milimetro

MOG: glicoproteina de mielina/oligodendrdécito
MRI: imagiologia de ressonédncia magnética

EM: esclerose multipla

NK: assassinas naturais

NO-: ¢xido nitrico

PBMC: células mononucleares do sangue periférico
PLP: proteina proteolipidica de mielina

SRS: Escala de Pontuacgao Neuroldgica de Scripps
TGF: factor de crescimento transformante

TNF: factor de necrose tumoral

VH: pesada variavel

VL: leve variavel

II. Termos

A menos qgue observado em contrario, os termos técnicos
sdao utilizados de acordo com a utilizacao convencional. As
definig¢cdes de termos comuns em biologia molecular podem ser
encontradas em Benjamin Lewin, Genes V, publicado por Oxford
University Press, 1994 (ISBN 0-19-854287-9); Kendrew et al.
(Eds.), "The Encyclopedia of Molecular Biology", publicado
por Blackwell Science 1td., 1994 (ISBN 0-632-02182-9); e
Robert A. Meyers (ed.), "Molecular Biology and Biotechnology:
a Comprehensive Desk Reference", publicado por VCH
Publishers, Inc., 1995 (ISBN 1-56081-569-8). As definicgdes e
informagdao adicional conhecidas de um perito na técnica em
imunologia podem ser encontradas, por exemplo, em
"Fundamental Immunology", W.E. Paul, ed., quarta edicao,
Lippincott-Raven Publishers, 1999.

Para facilitar a revisao das varias concretizacdes desta
divulgacao, sao proporcionadas as seguintes explicacdes dos
termos especificos:

Efeitos Adversos: Quaisquer sinais indesejaveis,
incluindo as manifestacdes clinicas de resultados
laboratoriais anormais, ou diagnésticos médicos observados
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pelo pessoal médico, ou sintomas relatados pelo sujeito que
pioraram. Eventos adversos incluem, mas nao estao limitados
a, eventos de perigo de vida, um evento que prolongue a
hospitalizacao, ou um evento que resulte em intervencao
médica ou ciruirgica para evitar um resultado indesejavel.

Antagonista de um Receptor de IL-2 (IL-2R): Um agente
que se liga especificamente ao IL-2R, ou a um componente
deste, e inibe uma funcao bioldégica do receptor de IL-2 ou do
componente. Exemplos de fungdes que podem ser inibidas sao a
ligacao de IL-2 ao IL-2R, a transmissao intracelular de um
sinal a partir da ligagcao de IL-2, e a proliferacgdo e/ou
activacdo de linfdécitos tais como células T em resposta a IL-
2. Numa forma de realizacao, antagonistas de IL-2R de
utilizacdo nos métodos agui divulgados inibem pelo menos uma
destas funcgdes. Alternativamente, o antagonista de IL-2R de
utilizacdo nos métodos aqui divulgados pode inibir mais do
que uma ou todas estas funcodes.

Num exemplo, um antagonista do receptor de IL-2 & um
anticorpo que se liga especificamente a Tac (pb5), tal como
Zenapax® (ver abaixo). Outros agentes anti-p55 incluem o
anticorpo quimérico basiliximab (Simulect®), BT563 (ver Baan
et al. Transplant. Proc. 33:224-224¢6, 2001y, e 7G8.
Basiliximab tem sido relatado como sendo Dbenéfico na
prevencao da rejeicao de aloenxertos (Kahan et al.
Transplantation 67:276-84,1999), e tratamento de psoriase
(Owen & Harrison, Clin. Exp. Dermatol. 25:195-7, 2000). Um
anticorpo anti-pb5 humano exemplar de uso nos métodos da
invencao € HuMax-TAC, a ser desenvolvido pela Genmab. Noutro
exemplo, um antagonista do receptor de IL-2 é um anticorpo
que se liga especificamente a p75 ou a subunidade do IL-2R.

Anticorpos adicionais gque se ligam especificamente ao
receptor de IL-2 sdo conhecidos na técnica. Por exemplo, ver
Patente U.S. No. 5011684; Patente U.S. No. 5152980; Patente
U.S. No. 5336489; Patente U.S. No. 5510105; Patente U.S. No.
5571507; Patente U.S. No. 5587162; Patente U.S. No. 5607675;
Patente U.S. No. 5674494; Patente ©U.S. ©No. 5916559. O
anticorpo mik- & um antagonista que se liga especificamente
a cadeia beta do IL-2R humano.
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Noutro exemplo, um antagonista do receptor de IL-2 é um
antagonista peptidico que nao €é um anticorpo. Sao também
conhecidos antagonistas peptidicos do receptor de 1IL-2,
incluindo antagonistas de Tac (pb55) e p75 (IL-2R ). Por
exemplo, antagonistas peptidicos para p55 e p75 sao
divulgados na Patente U.S. No. 5635597. Estes péptidos sao
também utilizdveis nos métodos aqui divulgados.

Noutro exemplo, um antagonista do receptor de IL-2 é um
composto quimico ou uma pequena molécula gque se liga
especificamente ao receptor de IL-2 e 1inibe uma funcao
bioldégica do receptor.

Fragmento de anticorpo (fragmento com ligagdo especifica

ao antigénio): Foram definidos varios fragmentos de
anticorpos, incluindo Fab, (Fab')z, Fv, e Fv de cadeia
simples (scFv). Estes fragmentos de anticorpo sao definidos
como se segue: (1) Fab, o fragmento que contém um fragmento

de 1ligagao ao antigénio monovalente de uma molécula de
anticorpo através de digestao do anticorpo inteiro com a
enzima papaina para produzir uma cadeia leve intacta e uma
porgcdo de uma cadeia pesada ou equivalentemente através de
engenharia genética; (2) Fab', o fragmento de uma molécula de
anticorpo obtido através de tratamento do anticorpo inteiro
com pepsina, seguido de reducao, para produzir uma cadeia
leve intacta e uma porcao da cadeia pesada; sao obtidos dois
fragmentos Fab' por molécula de anticorpo; (3) (Fab')z, o
fragmento do anticorpo obtido através de tratamento do
anticorpo inteiro com a enzima pepsina sem subsequente
reducdo ou equivalentemente através de engenharia genética;
(4) F(Ab')z, um dimero de dois fragmentos FAb' mantidos
juntos através de ligacgdes dissulfureto; (5) Fv, um fragmento
geneticamente modificado contendo a regido varidvel da cadeia
leve e a regido varidvel da cadeia pesada expressa como duas
cadeias; e (6) anticorpo de cadeia simples ("SCA"), uma
molécula geneticamente modificada contendo a regiao variavel
da cadeia leve, a regido varidvel da cadeia pesada, ligada
através de um ligador polipeptidico adeguado tal como uma
molécula de cadeia simples fundida geneticamente. Os métodos
de producdo destes fragmentos sao rotina na técnica.
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Distirbio auto-imune: Um disturbio em que o sistema
imunitdrio produz uma resposta imunitdria (p. ex. uma
resposta de células B ou células T) contra um antigénio
enddgeno, com consequente lesdo dos tecidos.

Interferdo beta: Qualquer interferdo beta incluindo
interferdao-beta la e interferao-beta 1lb.

O interferdao-beta 1la ¢é uma glicoproteina de 166
aminodcidos com um peso molecular previsto de aproximadamente
22500 daltons. O interferdao-beta la conhecido como Avonex® &
produzido através de tecnologia de ADN recombinante
utilizando células de mamifero (células de Ovario de Hamster
Chinés) nas gquais o gene do interferdao-beta humano foi
introduzido. A sequéncia de aminodacidos de Avonex® & idéntica
a do interferdo-beta humano natural. Produtos génicos e
marcadores induzidos pelo interferao, incluindo 2',5'"-
oligoadenilato-sintase, Bs-microglobulina, e neopterina,
foram medidos nas fraccgdes sérica e celular de sangue colhido
de pacientes tratados com Avonex®. Avonex® foi aprovado em
1996 e & comercializado por Biogen, Inc. Foi demonstrado gue
Avonex® diminui o numero de lesdes aumentadas por gadolinio
(Gd) em sujeitos a quem foi administrado o féarmaco durante
dois anos em até 13% e melhora aproximadamente 22% das
pontuagdes da Escala Expandida de Estado de Incapacidade
(EDSS) dos sujeitos.

Outro interferao-beta 1la foi aprovado em 2002 e ¢&é
conhecido como Rebif®, comercializado por Serono, Inc. O
interferdao-beta la conhecido como Rebif® foi recentemente
aprovado para tratamento de EM recidivante-remitente. A
principal diferenga entre Avonex® e Rebif® é o método de
administracdo aprovado - 1njecgao intramuscular para o0
primeiro e injecgdo subcutdnea para o ultimo. De acordo com
Samkoff, Hosp. Phys., pag. 21-7 (2002), Rebif® pode reduzir

taxas de recidiva em 33% em sujeitos tomando o farmaco.

O interferdo-beta 1lb € uma proteina altamente purificada
que possui 165 aminodcidos e um peso molecular aproximado de
18500 daltons. Um interferao-beta 1b conhecido como

Betaseron® foi aprovado como tratamento para EM em 1993 e é
comercializado por Berlex Laboratories, 1Inc. Betaseron® &
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fabricado através de fermentacdao bacteriana de uma estirpe de
Escherichia coli que possui um plasmideo geneticamente
modificado contendo o gene para o interferdao-beta humano. O
gene nativo foi obtido a partir de fibroblastos humanos e
alterado para substituir o residuo de cisteina por serina que
se encontra na posicao 17. De acordo com a Physicians' Desk
Reference (1996), demonstrou-se qgue Betaseron® reduz a taxa
de exacerbacdo em sujeitos tomando o fadrmaco em cerca de 31%.
Os mecanismos pelos quals o interferao-beta 1b exerce as suas
accoes na esclerose miltipla nao sao claramente
compreendidos. No entanto, sabe-se que as propriedades de
modificacdo da resposta bioldégica do interferdo-beta 1b séao
mediadas pelas suas 1interacgdes com receptores celulares
especificos. A ligacdao do interferdo-beta 1b a estes
receptores induz a expressdo de varios produtos de genes
induzidos ©por interferao (p. ex., 2',5"-oligoadenilato-
sintase, proteina-cinase, e indoleamina-2,3-dioxigenase) que
se acredita serem os mediadores das acgdes bioldgicas do
interferao beta-1b.

Regido determinante de complementaridade (CDR): As CDR
sdo trés regides hipervaridveis dentro de cada uma das
regides leve varidvel (VL) e pesada varidvel (VH) de uma
molécula de anticorpo que formam a superficie de ligacdo ao
antigénio que ¢é complementar a estrutura tridimensional do
antigénio ligado. Procedendo a partir do terminal N de uma
cadeia pesada ou leve, estas regides determinantes de
complementaridade sao indicadas como "CDR1", "CDR2" e "CDR3",
respectivamente. As CDR estao envolvidas na ligacao do
anticorpo ao antigénio, e a CDR3 compreende uma regido uUnica
egspecifica para a ligacao antigénio-anticorpo. Um local de
ligagdo ao antigénio, por conseguinte, pode incluir seis CDR,
compreendendo as regides CDR de cada uma da regiao V de
cadeia leve e pesada. A alteracdo de um uUnico aminodcido numa
regiao CDR pode destruir a afinidade de um anticorpo para um
antigénio especifico (ver RAbbas et al., Cellular and
Molecular Immunology, 42 ed. 143-5, 2000). As localizagdes
das CDR foram definidas com precisao, p. ex., por Kabat et
al., "Sequences of Proteins of Immunologic Interest", U.S.
Department of Health and Humano Services, 1983.
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Epitopo: O 1local num antigénio reconhecido por um
anticorpo tal como determinado pela especificidade da
sequéncia de aminodcidos. Diz-se que dois anticorpos se ligam
ao mesmo epitopo se cada um inibir competitivamente
(blogquear) a ligacdo do outro ao antigénio tal como medido
num ensaio de ligacao competitiva (ver, p. ex., Junghans et
al., Cancer Res. 50: 1495-1502, 1990). Alternativamente, dois
anticorpos tém o mesmo epitopo se a maioria das mutagdes de
aminodcidos no antigénio que reduzem ou eliminam a ligagédo de
um anticorpo reduzirem ou eliminarem a ligacao do outro. Diz-
se que dois anticorpos tém epitopos sobreponiveis se cada um
inibir parcialmente a ligacdo do outro ao antigénio, e/ou se
algumas mutacdes de aminodcidos gque reduzem ou eliminam a
ligacadao de um anticorpo reduzirem ou eliminarem a ligacdo do
outro.

Regiao estrutural (FR) : Sequéncias relativamente
conservadas flangqueando as trés regides determinantes de
complementaridade (CDR) altamente divergentes dentro das
regides varidveils das cadeias pesada e leve de um anticorpo.
Assim, a regido varidvel de uma cadeia pesada ou leve de um
anticorpo consiste numa FR e trés CDR. Alguns residuos de FR
podem entrar em contacto com o antigénio ligado; no entanto,
as FR sdo primariamente responsdaveis pela dobragem da regido
variavel no local de ligacdo ao antigénio, em particular os
residuos de FR directamente adjacentes as CDR. Sem estar
preso a teoria, a regiao estrutural de um anticorpo serve
para posicionar e alinhar as CDR. As sequéncias das regides
estruturais de diferentes cadeias leves ou pesadas sao
relativamente conservadas dentro de uma espécie. Uma regiao

estrutural "humana" é uma regiao estrutural que é
substancialmente idéntica (cerca de 85% ou mais,

habitualmente 90-95% ou mais) a regido estrutural de uma
imunoglobulina humana de ocorréncia natural.

