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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para
"ANTICORPO MONOCLONAL ANTI-CD6 HUMANO, USOS DOS MESMOS
PARA O DIAGNOSTICO IN VITRO DE PSORIASE, COMPOSICAO FAR-
MACEUTICA E REAGENTE CONTENDO O DITO ANTICORPO".

Campo Técnico

A presente invengdo refere-se ao ramo da
imunologia e em particular a obtengdoc de composi¢des
farmacéuticas que contém um anticorpo monoclonal que
reconhece o antigeno de diferenciacdo leucocitatico
CD6.

Técnica Anterior

Os Anticorpos Monoclonais (AcM) permitiram a ca-
racterizagdo de moléculas de importadncia fisiolégica ex-
pressas nas membranas celulares, definindo nas células do
sistema