Imunoglobulina: Uma proteina incluindo um ou mais
polipéptidos substancialmente codificados por genes de
imunoglobulina. Os genes de 1imunoglobulina reconhecidos
incluem os genes das regides constantes de capa, lambda, alfa
(Igh), gama (IgGi, IgGz, 1IgGs, IgGs), delta (IgD), épsilon
(IgE) e mu (IgM), bem como a miriade de genes de regides
variaveis de imunoglobulina. As cadeias leves de
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imunoglobulina inteira tém geralmente cerca de 25 Kd ou 214
aminodcidos de comprimento. As cadeias pesadas de
imunoglobulina inteira tém geralmente cerca de 50 Kd ou 446
aminodcidos de comprimento. As cadeias leves sdo codificadas
por um gene de regido variadvel no terminal NH; (cerca de 110
aminodcidos de comprimento) e um gene de regido constante de
capa ou lambda no terminal COOH. As cadeias pesadas sao
codificadas de forma semelhante por um gene de regiao
varidvel (cerca de 116 aminocdcidos de comprimento) e um dos
outros genes de regiao constante.

A unidade estrutural bdsica de um anticorpo é geralmente
um tetrémero que consiste em dois pares idénticos de cadeias
de 1imunoglobulina, tendo cada par uma cadeia leve e uma
pesada. Em cada par, as regides varidveis de cadeilia leve e
pesada ligam-se a um antigénio, e as regides constantes
medeiam fungdes efectoras. As imunoglobulinas existem também
numa variedade de outras formas incluindo, por exemplo, Fv,
Fab, e (Fab')z, bem como anticorpos hibridos bifuncionais e
cadeias simples (p. ex., Lanzavecchia et al., FEur. J.
Immunol. 17:105, 1987; Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA. 85:5879-5883, 1988; Bird et al., Science 242:423-42¢,
1988; Hood et al., Immunology, Benjamin, N.Y., 22 ed., 1984;
Hunkapiller e Hood, Nature 323:15-16, 1986).

Uma regidao variadvel de cadeia 1leve ou pesada de
imunoglobulina inclui uma regidao estrutural interrompida por
trés regides hipervariaveis, também chamadas regides
determinantes de complementaridade (CDR) (ver, "Sequences of
Proteins of Immunological Interest"™, E. Kabat et al., U.S.
Department of Health and Human Services, 1983). Tal como
observado acima, as CDR sao principalmente responsdveis pela
ligacdo a um epitopo de um antigénio.

Os anticorpos quiméricos sao anticorpos cujos genes de
cadeia leve e pesada foram construidos, tipicamente através
de engenharia genética, a partir de genes da regido varidvel
e constante de 1munoglobulinas pertencentes a diferentes
espécies. Por exemplo, 0s segmentos varidveis dos genes de um
anticorpo monoclonal de ratinho podem ser unidos a segmentos
constantes humanos, tais como capa e gama 1 ou gama 3. Num

exemplo, um anticorpo quimérico terapéutico € assim uma
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proteina hibrida constituida pelo dominio wvaridvel ou de
ligagcdo ao antigénio de um anticorpo de ratinho e o dominio
constante ou efector de um anticorpo humano (p. ex., o No. de
BAcesso ATCC CRL 9688 segrega um anticorpo quimérico anti-
Tac), embora possam ser utilizadas outras espécies de
mamifero, ou a regido varidvel possa ser produzida através de
técnicas moleculares. 0Os métodos de producado de anticorpos
quiméricos sao bem conhecidos na técnica, p. ex., ver Patente
U.S. No. 5807715.

Uma imunoglobulina "humanizada" ¢é uma imunoglobulina
incluindo uma regido estrutural humana e uma ou mais CDR de
uma imunoglobulina nao humana (tal como de ratinho, rato ou
sintética) imunoglobulina. A imunoglobulina n&o humana
proporcionando as CDR é designada uma imunoglobulina "dadora"
e a 1imunoglobulina humana proporcionando a estrutura é
designada uma "aceitadora". Numa concretizagao, todas as CDR
sdao da imunoglobulina dadora numa imunoglobulina humanizada.
Nao precisam de estar presentes regides constantes, mas se
estiverem, tém de ser substancialmente idénticas as regides
constantes da imunoglobulina humana, i.e., pelo menos cerca
de 85-90%, tal como cerca de 95% idénticas ou mais. Assim,
todas as partes de uma 1imunoglobulina humanizada, excepto
possivelmente as CDR, sao substancialmente idénticas as
correspondentes partes de sequéncias da imunoglobulina humana
natural. Um "anticorpo humanizado™ é um anticorpo
compreendendo uma imunoglobulina de cadeia leve humanizada e
de cadeia pesada humanizada. Um anticorpo humanizado liga-se
ao mesmo antigénio que o anticorpo dador que proporciona as
CDR. A estrutura aceitadora de uma imunoglobulina ou
anticorpo humanizado pode ter um numero limitado de
substituigdes por aminodcidos tomados a partir de uma
estrutura dadora. Anticorpos monoclonais humanizados ou
outros podem ter substituig¢des de aminocdcidos conservativas
adicionais que nao tenham substancialmente efeito na ligacao
ao antigénio ou noutras funcgdes da imunoglobulina.
Substituicdes conservativas exemplares sao agquelas tais como
gly, ala; wval, ile, leu; asp, glu; asn, gln; ser, thr; lys,
arg; e phe, tyr (ver Patente U.S. ©No. 5585089). As
imunoglobulinas humanizadas podem ser construidas por meio de
engenharia genética, p. ex., ver Patente U.S. No. 5225539 e
Patente U.S. No. 5585089.
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Um anticorpo humano € um anticorpo em que o0s genes de
cadeia leve e pesada sao de origem humana. Os anticorpos
humanos podem ser gerados utilizando métodos conhecidos na
técnica. Anticorpos humanos podem ser produzidos através da
imortalizacdo de uma célula B humana segregando o anticorpo
de interesse. A 1imortalizacdao pode ser conseguida, por
exemplo, através de infeccao por EBV ou através de fusao de
uma célula B humana com uma célula de mieloma ou hibridoma
para produzir uma célula de trioma. Anticorpos humanos podem
também ser produzidos por métodos de apresentacdao em fagos
(ver, p. ex., Dower et al., Publicacdo PCT No. WO091/17271;
McCafferty et al., Publicacdo PCT No. W092/001047; e Winter,
Publicagdo PCT No. W092/20791) ou seleccionados a partir de
uma biblioteca combinatdéria de anticorpos monoclonais humanos
(ver sitio da internet Morphosys). Anticorpos humanos podem
também ser preparados através da utilizacdo de animais
transgénicos possuindo um gene de imunoglobulina humana (p.
ex., ver Lonberg et al., Publicacdo PCT No. W093/12227; e
Kucherlapati, Publicacdo PCT No. W091/10741).

Interleucina 2 (IL-2): Uma proteina de 133 aminoacidos
(15,4 kDa), com um plI ligeiramente béadsico que ndo apresenta
homologia de sequéncia com quaisquer outros factores. A IL-2
de murideo e humana apresentam uma homologia de
aproximadamente 65%. A IL-2 é sintetizada como uma proteina
precursora de 153 aminodacidos, com 0s primeiros 20
aminodcidos amino-terminais funcionando como uma sequéncia
sinal de secregdo hidrdéfoba. A proteina contém uma Unica
ligacdo dissulfureto (posicdes Cysbh8/105) essencial para a
actividade bioldégica. O gene de IL-2 humano contém quanto
exbes e estd mapeado no cromossoma 4g26-28 humano (cromossoma
3 de murideo).

As actividades bioldgicas de IL-2 sao mediadas por um
receptor membranar que é expresso em células T activadas, mas
nao em repouso, e células assassinas naturais (NK). As
células B activadas e leucdcitos mononucleares em repouso
também raramente expressam este receptor.

Receptor de IL-2: Um receptor celular que se liga a IL-2
e medeia os seus efeitos bioldgicos. Distinguem-se trés tipos
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diferentes de receptores de IL-2 que sao expressos
diferencialmente e independentemente. O receptor de IL-2 de
elevada afinidade (Kg 10 pM) constitui aproximadamente 10%
de todos os receptores de IL-2 expressos pelas células. Este
receptor ¢é um complexo receptor membranar consistindo nas
duas subunidades: IL-2R-alfa (também conhecida como antigénio
de activacao de células T (TAC) ou pbd) e IL-2R-beta (também
conhecida como p75 ou CD122). Um receptor de IL-2 de
afinidade intermédia (Kg =100 pM) consiste na subunidade p75
e uma cadeia gama, enquanto um receptor de baixa afinidade
(Ka =10 nM) é formado apenas por pb5.

P75 tem 525 aminocdcidos de comprimento. Possui um
dominio extracelular de 214 aminocdcidos e um dominio
citoplasmatico de 286 aminodcidos. O gene de p75 esta mapeado
no cromossoma humano 22gll.2-gl2, contém 10 exdes e possui um
comprimento de aproximadamente 24 kb. p55 tem 251 aminoédcidos
de comprimento com um dominio extracelular de 219 aminodcidos
e um dominio citoplasmatico muito curto de 13 aminoacidos. O
gene codificando pb55 estd mapeado no cromossoma 10pl4-plb
humano.

P75 € expresso constitutivamente em linfécitos T em
repouso, células NK, e varios outros tipos de células,
enquanto a expressao de pb5 é normalmente apenas observada
apds activagao. Os linfécitos activados segregam
continuamente um fragmento de 42 kDa de p55 (antigénio TAC).
Este fragmento circula no soro e no plasma e funciona como um
receptor de IL-2 solavel (ver Smith, Ann. Rev. Cell Biol.
5:397-425, 1989; Taniguchi e Minami, Cell 73:5-8, 1993).

P55 tem um comprimento de 251 aminodcidos com um dominio
extracelular de 219 aminocdcidos e um dominio citoplasmatico
curto de 13 aminocdcidos. O gene de pb5 estd mapeado no
cromossoma 10pl4-pl5 humano. A expressdao de pb5 € regulada
por uma proteina nuclear chamada RPT-1.

Uma terceira subunidade de 64 kDa do receptor de IL-2,
designada gama, foli descrita. Esta subunidade ¢ necesséaria
para a geracao de receptores de IL-2 de afinidade alta e
intermédia mas nao se liga a IL-2 por si sbé. O gene que
codifica a subunidade gama do receptor de IL2 estd mapeada no
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cromossoma Xgl3 humano, abrange aproximadamente 4,2 kb e

contém oito exdes.

Imagiologia de Ressondncia Magnética: Uma técnica de
diagnéstico nao invasiva que produz imagens computadorizadas
de tecidos internos do corpo e se Dbaseia em ressonadncia
magnética nuclear de &tomos no interior do corpo induzida

pela aplicacao de ondas de radio.

A MRI do cérebro ¢ uma ferramenta importante para a
compreensdo da patologia dinédmica da esclerose multipla. A
MRI do cérebro ponderada a Tz define lesdes com elevada
sensibilidade em esclerose multipla e é utilizada como medida
da carga da doenca. No entanto, tal elevada sensibilidade
ocorre a custa de especificidade, uma vez que as alteracdes
do sinal de T> podem reflectir areas de edema,
desmielinizacdo, gliose e perda de axdénios. Cré-se que 4areas
de aumento de gadolinio (Gd) demonstradas em MRI do cérebro
ponderada a T reflectem a ruptura da barreira
hematoencefdalica subjacente a partir de inflamacao
perivascular activa. Tais 4&dreas de aumento sao transientes,
tipicamente com uma duragdo <1 més. A MRI do cérebro
ponderada a T; com aumento de gadolinio é portanto utilizada
para avaliar a actividade da doenca. A maioria das lesles
ponderadas a T2 (T2) na substdncia branca central de sujeitos
com esclerose multipla comeca com um periodo varidvel de
aumento de gadolinio (Gd) ponderado a Tl (Tl) e esse aumento
de Gd a Tl e as lesdes a T2 representam estddios de um unico
processo patoldégico. As técnicas de MRI do cérebro para
avaliacao de lesdes de aumento de GD a Tl e T2 sao padrao (p.
ex., ver Lee et al., Brain 122 (Pt 7): 1211-2 de 1999).

Anticorpo monoclonal: Um anticorpo produzido por um
unico clone de linfécitos B ou por uma célula na qual foram
transfectados o0s genes de cadeia leve e pesada de um unico
anticorpo. Os anticorpos monoclonais sdao produzidos através
de métodos conhecidos dos peritos na técnica, por exemplo
através da produgao de células formadoras de anticorpos
hibridos a partir de uma fusao de células de mieloma com
células imunitarias do baco.
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Esclerose miltipla: Uma doenca auto-imune classicamente
descrita como um disturbio da substincia branca do sistema
nervoso central disseminada no tempo € no espago que se
apresenta como uma doencga recidivante-remitente em 80-85% dos
pacientes. O diagnéstico pode ser feito através de
imagiologia de ressondncia magnética (MRI) do cérebro e da
espinal-medula, andlise de potenciais somatossensoriais
evocados, e andlise do 1liquido cefalorragquidiano para
detectar quantidades maiores de imunoglobulina ou Dbandas
oligoclonais. A MRI & uma ferramenta de diagndstico
particularmente sensivel. Anomalias em MRI indicando a
presenga ou progressao de EM incluem sinais hiper-intensos de
substdncia branca em imagens ponderadas a T2 e imagens de
recuperacao de inversao atenuada de fluido, aumento de
gadolinio de lesdes activas, "buracos negros" hipo-intensivos
(representando gliose e patologia dos axdénios) e atrofia do
cérebro em estudos ponderados a Tl. Estudos de MRI em série
podem ser usados para indicar progressao da doenga.

A esclerose multipla recidivante-remitente €& um curso
clinico de EM que se caracteriza por atagques agudos
claramente definidos com recuperacao completa ou parcial e
sem progressao da doenga entre os ataques.

A esclerose multipla progressiva secunddria € um curso
clinico de EM que inicialmente é recidivante-remitente, e em
seguida torna-se progressivo a uma taxa variavel,
possivelmente com uma recaida ocasional e menor remisséo.

A esclerose multipla progressiva primdria apresenta-se

inicialmente na forma progressiva.

Polipéptido: Um polimero em que os mondémeros sao
residuos de aminocdcidos que estdo unidos entre si através de
ligagbes amida. Quando os aminodcidos sdo alfa-aminocacidos,
pode ser usado o 1isdémero Oéptico L ou o isdmero odptico D,
sendo preferidos os isdémeros L. Os termos "polipéptido"™ ou
"oroteina", tal como aqui utilizados destinam-se a englobar
qualguer sequéncia de aminodcidos e incluem sequéncias
modificadas tais como glicoproteinas. O termo "polipéptido™

pretende cobrir especificamente proteinas de ocorréncia
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natural, bem como as que sao produzidas de forma recombinante

ou sinteticamente.

O termo "fragmento"™ refere-se a uma porcao de um
polipéptido gque tem pelo menos 8, 10, 15, 20 ou 25
aminodcidos de comprimento. O termo "fragmentos funcionais de
um polipéptido" refere-se a todos os fragmentos de um
polipéptido gque mantém uma actividade do polipéptido (p. ex.,
a ligacdo de um antigénio). O0Os fragmentos biologicamente
funcionais, por exemplo, podem variar em tamanho de um
fragmento polipeptidico tdo pequeno como um epitopo capaz de
se ligar a uma molécula de anticorpo até um grande
polipéptido capaz de participar na i1indugcdao ou programacao
caracteristica de modificacgdes fenotipicas dentro de uma
célula. O termo "soluvel" refere-se a uma forma de um
polipéptido que ndo ¢é inserida dentro de uma membrana
celular.

Agente farmacéutico ou farmaco: Um composto quimico ou
composigdo capaz de induzir um efeito terapéutico ou
profildctico desejado, quando administrado correctamente a um
sujeito.

Transportadores farmaceuticamente aceitdveis: Os
veiculos farmaceuticamente aceitdveils uUteils nos métodos aqui
divulgados sSao convencionais. "Remington Pharmaceutical
Sciences", por E.W. Martin, Mack Publishing Co., Easton, PA,
158 edicéao (1975), descreve composicdes e formulacdes
adequadas para distribuicdo farmacéutica dos antagonistas do
receptor de IL-2 aqui divulgados.

Em geral, a natureza do transportador dependerd do modo

particular de administragdo a empregar. Por exemplo,
formulagdes parentéricas compreendem habitualmente fluidos
injectaveis qgue incluem fluidos farmaceuticamente e
fisiologicamente aceitaveis, tais como agua, SOro

fisioldgico, solugbes salinas equilibradas, dextrose aquosa,

glicerol ou semelhantes como veiculo. Para composicdes
s6élidas (p. ex., formas em pd, pilula, comprimido ou
capsula), 0s transportadores s6lidos nao-tdéxicos

convencionais podem incluir, por exemplo, graus farmacéuticos

de manitol, lactose, amido, ou estearato de magnésio. Além de
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transportadores biologicamente neutros, as composicodes
farmacéuticas a administrar podem conter substéncias

auxiliares nao-tdéxicas, tais como agentes molhantes ou
emulsionantes, conservantes, sais, aminodcidos, e agentes de
tamponamento do pH e semelhantes, por exemplo cloreto de
sédio ou de potédssio ou fosfato, Tween, acetato de sdédio ou

monolaurato de sorbitano.

Purificado: O termo purificado nao requer pureza
absoluta ou isolamento; em vez disso, pretende-se como um
termo relativo. Assim, por exemplo, uma preparacao de
proteina purificada ou isolada é uma em que a proteina é mais
enriquecida do gque gquando a proteina estd no seu ambiente
generativo, por exemplo dentro de uma célula ou numa camara
de reaccdo bioquimica. De preferéncia, uma preparacao de
proteina ¢é purificada de modo a gque a proteina represente
pelo menos 50% do teor proteico total da preparacao. Para
produtos farmacéuticos, pode ser utilizada uma pureza
"substancial" de 90%, 95%, 98% ou mesmo 99% ou superior do
agente activo.

Identidade de sequéncias: A semelhanga entre duas
sequéncias de Acido nucleico, ou duas sequéncias de
aminodcidos, ¢ expressa em termos de semelhanca entre as
sequéncias, de outro modo referida como identidade de
sequéncias. A identidade de sequéncias € frequentemente
medida em termos de percentagem de identidade (ou semelhanca
ou homologia); quanto mais elevada a percentagem, mais
semelhantes sao as duas sequéncias. 0Os hombélogos ou ortdlogos
dos anticorpos de IL-2R ou fragmentos de ligagao ao
antigénio, e a correspondente sequéncia de ADNc, possuirdao um
grau relativamente elevado de identidade de sequéncias quando
alinhados utilizando métodos padrdo. Esta homologia serd mais
significativa gquando as proteinas ortdélogas ou ADNc séao
derivados de espécies que estao mais intimamente
relacionadas, em comparagcao com espécies mais distantemente

relacionados (p. ex., sequéncias humanas e de murideo).

Os métodos de alinhamento de sequéncias para comparagao
sdo bem conhecidos na técnica. Varios programas e algoritmos
de alinhamento estao descritos em Smith e Waterman, Adv.
Appl. Math. 2: 482, 1981; Needleman e Wunsch, J. Mol. Biol.
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48:443, 1970; Pearson e Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. USA
85:2444, 1988; Higgins e Sharp, Gene 73:237-244 9, 1988);
Higgins e Sharp, CABIOS 5:151-153, 1989; Corpet et al., Nuc.
Acids Res. 16:10881-90, 1988; Huang et al., Computer Appls.
in the Biosciences 8:155-65, 1992; e Pearson et al., Meth.
Mol. Bio. 24:307-31, 1994. Altschul et al., J. Mol. Biol.
215:403-410, 1990, apresenta uma andlise detalhada dos
métodos de alinhamento de sequéncias e cdlculos de homologia.

Agente de ligagdo especifica: Um agente que se liga a
apenas substancialmente um alvo definido. Assim, um agente de
ligacao especifico do receptor de IL-2 liga-se
substancialmente apenas ao receptor de IL-2 ou a um
componente deste. Tal como aqui utilizado, o termo "agente de
ligacdo especifico do receptor de IL-2" inclui anticorpos
anti-receptor de IL-2 e outros agentes que se ligam a apenas
substancialmente um receptor de IL-2 ou um componente deste
(p. ex., pbdS5, p75).

Anticorpos anti-receptor de IL-2 podem ser produzidos
utilizando procedimentos padrao descritos em numerosos
textos, incluindo Harlow e Lane (Using Antibodies, A
Laboratory Manual, CSHL, New York, 1999, ISBN 0-87969-544-7).
Além disso, certas técnicas podem aumentar a produgao de
anticorpos neutralizantes (Patente U.S. No. 5843454; Patente
U.S. No. 5695927; Patente U.S. No. 5643756; e Patente U.S.
No. 5013548). A determinacao de que um determinado agente se
liga a apenas substancialmente um componente do receptor de
IL-2 pode ser facilmente realizada utilizando ou adaptando
procedimentos de rotina. Um ensaio in vitro adequado faz uso
do procedimento de transferéncia Western (descrito em muitos
textos padrao, incluindo Harlow e Lane, 1999). A
transferéncia Western pode ser utilizada para determinar que
um dado agente de ligacao a proteina, tal como um anticorpo
monoclonal anti-receptor de IL-2, se liga apenas
substancialmente ao receptor de IL-2. Anticorpos para o
receptor de IL-2 sao bem conhecidos na técnica.

Fragmentos mais curtos de anticorpos podem também servir
como agentes de ligacao especificos. Por exemplo, Fab, Fv, e
Fv de cadeia simples (scFv) que se ligam a um receptor de IL-
2 seriam agentes de ligacao especificos do receptor de IL-2.
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Sujeito: Um  humano ou animal nao humano. Numa

concretizacado, o sujeito tem esclerose maltipla.

Um sujeito gue tenha esclerose multipla gue tenha
falhado um protocolo terapéutico (tal como administracdo de
interferdo-beta) ¢é um sujeito que nao responde ou nao
responde adequadamente a terapia, de tal forma que a sua
condicao nao melhorou o suficiente, nao mudou, ou deteriorou-
se em resposta a tratamento com uma quantidade
terapeuticamente eficaz do farmaco. Um sujeito que falhou um
protocolo terapéutico pode exigir doses crescentes do farmaco
para alcancar um efeito desejado.

Num exemplo, a falha de um sujeito com EM em responder a
um agente terapéutico, tal como interferdo-beta, pode ser
medida como uma recorréncia de lesdes de MRI contrastando com
Gd até pelo menos metade da média de um limiar de lesdes
mensalis de contraste ao longo de seis meses. Noutros
exemplos, um sujeito com EM que nao responde a um agente
terapéutico, tal como tratamento com interferdo-beta, é
identificado por o sujeito experimentar uma ou mais
exacerbacdes num periodo de 18 meses de terapia de
interferao-beta, exibindo um aumento de 1 ponto ou mais na
EDSS ao 1longo de 18 meses de tratamento, ou possuindo
persisténcia ou recorréncia de lesdes de aumento do contraste
em varrimentos de MRI do cérebro até pelo menos metade da
média de um limiar de lesdes mensais de aumento de contraste
estabelecidas ao 1longo de um periodo limiar de 6 meses
medidas antes do inicio da terapia de interferdao-beta.

Sem estar preso a teoria, um sujeito pode ndo responder
a tratamento de IFN, devido ao desenvolvimento de anticorpos
neutralizantes, embora uma falha de resposta a tratamento de
IFN possa também ser detectada na auséncia de anticorpos
neutralizantes (falha primdaria). Num exemplo, um sujeito que
falha o tratamento com interferdao-beta é um sujeito que
desenvolve anticorpos neutralizantes que se ligam
especificamente a interferao-beta, de modo que Sao
necessarias doses crescentes para ver um efeito, ou para

alterar um sinal ou sintoma de EM.
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Sintoma e sinal: Qualguer evidéncia subjectiva de doenca
ou de uma condicdo do sujeito, ou seja, tal evidéncia como
percebida pelo sujeito; uma mudanca notdvel na condicdo de um
sujeito indicativa de um estado fisico ou mental. Um "sinal"
¢ qualquer anomalia indicativa de doencga, detectdvel em exame
ou avaliacao de um sujeito. Um sinal € geralmente uma
indicacdo objectiva de doenca. Sinais incluem, mas nao se
limitam a quaisquer paradmetros mensuraveis tais como testes
para o estado imunoldgico ou a presenca de lesdes num sujeito
com esclerose multipla.

Quantidade terapeuticamente eficaz: Uma dose suficiente
para evitar o avango, ou causar a regressao da doenga, ou gque
é capaz de reduzir os sintomas causados pela doencga, tal como
egsclerose maltipla.

Zenapax® (daclizumab) : Um determinado anticorpo
monoclonal humanizado recombinante do isotipo IgGl humano que
se liga especificamente a Tac (p55). Os genes recombinantes
codificando Zenapax® sadao um compdsito de sequéncias de
anticorpo humano (cerca de 90%) e de murideo (cerca de 10%).
O anticorpo dador anti-Tac de murideo ¢é um anticorpo
monoclonal IgG2a que se liga especificamente a proteina IL-2R
Tac e 1inibe respostas Dbioldgicas de células linfdides
mediadas por IL-2. O anticorpo anti-Tac de murideo foi
"humanizado" através da combinacao das regides determinantes
de complementaridade e outros residuos seleccionados do
anticorpo anti-TAC de murideo com as regides estruturais e
constantes do anticorpo IgGl humano. O anticorpo anti-Tac
humanizado, daclizumab estd descrito e a sua sequéncia é
exposta na Patente U.S. No. 5530101, ver SEQ ID NO: 5 e SEQ
ID NO: 7 para as regides varidveis de cadeia pesada e leve,
respectivamente. A Patente U.S. No. 5530101 e Queen et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. 86: 1029-1033, 1989 sao ambas aqui
referidas. Daclizumab inibe a proliferacdo de células T
induzida por antigénio dependente de IL-2 e a resposta
linfocitdria mista (MLR) (Junghans et al., Cancer Research
50: 1495-1502, 1990), tal Como outros anticorpos de
utilizacado nos métodos aqui divulgados.

Zenapax® foi aprovado pela U.S. Food and Drug
Administration (FDA) para a profilaxia de rejeicao aguda de
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6rgaos em sujeitos que receberam transplantes renais, como
parte de um regime imunossupressor qgque inclui ciclosporina e
corticosterdides. Foi mostrado que Zenapax® €& activo no
tratamento de mielopatia/paraparesia espastica tépica
associada a virus linfotrdéfico de células T humanas de tipo 1
(HAM/TSP, ver Lehky et al., Ann. Neuro., 44: 942-947, 1998).
A utilizacao de Zenapax® para tratar uveite posterior foi
também descrita (ver Nussenblatt et al. Proc. Natl. Acad.
Sci., 96: 7462-7466, 1999).

A menos que explicado de outro modo, todos os termos
técnicos e cientificos aqui utilizados tém o mesmo
significado que o normalmente entendido por um vulgar perito
na técnica a qual pertence esta divulgacdo. O0Os termos no
singular "um", "uma", e "o", "a" incluem referentes plurais a
menos que o contexto claramente indique o contrario.
Semelhantemente, a palavra "ou" destina-se a incluir "e" a
menos que o contexto claramente indique o contrario. Deve
entender-se ainda que todos os tamanhos de bases ou tamanhos
de aminodcidos e todos os valores de peso molecular ou massa
molecular, dados para acidos nucleicos ou polipéptidos séo
aproximados, e sao proporcionados para descricao. Embora
possam ser utilizados na pratica ou testes desta divulgacéo
métodos e materiais semelhantes ou equivalentes aos aqui
descritos, sao descritos abaixo métodos e materiais
adequados. O termo "compreende" significa "inclui". Em caso
de conflito, o presente fasciculo, incluindo explicacgdes dos
termos, prevalecerd. Além disso, o0s materiais, métodos, e
exemplos sao apenas ilustrativos e nao se pretende que sejam
limitantes.

Métodos para Tratamento de um Sujeito com Esclerose
Maltipla

Um antagonista do receptor de IL-2 é aguili proporcionado
para tratamento de sujeitos que tenham esclerose multipla.
Numa concretizacao, o) sujeito tem esclerose maltipla
recidivante-remitente. No entanto, 0os antagonistas aqui
divulgados podem também ser utilizados para o tratamento de
sujeitos com outras formas de esclerose multipla, tais como

esclerose multipla progressiva secunddria ou priméaria.
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Em certas concretizacgdes, o antagonista do receptor de
IL-2 ¢é utilizado ©para tratar sujeitos que nao tenham
respondido adequadamente a tratamento com interferdao-beta
sozinho. A auséncia de resposta ao tratamento com interferao-
beta sozinho ¢, em alguns exemplos, demonstrada por o sujeito
experimentar uma ou mais exacerbacdes num periodo de terapia
de interferao-beta de 18 meses, um aumento de 1 ponto ou mais
na EDSS ao longo de 18 meses de tratamento, ou persisténcia
ou recorréncia de lesdes de aumento de contraste em
varrimentos de MRI do cérebro até pelo menos metade da média
de um limiar de lesdes mensais de aumento de contraste
estabelecido ao longo de um periodo limiar de 6 meses medido
antes do inicio da terapia com interferdo-beta. Outros
indicadores de progressao ou actividade de doenca conhecidos
dos peritos na técnica podem também ser usados para
determinar se um sujeito nao respondeu a terapia com
interferdo-beta. A terapia com interferdao-beta pode ser
tratamento com interferdo-beta 1lb, interferadao-beta 1la, ou
ambos os tipos de interferao.

Numa concretizacao especifica, a quantidade
terapeuticamente eficaz de um antagonista do receptor de IL-2
(IL-2R) ¢ administrada ao sujeito sem a administracéao
concomitante de interferdo-beta. Pode ser utilizado um uUnico
antagonista de IL-2R, ou pode ser utilizada uma combinacao de
antagonistas de IL-2R no tratamento de esclerose maltipla. O
antagonista de IL-2R é um agente que se liga ao IL-2R em
linfécitos T activados e inibe a actividade do receptor.

O antagonista do receptor de IL-2 € um anticorpo, tal
como um anticorpo monoclonal, p. ex., um anticorpo monoclonal
quimérico, humanizado ou humano. Um exemplo especifico de um
anticorpo monoclonal humanizado que se liga especificamente a
P55 é daclizumab, que é descrito e a sua sequéncia & exposta
na Patente U.S. No. 5530101, e em Queen et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. 86:1029-1033, 1989. Assim, o anticorpo pode ser
uma imunoglobulina humanizada possuindo regides determinantes
de complementaridade (CDR) de uma imunoglobulina dadora e
estruturas de regido variavel de cadeia pesada e leve de
estruturas de cadeia pesada e leve de uma imunoglobulina
humana aceitadora, em que a imunoglobulina humanizada se liga

especificamente a um receptor humano de interleucina-2 com
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uma constante de afinidade de pelo menos 108 M1, A sequéncia
da estrutura da regido varidvel de <cadeia ©pesada da
imunoglobulina humanizada pode ser pelo menos 65% idéntica a
sequéncia da estrutura da regido variavel de cadeia pesada da
imunoglobulina dadora. Um exemplo especifico da regiao
variavel do anticorpo anti-Tac €& exposto como SEQ ID NO: 1 e
SEQ ID NO: 3 da Patente U.S. No. 5520101 (cadeia 1leve e
pesada, respectivamente), e a regido varidvel do anticorpo
anti-Tac humanizado, daclizumab & exposta como SEQ ID NO: 5 e
SEQ ID NO: 7 (cadeia pesada e 1leve, respectivamente) da
Patente U.S. No. 5530101.

O anticorpo pode incluir dois dimeros de cadeia
leve/cadeia pesada, e liga-se especificamente a p55 (tal como
o anticorpo anti-Tac) ou p75. Antagonistas de IL-2R uteis
incluem agentes que se ligam especificamente a pb5 (também
conhecida como a cadeia alfa ou a subunidade Tac) do IL-2R
humano. Num exemplo, ©0 agente é um anticorpo monoclonal, tal
como daclizumab, basiliximab, BT563, e 7G8 ou as suas formas
quiméricas ou humanizadas. O agente pode também ser um
anticorpo humano, ou um anticorpo humanizado com CDR
sintéticas que se liga especificamente a pb55. Os anticorpos
que se ligam ao mesmo epitopo (ou gque se sobrepdem) gue
daclizumab ou basiliximab podem também ser utilizados nos
métodos agqui divulgados. Noutras concretizagdes, o anticorpo
tera elevada identidade de sequéncia com daclizumab ou
basiliximab, pelo menos 90 ou 95%, tal como pelo menos uma
identidade de sequéncia de 98% ou 99%, embora mantendo as
propriedades funcionais do anticorpo, isto é, as suas
propriedades antagonistas para o IL-2R. O anticorpo pode ser
de qualguer 1isotipo, mas em vVvarias concretizacdes esse
anticorpo é uma IgG, incluindo mas nao se limitando a, IgGl,
IgG2, IgG3 e IgG4.

Noutras concretizacodes, o) anticorpo é basilimab,
comercializado como Simulect® por Novartis Pharma AG.

Simulect® é um anticorpo monoclonal quimérico (de
murideo/humano) (IgG: ), produzido atrés de tecnologia de
ADN recombinante, que funciona como um agente

imunossupressor, que se liga especificamente e bloqueia a
cadeia alfa de IL-2R a superficie de linfécitos T activados.

z

Simulect® é uma glicoproteina obtida a partir da fermentacéao
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de wuma 1linha celular de mieloma de ratinho estabelecida
geneticamente modificada para expressar plasmideos contendo
0s genes de regiao constante de cadeia pesada e leve humanos
e genes de regido varidvel de cadeia pesada e leve de ratinho
codificando o anticorpo REFT5 que se liga selectivamente a IL-
2R (alfa). Com base na sequéncia de aminodcidos, o peso
molecular calculado da proteina é de 144 guilodaltons.

Também descrevemos que o antagonista de IL-2R & uma
molécula que se liga a outras subunidades do receptor de IL-
2, tais como Mik- 1 ou Mik- 2 ou as suas vessquimérica ou
humanizada, gque se ligam a cadeia beta do IL-2R humano, ou
outro anticorpo que se ligue especificamente a p75 (ver
Patente U.S. No. 5530101). O antagonista de IL-2R pode também
ser um fragmento de um anticorpo (p. ex., um anticorpo
quimérico, humanizado, ou humano) tal como um Fab, (Fab')g,
Fv, ou scFv. Mais, o fragmento pode ser peguilado para
aumentar a sua semivida.

Nalguns exemplos, o antagonista de IL-2R ¢é uma
combinacdao de agentes anti-IL-2R. Por exemplo, Zenapax® e
Simulect® sao administrados em conjunto como uma mistura ou
0s agentes sao alternados no esquema de administracao.

O antagonista de IL-2R, tal como um anticorpo humanizado
que se liga especificamente ao IL-2R, pode ser utilizado em
combinacao com outros anticorpos, particularmente anticorpos
monoclonais humanos reactivos com outros marcadores em
células responsaveis por uma doenca. Por exemplo, marcadores
de células T adequados podem incluir aqueles agrupados nos
chamados "Grupos de Diferenciacao", (antigénios CD, ver
"First International Leukocyte Differentiation Workshop,
Leukocyte Typing", Bernard et al., Eds., Springer-Verlag,
N.Y., 1984). Noutro exemplo, o outro anticorpo 1liga-se e
inibe uma 1linfocina, tal como IFN-gama, ou um receptor de
linfocina. Num exemplo, o outro anticorpo liga-se a integrina

5 1 (VLA-5), da qual um anticorpo exemplar particularmente
preferido é Antegren® (Elan Pharmaceuticals e Biogen, Inc.).

0O antagonista de IL-2R pode ser administrado por via
parentérica, isto €&, por via subcutédnea, intramuscular ou

intravenosa ou por meio de um dispositivo de injeccao sem
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agulha. As composicdes para administracao parentérica
incluirdo geralmente uma solucao do antagonista de IL-2R (p.
ex., o) anticorpo) num  transportador farmaceuticamente
aceitavel, tal como descrito acima. A concentracgdo de
anticorpo nas formulagdes pode variar amplamente, i.e., de
menos de cerca de 0,5%, normalmente a ou pelo menos cerca de
1% até tanto como 15 ou 20% em peso ou de 1 mg/ml a 100
mg/ml. A concentracdo € seleccionada principalmente com base
em volumes dos liquidos, viscosidades, etc., de acordo com ©
modo de administracao particular seleccionado.

Métodos para preparacao de composicdes farmacéuticas sao
conhecidos dos peritos na técnica (ver "Remington's
Pharmaceutical Science"™, 15th ed., Mack Publishing Company,
Easton, Pa., 1980).

Anticorpos Uteis nos métodos aqui divulgados podem ser
congelados ou liofilizados para armazenamento e
reconstituidos num transportador adequado antes da
utilizacao. Um perito na técnica pode facilmente conceber
técnicas apropriadas de liofilizacgdo e reconstituicgao.

O antagonista de IL-2R pode ser administrado para
tratamentos terapéuticos de um sujeito com esclerose
multipla. Assim, uma quantidade terapeuticamente eficaz de
uma composicdo é administrada a um individuo sofrendo ja de
EM, numa guantidade suficiente para melhorar um sinal ou um
sintoma do disturbio. Geralmente, uma dose adequada de
Zenapax® (daclizumab) ¢é de <cerca de 0,5 miligramas por
quilograma (mg/kg) a cerca de 3 mg/kg, tal como uma dose de
cerca de 1 mg/kg, cerca de 1,5 mg/kg, cerca de 2 mg/kg, ou
cerca de 2,5 mg/kg administrada por via intravenosa ou
subcutdnea. Formas de dosagem unitarias sdo também possiveis,
por exemplo 50 mg, 100 mg, 150 mg ou 200 mg, ou até 400 mg
por dose. No entanto, outras dosagens mais elevadas ou
inferiores podem também ser utilizadas, tais como de cerca de
0,5 a cerca de 8 mg/kg. Foi sugerido que niveis séricos de 5
a 10 g/ml sAo necessarios para saturacdo da subunidade Tac
dos receptores de IL-2 para Dblogquear as respostas de
linfécitos T activados. Um perito na técnica serd capaz de
construir um regime de administracdo para manter os niveis

séricos dentro desse intervalo, embora possa ser usada uma
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administracao resultando em niveis séricos mais elevados ou
mais baixos. E provdvel que as doses de Simulect® sejam
inferiores, por exemplo de 0,25 mg/kg a 1 mg/kg, p. ex., 0,5
mg/kg, ou doses unitdrias de 10, 20, 40, 50 ou 100 mg. O
principio geral de manter o IL-2R saturado pode ser também
utilizado para orientar a escolha dos niveis de dose de
outros antagonistas de IL-2R tais como outros anticorpos
monoclonais.

Administracdes UGnicas ou multiplas das composicgdes de
antagonista de IL-2R podem ser realizadas com os niveis de
dose e os padrdes sendo seleccionados pelo médico assistente.
Geralmente, sdo administradas doses mualtiplas. Em varios
exemplos, sdo utilizadas multiplas administracdes de Zenapax®
(daclizumab) ou outros anticorpos de IL-2R, tal como
administracao mensal, bimensal, a cada 6 semanas, a cada duas
semanas, semanalmente ou duas vezes por semana. Um protocolo
exemplar para administracdo de Zenapax® (daclizumab), também
aplicavel a outros anticorpos de IL-2R, é descrito na seccgéo
de exemplos abaixo.

O antagonista de IL-2R é administrado sem administracgao
concomitante de um interferdao-beta, tal como interferdao-beta
la ou interferadao-beta 1b. Num exemplo especifico, néo
limitante, Zenapax® (daclizumab) é administrado sem
administracadao concomitante de um interferao-beta, tal como
interferdo-beta-12 ou interferao-beta-1Db. Noutro exemplo
especifico, nao limitante, Zenapax® (daclizumab) é
administrado sem a administracao concomitante de outros
agentes farmacéuticos adicionais para tratar esclerose

multipla, tais como outros agentes imunossupressores.

O antagonista de IL-2R pode também ser utilizado em
combinagdo com um ou mais outros fdrmacos que podem ser
activos em tratamento de esclerose multipla. Estes incluem,
mas nao se limitam a, Copaxone®, corticosterdides tais como
prednisona ou metilprednisolona; agentes imunossupressores,
talis como ciclosporina (ou outros inibidores da calcineurina,
tais como Prograf®), azatioprina, Rapamune® e Cellcept®; anti-
metabolitos tails como metotrexato; e agentes antineopldsicos,

tais como mitoxantrona.
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O tratamento com o antagonista de IL-2R, sozinho ou em
combinacdo com outros agentes, reduzird em média o nUmero de
lesdes em MRI com aumento de gadolinio em pelo menos 30%.
Numa concretizacao, as lesdes de aumento de gadolinio em MRI
sao reduzidas em pelo mencos cerca de 50% ou em pelo menos
cerca de 70%, tal como uma reducao de cerca de 80%, cerca de
90%, ou em mais de 95%, em comparacao com medic¢des limiares
para os mesmos sSujeitos ou com medigcdo em sujeitos de
controlo (p. ex. sujeitos nao recebendo o antagonista de IL-
2R) . Semelhantemente, o tratamento com o antagonista de IL-
2R, sozinho ou em combinacdo com outros agentes, reduzira o
nimero médio de exacerbacdes de EM por sujeito num dado
periodo (p. ex., 6, 12, 18 ou 24 meses) em pelo menos cerca
de 25%, tal como pelo menos cerca de 40% ou pelo menos cerca
de 50%. Numa concretizacdao, o numero de exacerbacdes de EM é
reduzido em pelo menos cerca de 80%, tal como pelo menos
cerca de 90%, em comparacao com sujeitos de controlo. Os
sujeitos de controlo podem ser sujeitos nao tratados ou
sujeitos nao recebendo o antagonista de IL-2R (p. ex.,
sujeitos recebendo outros agentes). O tratamento com o
antagonista de IL-2R, sozinho ou em combinacdao com outros
agentes, pode também reduzir a taxa média de aumento da
pontuacdo de incapacidade do sujeito durante um certo periodo
(p. ex., 6, 12, 18 ou 24 meses), p. ex., tal como medido
através da pontuacdao de EDSS, em pelo menos cerca de 10% ou
cerca de 20%, tal como em pelo menos cerca de 30%, 40% ou
50%. Numa concretizacdo, a redugcao na taxa média de aumento
na pontuacado ESS é pelo menos cerca de 60%, pelo menos cerca
de 75%, ou pelo menos cerca de 90%, ou pode mesmo conduzir a
uma melhoria real na pontuacao de incapacidade, em comparacao
com sujeitos de controlo, tal como sujeitos nao tratados ou
sujeitos nao recebendo o antagonista de IL-2R mas recebendo
possivelmente outros agentes. Estes beneficios podem ser
demonstrados em um ou mais ensaios clinicos aleatdrios,
controlados com placebo, duplamente cegos, de Fase II ou III
e serao estatisticamente significativos (p. ex., p <0,05).

A presente divulgacdo ¢é ilustrada pelos seguintes
Exemplos ndo limitantes.
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EXEMPLOS
Exemplo 1

Protocolo para a Utilizagdo de um Anticorpo de IL-2R
Humanizado (Zenapax®) para Tratar Esclerose Midltipla

A. Objectivos

Foi conduzido um estudo para determinar a eficdcia da
terapia de Zenapax® em sujeitos com esclerose multipla gue
falharam a terapia padrao de IFN- comparando oumero médio
de lesdes de aumento de Gd durante o periodo pré-tratamento
com o do periodo de tratamento. Neste estudo foi também
demonstrada a seguranca e tolerabilidade de Zenapax® em
sujeitos com esclerose multipla utilizando medidas clinicas,

de MRI, e imunoldégicas.

Para avaliar a eficdcia da terapia de Zenapax® em
sujeitos com esclerose multipla que falharam a terapia de
IFN- pade foram utilizadas as seguintes medig¢des:

1. Medidas de MRI
Carga de lesdes a T2,
Volume de lesdes de aumento de Gd,
Volume de hipo-intensidades a Tl (opcional);
2. Medidas clinicas, especificamente,
Alteracdao em EDSS, alteracdao em SRS (Escala de
Pontuacado Neuroldgica de Scripps)
Taxa de recidiva; teste de 9 buracos e pinos
3. Medidas imunoldgicas, especificamente,
Marcadores das linhagens de células T, Thl e Th2 T,
bem como andlise FACS de varios marcadores de células T,
Producgédo de citocinas por células T in vitro,
Proliferacdo de células T

Para fins do estudo, a falha em responder a terapia
padrao de IFN- foi definida como uma recoencia de lesdes
de contraste de Gd em MRI até pelo menos metade da média do
limiar lesdes de contraste de Gd mensais ao longo de 6 meses
antes do inicio do tratamento de IFN ou incapacidade de
resposta primdria a tratamento de IFN ou da presenga de
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recidivas clinicas durante pelo menos 12 meses. 0s sujeitos
testados foram ndo respondedores primdrios a IFN- , 1.e., na
auséncia de anticorpos neutralizantes contra IFN- , ouaa
respondedores secunddrios, i.e., na presenca de anticorpos
neutralizantes.

B. Esquema do Estudo

Os sujeitos foram recrutados apds a conclusdao de todos
0s procedimentos pré-triagem (Semana —-8) desde que a falha a
terapia de IFN- pado estivesse documentada. Apds
recrutamento, os sujeitos foram submetidos a trés MRI de Gd
aumentado a intervalos de 4 semanas antes da primeira dose do
farmaco de estudo. 0Os sujeitos com pelo menos 2 lesbes de
aumento de Gd ou mais nos 3 varrimentos de MRI pré-tratamento
(uma média de pelo menos 0,67 lesdes de aumento de Gd por
varrimento) eram elegiveis para prossequir para a fase de
tratamento do estudo. Durante a fase de tratamento, os
sujeitos receberam sete infusdes IV de 1 mg/kg de peso
corporal de anti-subunidade alfa do receptor da interleucina
2 (IL-2R ; Zenap®x, dia 0, semana 2, semana 6, semana 10,
semana 14, semana 18 e semana 22; total de 7 doses) durante
5,5 meses = 22 semanas, e continuaram a ser submetidos a MRI
de aumento de Gd a intervalos de 4 semanas. Apds a ultima
dose do farmaco de estudo, o0s sujeitos foram monitorizados
durante 12 semanas. Alguns sujeitos continuaram a receber
terapia de IFN- pade através do ensaio, enquanto a terapia
de IFN- foi descontinuada nalguns sujeitos.

B. 1 C(Critérios de Inclusdo e Exclusdo para Triagem Pré-
Tratamento

Os candidatos para o estudo satisfizeram os seguintes
critérios no momento do recrutamento (Tabela 1):
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Tabela 1

Critérios de Incluséio

1) Entre as idades de 18 e 65 anos, inclusive.

2) Sujeitos com EM recidivante-remitente ou progressiva secunddria que
tiveram mais de um relapso dentro de 18 meses antes do recrutamento para
o estudo. Os sujeitos tinham pelo menos 2 lesles de aumento de Gd ou
mais nos 3 varrimentos de MRI pré-tratamento (uma média de pelo menos
0,67 lesbes de aumento de Gd por varrimento).

3) Pontuacgdo de EDSS entre 1 - 6,5, inclusive.
- Os sujeitos que falharam a terapia de IFN- pade. As falhas no
tratamento de IFN- foram especificadas como se sag: Os individuos que

tinham recebido tratamento de IFN durante pelo menos 6-12 meses e tinham
tido mais do que uma exacerbacdo durante o ano anterior gue requereu
tratamento por esterdides intravenosos. Os sujeitos actualmente
recrutados num protocolo para a administrag¢do de ambos Zenapax® e IFN-

foram elegiveis para passagem para uma fase de aumento da dose ou a fase
de terapia simples de Zenapax® apds 5,5 meses de terapia. Os sujeitos
que tiveram uma diminuicdo de 75% ou mais na actividade das lesdes foram
elegiveis para a fase de dose simples de Zenapax®, enquanto os sujeitos
que ndo alcancaram pelo menos uma redugdo de 75% na actividade das
lesdes foram elegiveis para a fase de aumento da dose.

Os candidatos foram excluidos de entrada no estudo se
existisse qualgquer um dos critérios de exclusao no momento do
recrutamento (Tabela 2):
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Tabela 2

Critérios de Excluséio

Historia Médica

1) Diagndéstico de EM progressiva primdria, definida como progressdo
gradual de incapacidade desde o aparecimento sem recidivas.

2) Testes de pesquisa/pré-tratamento anormais excedendo qualquer um dos
limites definidos abaixo:

- Alanina-transaminase (ALT) ou aspartato-transaminase (AST) > duas
vezes o0 limite superior do normal (i.e., >2xULN)

— Contagem de gldébulos brancos totais <3000/mm3

— Contagem de CD4* <320/mm?

— Contagem de plaquetas <80000/mm3

- Creatinina >2,0 mg/dl

3) Doenca cardiaca, imunoldgica, pulmonar, neuroldgica, renal, e/ou
outra principal concomitante, <clinicamente significativa (tal como
determinado pelo investigador).

4) Qualquer contra-indicacgdo para terapias de anticorpos monoclonais.

5) Sujeitos que eram HIV+.

Histéria de Tratamento

5) Se tinha sido recebido tratamento anterior, o sujeito era retirado do
tratamento durante o} periodo necessario para recrutamento (ver

insercao).

Restrigbdes a Tratamentos

Agente Tempo Necessario fora do Agente
Antes do Recrutamento

Acetato de glatirdmero (Copaxone®), 26 semanas

ciclofosfamida (Cytoxan®)

Ig IV, azatioprina (Imuran®), 12 semanas

metotrexato, mudanca de plasma,

ciclosporina, mielina oral,

cladribina, mitoxantrona

Corticosterdides, ACTH 8 semanas

6) Tratamento prévio com qualquer outro fdrmaco de investigagdo ou
procedimento para EM.

7) Histdéria de abuso de &lcool ou de drogas dentro dos cinco anos
anteriores ao recrutamento.

8) Sujeitos do sexo masculino e feminino ndo praticando contracepcao
adequada.

9) Sujeitos do sexo feminino que nado estejam em pds-menopausa ou
cirurgicamente estéreis que nado estejam a utilizar um método aceitavel
de contracepgdo. A aceitabilidade dos diversos métodos de contracepcgao
estard a discricdo do investigador. Documentacdo escrita de que o
sujeito estd em pds—-menopausa ou cirurgicamente estéril deve estar
disponivel antes do inicio do estudo.
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10) Falta de vontade ou incapacidade para cumprir os requisitos deste
protocolo incluindo a presenga de qualquer condicdao (fisica, mental ou
social) que possa afectar a volta do sujeito para visitas de seguimento
programadas.

11) Participacgdo prévia neste estudo.

12) Sujeitos a amamentar.

Uma coorte de sujeitos dque entraram no protocolo
descrito que nao conseguiram mostrar uma reducao de pelo
menos 75% na frequéncia de 1lesdes a interferdo e Zenapax®
teve a dose de Zenapax® aumentada para 2 mg/kg para avaliar
se esta dose de Zenapax® é segura e bem tolerada.

B.2 Agente de Tratamento e Infusdo

Os sujeitos recrutados no estudo receberam Zenapax® em
momentos designados. A formulacdo anti-Tac contém 5 mg/ml de
Zenapax® e 0,2 mg/ml de Polissorbato-80 em tampdo fosfato 67
mM, pH ajustado a 6,9. A formulacao foi embalada num volume
de 5 ml de tamanho apropriado em frascos de vidro de silex. O
agente foi armazenado a 2-8°C ao abrigo da luz. A quantidade
apropriada de solugdo de anticorpo a 5 mg/ml foi diluida com
50 ml de solugdo salina normal num mini-saco. O anticorpo
diluido foi armazenado durante 24 horas a 2-8°C antes da
administracado. A terapia fol administrada por via intravenosa
a uma dose de 1 mg de Zenapax® por kg, como uma infuséao
intravenosa de 15 minutos. No final da infusdo, a linha foi
lavada com 10 ml de solucao salina. O tempo das
administracdes e os sinais dos frascos foram registados na
folha de infusdes. Os sinais vitais foram tomados e
registados pré-infusdo, imediatamente apdés a infusao, e 15
minutos apdés a infusdo estar concluida. A dose maxima do
farmaco do estudo foi de 20 ml, o que é o egquivalente a 200
mg de anticorpo.

Os frascos de Zenapax® foram ventilados antes da remocao
do conteudo. Uma agulha de purga, ou uma agulha de 20-22 G
ligada a uma seringa (sem o émbolo) foi, nalguns casos,
inserida nos frascos. O ar nao foi injectado no espago
superior dos frascos nem na solugao. Apds ventilacgao, o
contetdo foi retirado de cada um dos frascos para uma seringa
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(com uma agulha de 20-22 G) suficientemente grande para
conter a dose total calculada de Zenapax®.

Foi utilizada uma seringa e uma agulha para remover um
volume de solucdo salina equivalente a dose calculada de
Zenapax® (mais qualguer excesso) a partir de um recipiente de
150 ml de 4&agua estéril, embora alternativamente possa ser
utilizada solucao salina normal (NaCl a 0,9% USP). O conteudo
da seringa contendo Zenapax® foi injectado no recipiente. O
contetido foi misturado abanando gentilmente o recipiente
durante cerca de 20 segundos, de modo a gque o produto
reconstituido ficasse pronto para infusdao. A solugao de
Zenapax® diluida foil armazenada a temperatura ambiente. A
solucdo diluida foi completamente infundida dentro de 4 horas
apdés a diluicao.

Foi seguida a pratica clinica padrdo para assegurar a
esterilidade do material de infusao. Zenapax® foi
administrado através de uma linha intravenosa dedicada a uma
velocidade constante ao longo de 15 minutos e foi seguido por
uma lavagem com solucao salina normal. Para controlar a
velocidade, foi utilizada uma bomba de infusao. O volume da
lavagem de solucdo salina nao foi inferior a do volume
residual da solugao retida no tubo de IV. Foi utilizado um
tubo novo para cada infusao.

Os sujeitos foram obrigados a receber a sua infusao em 7
dias de compromissos agendados. Os sujeitos foram examinados
em cada visita do estudo antes do inicio da infusd@o. Todos os
sujeitos utilizaram métodos de controlo de natalidade aceites
durante seis meses apds a conclusao do tratamento, e o0s
sujeitos do sexo feminino ndo estavam gravidos.

Zenapax® foi administrado como uma infusdao IV de 15
minutos a 1 mg/kg (com base no peso corporal ideal) no dia 0,
semana 2, semana 6, semana 10, semana 14, semana 18 e semana
22, total de 7 doses) durante 5,5 meses = 22 semanas apods
todos o0s outros procedimentos necessdrios em cada visita
estarem realizados. Os MRI ocorreram dentro de 7 dias antes
da administracdo do farmaco do estudo. Nalguns sujeitos, duas
infusdes adicionais a intervalos de 6 semanas foram dadas nas

semanas 28 e 34.
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C. Programa de tratamento, incluindo testes e avaliagdes

O tamanho da amostra para o estudo inicial aqui
divulgado, 10 sujeitos tratados, foi escolhido de acordo com
vasta experiéncia durante estudos da histdéria natural da EM,
um estudo de MRI de IFN- 1b e a avalg¢ado estatistica destes
dados.

Os testes foram realizados de acordo com O esquema
mostrado na Tabela 3.

Tabela 3

Programa dos Testes e Avaliacgdo

1. Semana -8 (Visita de Rastreio)

A menos que indicado em contrdrio, os testes e as avaliagdes foram
efetuados dentro de 7 dias antes do primeiro MRI do sujeito para
determinar a elegibilidade do sujeito:

— Uma histdéria médica completa.

- Estado wvacinal.

- Um exame fisico completo, incluindo medicdo dos sinais wvitais e do
peso corporal.

- Radiografia do toérax.

- ECG

— Andlise quimica sanguinea.

— Hematologia: hemograma com contagem diferencial e de plaquetas.

— Contagem de CD4*.

— Medidas imunoldgicas.

— Teste de gravidez na urina para mulheres em idade fértil.

— Testes para anticorpos para Zenapax® (soro armazenado até a andlise).

- Teste EDSS/SRS/9 buracos e pinos

- MRI (realizada apds todos os outros procedimentos de pesqguisa estarem
concluidos).

- Teste cutédneo com vdrios antigénios de recordacdo; alternativamente,
realizado na semana -4

- Soro para determinagdo de niveis séricos de anti-IL-2Ra (armazenado
até a andlise)

- Estado de HIV-I

2. Semana -4

- Sinais vitais.

- Medidas imunoldgicas.

— Teste de gravidez na urina para mulheres em idade fértil.
- Teste EDSS/SRS/9 buracos e pinos

- MRI

- Titulo de rubéola, titulo de EBNA (padrao).
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3. Entre as Semanas -4 e 0
— Pungado lombar opcional.
— Linfacitoferese

4. Semana 0

Sinais vitais.

Contagem de linfdécitos totais (os resultados estavam disponiveis antes
da administracao).

— Andlise quimica sanguinea.

— Hematologia: hemograma com contagem diferencial e de plaquetas.

— Contagem de CD4*.

— Teste de gravidez na urina para mulheres em idade fértil.

— Teste de EDSS/SRS/9 buracos e pinos.

- MRIT.

- Medidas imunoldgicas.

— Teste para anticorpos para Zenapax® (soro armazenado até a andlise).

- Soro para determinacdo de niveis séricos de anti-IL-2R (armazenad
até a andlise).

O sujeito recebeu a primeira dose do fédrmaco do estudo.

5. Semana 2

- Sinais vitais.

— Contagem de linfécitos totais (os resultados estavam disponiveis antes
da administracéo).

— Andlise quimica sanguinea.

Hematologia: hemograma com contagem diferencial e de plaqguetas.

- Contagem de CD4*.

- Medidas imunolégicas.

— Teste de gravidez na urina para mulheres em idade fértil.

— Teste de EDSS/SRS/9 buracos e pinos.

- MRI.

- Infusdo de Zenapax®

Teste para anticorpos para Zenapax® (soro armazenado até a andlise).

- Soro para determinacdo de niveis séricos de anti-IL-2R (armazenad
até a andlise)

6. Semana 4
— Sinais vitais

- EDSS

- MRI

— Teste para anticorpos para Zenapax® (soro armazenado até a andlise).

- Soro para determinacdo de niveis séricos de anti-IL-2R (armazenad

até a andlise)

7. Semana 6

- Sinais vitais.

— Contagem de linfécitos totais (os resultados estavam disponiveis antes
da administracéo).

- Andlise quimica sanguinea.

- Hematologia: hemograma com contagem diferencial e de plaguetas.

— Contagem de CD4+.

- Medidas imunolégicas.

— Teste de gravidez na urina para mulheres em idade fértil.

— Teste de EDSS/SRS/9 buracos e pinos.

- MRI.

- Infusdo de Zenapax®.

— Teste para anticorpos para Zenapax® (soro armazenado até a andlise).

- Soro para determinagdo de niveis séricos de anti-IL-2R (armazenad
até a andlise)
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8. Semana 10

- Sinais vitais.

— Contagem de linfécitos totais (os resultados estavam disponiveis antes
da administracao).

- Andlise quimica sanguinea.

— Hematologia: hemograma com contagem diferencial e de plaguetas.

— Contagem de CD4*.

- Medidas imunoldgicas.

— Teste de gravidez na urina para mulheres em idade fértil.

- Teste para anticorpos para Zenapax®

— Teste de EDSS/SRS/9 buracos e pinos.

— MRI.

— Infusdo de Zenapax®.

- Teste para anticorpos para Zenapax® (o soro serda armazenado até a
analise).

- Soro para determinagdo de niveis séricos de anti-IL-2R (armazenad
até a andlise)

9. Semana 14

- Sinais vitais.

— Contagem de linfdécitos totais (tirados de modo a gque os resultados
estivessem disponiveis antes da administracdo).

— Andlise quimica sanguinea.

— Hematologia: hemograma com contagem diferencial e de plaquetas.

— Contagem de CD4+.

- Medidas imunoldgicas.

— Teste de gravidez na urina para mulheres em idade fértil.

— Teste de EDSS/SRS/9 buracos e pinos.

— MRI.

— Infusdo de Zenapax®.

- Teste para anticorpos para Zenapax® (soro armazenado até a andlise).

- Soro para determinagdo de niveis séricos de anti-IL-2R (armazenad|
até a andlise)

10. Semana 18

- Sinais vitais.

— Contagem de linfécitos totais (os resultados estavam disponiveis antes
da administracao).

— Andlise quimica sanguinea.

— Hematologia: hemograma com contagem diferencial e de plaquetas.

— Contagem de CD4*.

- Medidas imunolégicas.

— Teste de gravidez na urina para mulheres em idade fértil.

— Teste de EDSS/SRS/9 buracos e pinos.

— MRI.

— Infusdo de Zenapax®.

— Teste para anticorpos para Zenapax® (soro armazenado até a andlise).

- Soro para determinacdo de niveis séricos de anti-IL-2R (armazenad
até a andlise)

11. Semana 22

- Sinais vitais.

— Contagem de linfécitos totais (os resultados estavam disponiveis antes
da administracao).

— Andlise quimica sanguinea.

— Hematologia: hemograma com contagem diferencial e de plaquetas.
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— Contagem de CD4+.

- Medidas imunolégicas.

— Teste de gravidez na urina para mulheres em idade fértil.

— Teste de EDSS/SRS/9 buracos e pinos.

- MRT.

- Infusdo de Zenapax®.

— Teste cutdneo com maltiplos antigénios (ver Apéndice I)

— Teste para anticorpos para Zenapax® (soro armazenado até a andlise).

- Soro para determinacdo de niveis séricos de anti-IL-2R (armazenad
até a andlise)

12. Semana 26

- Sinais vitais.

— Andlise quimica sanguinea.

— Hematologia: hemograma com contagem diferencial e de plaquetas.

— Contagem de CD4*.

— Teste de gravidez na urina para mulheres em idade fértil.

— Teste de EDSS/SRS/9 buracos e pinos.

- MRI.

— Medidas imunolégicas.

— Teste para anticorpos para Zenapax® (soro armazenado até a andlise).
- Soro para determinacdo de niveis séricos de anti-IL-2R (armazenad
até a andlise)

- Puncao lombar opcional.

- Linfocitoferese.

13. Entre as Semanas 30 e 34

- Medidas imunoldégicas

— Outros (radiografia ao térax, ECG)

— Teste de EDSS/SRS/9 buracos e pinos.

- MRI

— Titulo de rubéola/titulo de EBNA (padréo).

— Teste para anticorpos para Zenapax® (soro armazenado até a analise).

- Soro para determinacdo de niveis séricos de anti-IL-2R (armazenad
até a andlise)

Tal como indicado acima, alguns sujeitos receberam mais
duas ou mais infusdes de Zenapax® nas semanas 28 e 34 e
depois o mesmo seguimento pds-tratamento (ver Tabela 3, #12 e
#13) .

Exemplo 2

Medidas dos Resultados: Andlise de Dados

Para além dos testes e avaliagdes listados na Tabela 3,
as seguintes avaliagdes de eficdcia clinica foram realizadas
durante o estudo:

1. Teste de EDSS/SRS/9 buracos e pinos - medidas de
incapacidade

2. Namero de recidivas. As recidivas sao definidas como
sintomas neuroldégicos novos ou recorrentes, nao associados a
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febre ou infeccao, durando pelo menos 48 horas e acompanhados
por descobertas neuroldgicas objectivas apds exame.

A seguranga clinica foi avaliada através do estado
neuroldégico, exame fisico geral, medicdao dos sinais vitais
(temperatura, frequéncia cardiaca e pressao arterial). Os
eventos adversos foram recolhidos ao longo do estudo.

Foram também realizadas durante o estudo as seguintes
avaliacdes de eficacia laboratoriais:

1. MRI do cérebro com e sem aumento de gadolinio;
pardmetros de MRI adicionais

2. Medidas imunoldgicas.

Os parametros laboratoriais especificos avaliados neste
estudo foram os seguintes:

1. Actividade de MRI como monitorizada pelos médicos

2. Quimica sanguinea: creatinina, bilirrubina total,
ALT, AST, fosfatase alcalina e albumina. Anticorpos anti-
rubéola, EBV e EBNA.

3. Hematologia: hemograma completo com contagem
diferencial e de plagquetas.

As avaliagdes de seguranca foram como se segue:

1. A andlise de subconjuntos de CD4* periféricos foi
efectuada utilizando citometria de fluxo com marcadores de
subconjunto bem definidos para linfdécitos T.

2. Recolha de 4 ml de sangue inteiro (para obter 2 ml de
soro) para determinacao da formagcao de anticorpos para
Zenapax®.

3. A seguranca em termos de influéncia de Zenapax® na
actividade de doencga inflamatéria do SNC foi documentada e
seguida através de MRT. Um aumento inesperado e
potencialmente de alerta na actividade de MRI foi definido
como um aumento superior a um aumento de 3 vezes em sujeitos
com cargas médias de lesdes de Gd pré-tratamento de <10
lesbdes/més. Em sujeitos com cargas médias de lesdes de Gd
pré-tratamento <3 lesdes/més, um aumento > dez vezes levantou
preocupacdes de segurancga. Se se desenvolvesse uma Unica nova
lesdo com >5 cm em qualgquer didmetro, isto era considerado
como um sinal de toxicidade.
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Nao surgiram preocupac¢gdes quanto a eventos adversos
relacionados com Zenapax® durante o curso destes estudos.

0 estudo aqui divulgado demonstrou a eficdcia da terapia
de Zenapax® em sujeitos com esclerose multipla, através da
comparacgao do numero médio de lesdes de Gd durante o periodo
pré—-tratamento com o do periodo de tratamento. O ponto final
primdrio de eficdcia é o numero de lesdes de aumento de Gd.

As anadlises no ponto final primdrio incluiram o
seguinte:

- comparacao do numero médio de lesdes durante o periodo
pré-tratamento (Semanas -8, -4, 0) com o numero médio de
lesbdes durante o periodo de tratamento (Semanas 0 a 22)

- comparacao do numero médio de lesdes durante o periodo
pré-tratamento (Semanas -8, -4, 0) com o numero médio de
lesdes durante as uUltimas 12 semanas do periodo de
tratamento (Semanas 10-22).

Estas comparacdes foram feitas utilizando um teste t
emparelhado ou o teste nao paramétrico de Wilcoxon,
dependendo da distribuicao dos dados. As médias foram
baseadas em avaliacdes que nao estivessem em falta.

Este estudo demonstra também a eficdcia da terapia de
Zenapax® em sujeitos com esclerose mualtipla utilizando as
seguintes medidas:

1. Medidas de MRI

- Carga de lesbes a T2,

— Volume de lesdes de aumento de Gd,

— Volume de hipo-intensidades a Tl (opcional);

2. Medidas clinicas, especificamente,

- Alteracgdo no teste EDSS/SRS/9 buracos e pinos

- Taxa de recidivas;

3. Medidas imunoldgicas, especificamente,

- Marcadores de linhagens de células T, Thl e Th2,
bem como andlise FACS de varias marcadores do subconjunto de
células T, células B e mondcitos,

- Produgdo de citocinas por células T in vitro
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Carga de lesbes a T2

As andlises sobre a carga de lesdes a T2 incluiram o
seguinte:

- comparacao do volume médio de lesdes a T2 durante o
periodo pré-tratamento (Semanas -8, -4, 0) com o volume médio
de lesdes a T2 durante o periodo de tratamento (Semanas 0-22)

- comparacao do volume médio de lesdes a T2 durante o
periodo pré-tratamento (Semanas -8, -4, 0) com o volume médio
de lesbes a T2 durante as ultimas 12 semanas do periodo de
tratamento (Semanas 10-22)

Estas comparagdes foram realizadas utilizando um teste t
emparelhado ou o teste nao paramétrico de Wilcoxon,
dependendo da distribuicao dos dados. As médias basearam-se
em avaliacgdes que nao estavam em falta.

Volume das Lesbes de aumento de Gd

As andlises sobre o volume de lesdes de aumento de Gd
incluiram o seguinte:

— comparacao do volume médio de lesdes de aumento de Gd
durante o periodo pré-tratamento (Semanas -8, -4, 0) com o
volume médio de lesdes de aumento de Gd durante o periodo de
tratamento (Semanas 0-22)

- comparacao do volume médio de lesdes de aumento de Gd
durante o periodo pré-tratamento (Semanas -8, -4, 0) com o
volume médio de lesdes de aumento de Gd durante as ultimas 12
semanas do periodo de tratamento (Semanas 10-22)

Estas comparacdes foram realizadas utilizando um teste t
emparelhado ou o teste nao paramétrico de Wilcoxon,
dependendo da distribuicdo dos dados. As médias basearam-se
em avaliacgdes que nado estavam em falta.

Volume de Hipo-intensidades a T1

A andlise sobre o volume de hipo-intensidades a T1
incluiram o seguinte:

- comparacao do volume médio de hipo-intensidades a T1
durante o periodo pré-tratamento (Semanas -8, -4, 0) com o
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volume médio de hipo-intensidades a Tl durante o periodo de
tratamento (Semanas 0-22)

- comparacao do volume médio de hipo-intensidades a T1
durante o periodo pré-tratamento (Semanas -8, -4, 0) com o
volume médio das hipo-intensidades a Tl durante as Ultimas 12
semanas do periodo de tratamento (Semanas 10-22)

Estas comparagdes foram realizadas utilizando um teste t
emparelhado ou o teste nao paramétrico de Wilcoxon,
dependendo da distribuicao dos dados. As médias basearam-se
em avaliacgdes que nao estavam em falta.

EDSS

Foi determinada a alteracao da EDSS limiar (Semana 0)
para a Semana 22 e Semana 26. Além disso, a alteracao do
limiar para a semana 22 e 26 para SRS e teste de 9 buracos e
pinos.

Recidivas

A frequéncia de recidivas ao longo de 2 anos antes de
receber o farmaco do estudo foli comparada com a frequéncia de
recidivas com o farmaco do estudo (Semanas 0 a 22).

Exemplo 3

Medidas dos Resultados: Paradmetros Imunoldgicos

1. Andlises da Expressdo a Superficie Celular de PBMC

As andlises para os pardmetros imunoldégicos foram
realizadas wutilizando métodos padrdo. Por exemplo, foi
realizada andlise quantitativa em paralelo de marcadores
importantes do desenvolvimento de células T Thi/Thz, fungdes
efectoras das células T de EM e marcadores para a actividade
bioldgica do anticorpo anti-Tac com particular destaque para
a activacao de <células T (ou seja, a determinacao da
expressao de IL-2, nimero de células T CD4* e CD3*
expressando IL-2R/CD25; respostas de recordacdo a antigénios
de recordacao padrdao in vitro (proliferacdo ao toxdide do



EP 1 539 200/PT
45

tétano; péptido 306-318 de Flu-HA) e in vivo (teste cutédneo))
em sujeitos tratados.

Estudos especificos incluiram:

1. Andlise de alteracgbes em subpopulacgdes de gldbulos
brancos (células polimorfonucleares, mondcitos, células NK,
LAK (células assassinas activadas por linfécitos), linfdcitos
— incluindo células B, subconjuntos de células T CD4+ e CDS8+,
células NK-T, células T reguladoras CD4+/CD25+) apds terapia
in vivo com daclizumab.

2. Avaliacdo de alteracdes na expressao a superficie de
multiplos marcadores de activacdao, moléculas de adeséao,
moléculas co—-estimuladoras, receptores de citocinas e

quimocinas, etc: CD95, CTLA-4, CD25 (cadeia de IL-2R),
CD122 (cadeia de IL-2R), CD132 (cadeia de IL-2R), CD45RA,

CD45RO, CD71, 0X-40, CCR5, CXCR4, CD80, MHC de classe 1II
(HLA-DR, DQ, DP), TCR / TCR / , CD2, CD56, CDlés
de citometria de fluxo.

3. Avaliacado da proliferacdo de células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) a diferentes estimulos policlonais e
especificos de antigénios (anti-CD3 ligado a placa, anti-CD3
+ anti-CD28 ligado a placa, IL-2, IL-4, IL-7, IL-15, proteina
badsica da mielina (MBP), toxdide do tétano (TT) através de
ensaio de proliferacao baseado em citometria de fluxo
utilizando diacetato de 5-(e—-6)-carboxifluoresceina, éster de
succinimidilo (5(6)-CFDA, SE). Produgcao de citocinas (i.e.
iL.-2, 1I1L-4, 1IL-6, IL-8, 1IL-10, 1IL-12, 1IFN- , factor

atrav

de

necrose tumoral (TNF) — , LT- , factor de crescimento

transformante (TGF) - ) de PBMC estimulados com estes varios

estimulos através de ELISA em sanduiche.

4., Amostras séricas longitudinais foram colhidas de
sujeitos no ensaio para investigar as alteracdes em subtipos
de anticorpo, anticorpos especificos de mielina, marcadores
do complemento e relacionados com o complemento, marcadores
de stresse oxidativo e marcadores indicativos de
remielinizacao e reparacgao.

Os dados obtidos demonstraram gue a administracdo in
vivo a longo prazo de daclizumab leva a varias alteragdes
imunorreguladoras. Sem estar preso a teoria, estas mudancas
contribuem provavelmente para o efeito terapéutico positivo

deste fdrmaco em EM. As alteracdes observadas incluiram:
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- Diminuicéao suave ( 10%) na contagem total de
linfécitos (incluindo células T CD4+ e CD8+ e células B).

- Aumento concomitante na proporcadao de células NK e
células NK-T - mostrou-se que ambas tém elevada actividade
imunorreguladora em varios modelos animais de autoimunidade e
em disturbios auto-imunes humanos incluindo EM, diabetes
mellitus insulinodependente (DMID) e lapus eritematoso
sistémico (LES).

- Sobre-regulacao de C(CD122 (cadeia de fRR) na
superficie celular de células NK, células T NK e subpopulacgao
de linfdécitos CD8+ que provavelmente estd subjacente a maior
capacidade proliferativa destas células para IL-2 (através de
IL-2R de afinidade intermédia - isto é CD122 + CD132) e para
IL-15 (que partilha 2 cadeias de sinalizacao com IL-2R - i.e.
CD122 e CD132).

- Sem diminuicao significativa na proliferacao de
células T (ambos os subconjuntos CD4+ e C(CD8+) para fortes
estimulos policlonais e para antigénios de recordacdao como
TT.

- Aumento da proliferacdo de células NK, células T /
células T NK e subpopulacdo de células T CD8+ para IL-15.

2. Analises de expressdo de microarrays de ADNc

A imunomodulacao induzida por daclizumab apds
administracao in vivo de longo prazo em sujeitos com EM foi
avaliada através de microarrays de ADNc realizada em amostras
de PBMC criopreservadas da fase limiar, tratamento e pds-
tratamento do ensaio clinico. Os dados obtidos indicaram que
a terapia de daclizumab conduz a sobre-regulacdao de varios
genes de interesse, incluindo: supressor da sinalizacao de
citocinas 5 (SOCS5), jun-D-proto-oncogene, proteina tirosina-
fosfatase-tipo receptor, semelhante ao antigénio CD209, ciclo
da divisao celular 14 (CDC14), subunidade reguladora 2 da
proteina-cinase CDC28, e outros. A terapia de daclizumab leva
também a sub-modulacéao de varios genes intimamente
relacionados com imunidade pré-inflamatodria, factor de
crescimento semelhante a IFN- e de fibroblastos 12 (FGF-12).
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3. Experiéncias funcionais in vitro

Estudos de amostras criopreservadas de PBMC de sujeitos
em ensaios clinicos foram realizados para demonstrar em maior
detalhe as alteracgdes observadas em amostras prospectivas
longitudinais e também adicionar componentes funcionais as
mudancas estruturais observadas:

a. A proliferacédo de PBMC foi avaliada através de ensaio
de proliferacao baseado em citometria de fluxo, utilizando
diacetato de 5-(e-6)-carboxifluoresceina, éster de
succinimidilo (5(6)-CFDA, SE) a estimulos adicionais:

b. Anti-CD3 + anti-CD28 1ligados a placa - como um
potente estimulo de activacdo de células T policlonais.

c. Hemocianina da lapa (KLH) - como um antigénio para
células T CD4+ ao gqual os humanos nao estdao normalmente
expostos, 1sto é, para investigar o efeito de daclizumab em
iniciacdo de células T ingénuas

d. Mistura dos antigénios de mielina proteina bédsica de
mielina (MBP) (146-170), PLP (139-154), MOG (35-55) e CNP
(343-373) - para investigar o efeito de daclizumab em células
T auto-reactivas.

e. LPS - como um potente activador de mondécitos e também
de células T reguladoras CD4+/CD25+. Além disso, PBMC foram
semeados com e sem adicdo exdégena de daclizumab para
demonstrar as diferencas entre efeitos agudos in vitro de
daclizumab e efeitos prolongados 1in vivo da terapia de
daclizumab. 0Os PBMC activados com estes varios estimulos
foram entdo transferidos apds 72 h para meio enriquecido em
IL-2 ou IL-15 ou IL-4 para observar se a sobre-regulacao
observada de <CDl122 e CD132 a superficie celular destas
células resultava na sua maior resposta funcional a citocinas
que sinalizam através destas moléculas sinalizadoras. A
proliferacadao e a expansao de células foram medidas no Dia 6 e
o fendétipo funcional destas células expandidas foi avaliado
através de coloracdao de citocinas intracelulares no Dia 10
(medindo a producao de IL-2, IL-4, IL-6 e IFN- ). @& disso,
0s sobrenadantes foram colhidos para avaliacao de citocinas
produtoras de mondcitos e marcadores tais como IL-1 , IL-6,
IL-10, TNF- e NO.

f. As propriedades imunomoduladoras de células NK foram
avaliadas em maior detalhe, p. ex., células T NK e células T
reguladoras CD4+/CD25+ apds terapia de daclizumab
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g. O perfil de expressdao génica a partir do microarray
de ADNc foi verificado através de PCR em tempo real e estudos
funcionais.

Os resultados destas experiéncias indicam que:

- 0Os efeitos "agudos™ da administracao in vitro de
daclizumab eram diferentes dos efeitos prolongados da
administracdo in vivo. Uma 1inibigcdo mais profunda da
proliferacédo de células T a varios estimulos foi notada de
forma aguda.

- Doses padrao de daclizumab (ou seja, 1 mg/kg/4 semanas
IV) foram suficientes para bloquear o epitopo Tac de CD25 em
células T, mas nao foram suficientes para blogquear totalmente
CD25 em mondcitos activados. Sem estar preso a teoria, foram
necesséarias doses mais elevadas de daclizumab em muitas
situacgdes clinicas (p. ex., transplante) devido a bloqueio
insuficiente de CD25 por esta dose. Assim, doses mais
elevadas seriam Uteis em sujeitos muito activos com doencgas
auto-imunes.

- O epitopo de CD25 foi bloqueado por daclizumab apds
administracdo in vitro, mas a molécula persiste a superficie
celular das células no mesmo numero. No entanto, apds
administracao prolongada in vivo de daclizumab, esta molécula
é sub-regulada da superficie celular de células T tanto CD4+
como CD8+.

- A administracao de daclizumab influenciou a iniciacao
de células T: células T CD4+ respondendo a antigénio ingénuo
semelhante a KLH produzem maiores quantidades de IL-4 e
menores quantidades de IFN- apds o tratamento de daclizumab.
Sem estar preso a teoria, cré-se que o efeito na iniciacdo de
células T controla o equilibrio pré-inflamatdério versus anti-
inflamatério em EM e outras doencas auto-imunes.

- A proliferacao de células T e a sua resposta funcional
a citoquinas complementares partilhando cadeias de
sinalizacdao com IL-2R (i. e., IL-15, IL-4, IL-7 e outras) foi
reforcada apds terapia de daclizumab.

- 0Os resultados indicam também que a activacao de
mondécitos é modulada apds terapia de daclizumab uma vez que
0s mondcitos produziram quantidades inferiores de citocinas e
tiveram uma maior resposta a IL-4.

- A proliferacdao de células reguladoras CD4+/CD25+ foi
aumentada apds terapia de daclizumab (demonstrado com LPS, ©
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que estimula este subtipo de células T através do receptor
Toll-4).

Exemplo 4

Avaliacdo dos Sujeitos

O numero médio de lesdes de aumento do contraste entre
as semanas 10-22 (3 meses, 4 varrimentos de MRI) em terapia
de combinacao com as semanas 42-62 (5 meses, 6 varrimentos de
MRI) em monoterapia, foi analisado. As semanas 10-22 (3
meses, 4 varrimentos de MRI) em terapia de combinacao foram
comparadas com o tempo total (semanas 24-62; 9 meses e 10
varrimentos de MRI) em monoterapia.

A resposta ao tratamento com terapia de apenas Zenapax®
foi considerada parcial se nado fosse alcancada uma reducao
das lesdes de aumento de contraste de >60% a partir do
tratamento limiar, i.e. quando os sujeitos estavam apenas a

IFN- ;. Se fosse alcancada uma reducgao das lesdes de aumento
do contraste >0, mas <60% do limiar, a monoterapia de

Zenapax® era considerada parcialmente activa. Se a actividade
de doenga regressasse aos niveis limiares, a monoterapia de
Zenapax® era considerada como tendo falhado. No entanto, néao
foi detectado nenhum destes resultados.

Os sujeitos que entraram na fase de terapia simples
tiveram a actividade das lesdes avaliada mensalmente. O
numero de novas lesdes era avaliado mensalmente a cada més do
estudo. Se a média de numero de lesdes ao longo dos meses 5,
6, 7 e 8 era de 50% ou menos do que os 3 meses anteriores a
entrada em monoterapia, eram feitos esforg¢os para continuar
0s sujeitos em terapia de Zenapax® até ao més 10 (semana 62)
em monoterapia (por mais um ano).

Os resultados de dois sujeitos sao mostrados na Fig. 1 e
2. 0O numero de novas lesdes foi avaliado através da
identificagcdo de um UuUnico varrimento do numero de lesdes
cerebrais que naoc foram previamente identificadas. Além disso
foi avaliado o nUmero total de lesbes. Estas lesdes incluiram
lesdes de aumento de contraste que persistiram por 1-2 meses.
Além disso, foi avaliado o numero de lesbes supertotal. Isto
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incluiu lesbes gque apareceram em mais de um varrimento do
cérebro do sujeito, e proporciona uma medida indirecta do
volume da lesdo, 1.e. através do aparecimento de uma leséao
fatias em maltiplas secgdes de MRI (supertotal de lesdes).

Tal como indicado nas Figs. 1 e 2, o tratamento apenas
com Zenapax® (na auséncia de IFN- ) resultou numa redugao
dramatica no numero de lesbes totais. Nao foram detectadas
novas lesdes ao longo de um periodo de 5,5 meses em nenhum
sujeito tratado apenas com Zenapax® (na auséncia de IFN- ) .

Os dados obtidos durante os ultimos quatro meses de
tratamento foram comparados com quatro meses de tratamento
limiar. Assim, para cada sujeito, os resultados obtidos
durante o periodo de tratamento apenas com Zenapax® (na

auséncia de IFN- ) foram comparados com os resultados obtidos
durante tratamento com Zenapax® e IFN- . O numero de novas
lesbGes de Gd foi diminuido em 85,95% (p=0,016). O numero

total de 1lesdes de aumento de contraste foi reduzido em
85,75% (p=0,004). O volume das lesdes de Gd foi reduzido em

87% (p=0,014). O numero supertotal de lesdes de aumento de Gd
foi reduzido em 87,4% (p=0,008). O teste de 9 buracos e pinos
foi reduzido em 5,36% (p=0,004). A taxa de recidiva anual
(nimero de recidivas por sujeito por ano) foi reduzida em
88,9% (p=0,047). A SRS foi também reduzida em 10,61%
(p=0,035). Todas as outras medidas melhoradas nao atingiram

significdncia estatistica. Assim, o resultado primario foi
significativamente melhorado quando 0s sujeitos foram
tratados com Zenapax® sozinho.

Exemplo 5

Aumento da Dose

Se 0s sujeitos na combinacao de IFN- e Zenap@x
mostrassem uma reducgao inferior a 75% da actividade da doenca
em comparacao com o limiar a IFN- sozinho, a sua dose de
Zenapax® era aumentada para 2 mg/kg (por més).

Um sujeito entrando no aumento da dose foi avaliado apds
trés meses de terapia na dose aumentada. Nenhuma toxicidade
foi observada durante um periodo de ensaio de 8,5 meses. O
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sujeito foi tratado com 2 mg/kg de Zenapax® a cada duas
semanas (4 vezes a dose descrita acima). O sujeito respondeu
a terapia de Zenapax® com uma reducdo >60% das lesdes de
aumento de contraste.

Exemplo 6
Administragdo combinada de IFN- e Zenapix

Este exemplo ilustra os efeitos da administracgao
combinada de interferadao-beta e um antagonista de IL-2R em
sujeitos possuindo esclerose maltipla recidivante-remitente
ou progressiva secundédria. O protocolo é geralmente mostrado
no Exemplo 1, e estd resumido abaixo.

Critérios de inclusdo

Os sujeitos incluidos no ensaio foram diagnosticados com
esclerose multipla recidivante-remitente ou progressiva
secunddria; estavam entre as idades de 16-65; registaram
entre 1 e 6,5 na EDSS; nao responderam ao tratamento apenas
com interferao-beta tal como demonstrado por uma ou mais
exacerbacgdes nos 18 meses anteriores ao recrutamento, um
aumento de 1 ponto ou mais na EDSS ao longo de 18 meses de
tratamento, ou persisténcia ou recorréncia de lesodes
aumentando o contraste em MRI de cérebro para pelo menos
metade da média das lesdes de aumento de contraste mensais do
limiar ao longo de um periodo limiar de 6 meses medido antes
do inicio da terapia com interferdo-beta; e deviam ter tido
pelo menos 3 lesdes de aumento de gadolinio nos 3 primeiros
varrimentos de MRI pré-terapia de combinacao.

Critérios de exclusdo

Os sujeitos eram excluidos do ensaio se tivessem sido
diagnosticados com EM ©progressiva primdria; 0s testes
sanguineos pré-tratamento fossem anormais; diagnosticados com
uma doenca importante clinicamente significativa
concomitante; fossem observadas contra-indicacdes para
terapias de anticorpos monoclonais; determinados como sendo
positivos para HIV; tratados com acetato de glatirédmero ou
ciclofosfamida nas 26 semanas antes do ensaio, ou tratados
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com 1imunoglobulina intravenosa (IVIg), azatioprina (AZA),
metotrexato (MTX), ciclosporina, ciclofosfamida (CTC),
cladribina, ou mitox nas 12 semanas antes do ensaio, ou
tratados com corticosterdides ou hormona adrenocorticotrdfica
(ACTH) nas 8 semanas antes do ensaio, ou tratados com
qualquer outro farmaco de investigacdo ou procedimento para
EM; nao pratigquem contracepcao adequada; ou a amamentar.

Curso de Tratamento

Dez sujeitos (um adicional um sob a isencao do unico
sujeito acima mencionado com uma dose mails elevada)
participaram no ensaio da terapia de combinacdo. Para cada
sujeito foi estabelecido um periodo limiar de 3 meses de
tratamento com interferdo-beta (Avonex® ou Betaseron®).
Avonex® foi administrado tal como indicado na bula fornecida
pelo fabricante numa dose de 30 g 1injectada por via
intramuscular, uma vez por semana. Betaseron® foi
administrado tal como indicado na bula fornecida pelo
fabricante a uma dose de 0,25 mg injectados por via
subcutdnea em dias alternados. Quatro varrimentos de MRI
foram realizados durante o periodo limiar para determinar um
numero limiar de lesdes de aumento de contraste, um no inicio
do periodo e depois no final de cada més do periodo limiar
com o quarto pouco antes do inicio da terapia de combinacéo.
Os sujeitos foram também avaliados na EDSS, a Escala de
Pontuagcdo Neuroldgica de Scripps (NRS), e varios testes de
deambulacao e outros de capacidade motora.

A terapia combinada comecou apds o limiar de 3 meses ter
sido estabelecido. O tratamento com interferao-beta foi
continuado e, além disso, foi administrado anti-Tac
(Zenapax®) durante 5,5 meses. Durante o primeiro més da
administracao combinada, Zenapax® foli administrado a cada
duas semanas e posteriormente o Zenapax® foi administrado uma
vez por més. O Zenapax® fol administrado intravenosamente do
modo descrito na bula do fabricante a uma dose de 1 mg/kg de
peso corporal. Um sujeito recebeu uma dose de 2 mg/kg a cada
duas semanas apds ndo ter mostrado resposta a dose de 1
mg/kg. Os varrimentos de MRI foram realizados durante o
periodo de tratamento combinado para determinar as alteracgdes
no numero de lesdes de aumento de contraste, a cada duas
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semanas durante as primeiras seis semanas de tratamento, e
posteriormente mensalmente durante um total de 8 varrimentos
de MRI. No mesmo programa os sujeitos foram também avaliados
na EDSS, na NRS de Scripps, e em varios testes de deambulacéo
e outros de capacidade motora.

Resultados

A administracado combinada de interferdo-beta e Zenapax®
levou a cessacdo quase completa da actividade da doenca e a
melhoria clinica em sete de oito sujeitos. Tal como pode ser
observado na Fig. 3, sete dos oito sujeitos tinham menor ou,
pelo menos nenhum aumento nas lesdes de aumento de contraste
tanto novas como totais sob a terapia de combinacdao em
comparacdo o periodo limiar. Tal como mostrado na Fig. 4A,
quatro dos oito sujeitos demonstraram também melhoria na EDSS
sob a terapia de combinagao em comparacao com o periodo
limiar. Tal como mostrado na Fig. 4B, sete dos oito sujeitos
demonstraram melhoria na NRS de Scripps. Em relacdao a Fig.
4A, cinco dos oito sujeitos demonstraram melhor deambulacao
no indice de deambulacado. Tal como mostrado na Fig. 5B, cinco
dos oito sujeitos melhoraram ou nao tiveram Qqualquer
alteracdo numa caminhada cronometrada de 20 m. Tal como
mostrado na Fig. 6A, todos os sujeitos demonstraram melhores
tempos com a sua mao dominante no teste de buracos e pinos.
Tal como mostrado na Fig. 6B, cinco dos oito sujeitos também
melhoraram com a sua mao nao dominante no teste de buracos e
pinos.

Exemplo 7

Efeitos nas células T em Terapia de Combinacgéo

Este exemplo demonstra a saturacado do epitopo Tac apds
terapia de combinacao e a diminuicao paralela na proliferacao
de células T em comparagao com o periodo limiar.

A saturacgcao do epitopo Tac foil estudada através de
citometria de fluxo. A administracao combinada de interferao-
beta com 1 mg/kg de Zenapax® causou saturacdo completa do
epitopo Tac em células T CD4+/CD25+ e CD8+/CD25+ (Fig. 7).
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A proliferacao de células T activadas foi medida através
de marcacgcao das células com fluorescéncia com éster
succinimidilo de carboxifluoresceina (CFSE) e avaliacdo do
numero de mitoses em células marcadas com CFSE através de
citometria de fluxo. Tal como mostrado na Fig. 8A, seis dos
oitos sujeitos demonstraram menor proliferacdo de células T
CD4. Em relacdo a Fig. 8B, todos os sujeitos demonstraram uma
diminuicao na proliferacdo de células T CD8 em comparagac com
0 periodo limiar.

Exemplo 8

Sobre-regulagdo de CTLA-4

Este exemplo demonstra a sobre-regulacdao inesperada de
CTLA-4 causada pela administracao combinada de interferao-
beta e um antagonista de IL-2R.

A expressdo a superficie de CLTA-4 foi medida através da
utilizacao de anticorpos contra CTLA-4 e citometria de fluxo.
Para cada medicdo da expressao a superficie de CTLA-4,
primeiro, um tubo de 5 mililitros (ml) de sangue inteiro em
dcido etilenodiaminotetraacético (EDTA) foi obtido a partir
de cada sujeito. Em seguida, 42 ml de solucao de lise 1x (4,2
ml de solucao de lise 10 + 37,8 ml de H;0) foram preparados a
partir de reserva 10x preparada através de dissolucdao em 1
litro de 4&agua destilada: 89,9 g de NHiCl, 10,0 g de KHCOs,
370,0 mg de EDTA tetrassddico; e ajuste da solugao a pH 7,3.
3 ml de sangue foram transferidos através de pipeta para os
42 ml de solugcao de 1lise 1x (em tubos Falcon de 50 ml). A
mistura foi deixada em repouso a temperatura ambiente durante
3-5 minutos. Em seguida foi centrifugada a 300 x a gravidade
durante 5 minutos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
aspirado e o sedimento foi ressuspenso em 30 ml de meio X-
vivo frio. A mistura ressuspensa foi centrifugada a 300 x a
gravidade durante 5 minutos a 2-8°C, o sobrenadante foi
aspirado e o sedimento foi ressuspenso em 2,5 ml de solucao
salina tamponada com fosfato (PBS) enriquecida em proteina
(10 ml de soro fetal de vitelo (FCS) em 500 ml de PBS 1x).
Esta suspensao de células foi dividida em aliquotas de 200
numa placa de 96 pocgos, em seguida centrifugada a 300 x a
gravidade durante 5 minutos. O sobrenadante foi descartado. A

1
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coloracao foi realizada através da adicdao de 10 microlitros

( 1) /poco de mistura de anticorpos anti-CTLA-4 preparada. A
placa foi entdo incubada durante 30 minutos em gelo num
recipiente escuro. Cada poc¢o foi lavado com 200 1 de tampéao
de lavagem frio - misturado suavemente, e centrifugado a 1000
rpm. Os sobrenadantes foram removidos e cada pogo lavado
outras duas vezes com 200 1 de tampao de lavagem. Apds a
tltima lavagem, o sedimento foi ressuspenso em 200 1 de
tampao de coloracgdo e analisado através de Separacao de
Células Activadas com Fluorescéncia (FACS)-Calibur. Foram
adquiridos pelo menos 10000 eventos retiros em linfécitos e
5000 eventos retidos em mondcitos.

Tal como mostrado na Fig. 9, sete dos oito sujeitos
demonstraram sobre-regulacao significativa de CTLA-4 durante
a terapia combinada em comparacdo com o periodo limiar.

Lisboa, 2014-08-01
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REIVINDICACOES

1. Antagonista do receptor de IL-2 que é um anticorpo
que se liga especificamente a pb5 do receptor de IL-2 para
utilizacdo num método de tratamento de um sujeito com
esclerose maltipla, em que o método compreende:

- a administracdo ao sujeito de uma quantidade
terapeuticamente eficaz do referido anticorpo, em que o
anticorpo € administrado na auséncia de administracéao
concomitante do interferao beta,

- melhoria deste modo de um sinal ou sintoma de
esclerose maltipla e tratamento do sujeito.

2. Anticorpo da reivindicacao 1 para utilizacao de
acordo com a reivindicacao 1, em gque o anticorpo nao &
administrado com outro agente farmacéutico para tratar

esclerose multipla.

3. Anticorpo da reivindicacao 1 para utilizacao de
acordo com a reivindicagdao 1 ou 2, em que o anticorpo & um
anticorpo monoclonal.

4. Anticorpo da reivindicacdo 3 para utilizacao de
acordo com a reivindicagdao 3, em que o anticorpo € um
anticorpo monoclonal quimérico, humanizado ou humano.

5. Anticorpo de qualquer uma das reivindicacdes
anteriores para utilizacdo de acordo com qualgquer uma das
reivindicac¢des anteriores, em gque o anticorpo é daclizumab.

6. Anticorpo da reivindicacao 5 para utilizacao de
acordo com a reivindicacao 5, em gque o anticorpo é
administrado numa dose de 1 a 3 miligramas por quilograma.

7. Anticorpo da reivindicacao 5 ou reivindicacao 6
para utilizacao de acordo com a reivindicagcao 5 ou

reivindicacao 6, em gque o anticorpo ¢ administrado a uma dose
de 1 miligrama por quilograma a 2 miligramas por guilograma.

8. Anticorpo de qualquer uma das reivindicacgdes

anteriores para utilizacao de acordo com gqualquer uma das
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reivindicagdes anteriores, em que o anticorpo é administrado

duas vezes por semana.

9. Anticorpo de qualquer uma das reivindicagdes 1 a 7
para utilizacao de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
1 a 7, em que o anticorpo é administrado mensalmente.

10. Anticorpo de qualquer uma das reivindicagdes
anteriores para utilizacdo de acordo com qualgquer uma das
reivindicagcdes anteriores, em que o tratamento do sujeito
resulta num menor numero de lesdes de aumento de contraste

avaliadas através de Imagiologia de Ressondncia Magnética.

11. Anticorpo de qualquer uma das reivindicacgdes
anteriores para utilizacao de acordo com gqualquer uma das
reivindicagdes anteriores, em que o sujeito falhou em

responder a tratamento anterior com interferdo beta.

12. Anticorpo da reivindicacao 11 para utilizacao de
acordo com a reivindicacao 11, em que o sujeito falhou em
responder a tratamento anterior com interferao-beta 1la, ou

tratamento com interferao-beta 1lb, ou ambos.

13. Anticorpo da reivindicagcdo 5 para utilizacao de
acordo com a reivindicacao 5:

- em que o anticorpo ¢ administrado numa forma de
dose unitdaria contendo cerca de 50 mg/dose a cerca de 400
mg/dose ou

- contendo cerca de 50, 100, 150 ou 200 mg/dose.

14, Anticorpo de qualquer uma das reivindicagdes
anteriores para utilizacdo de acordo com gqualquer uma das
reivindicagdes anteriores, em que o sujeito tem esclerose
maltipla recidivante-remitente.

15. Anticorpo da reivindicacao 11 para utilizacao de
acordo com a reivindicagcdao 11, em gque o anticorpo é
administrado pelo menos duas vezes por semana durante um
periodo de pelo menos dois meses.

Lisboa, 2014-08-01
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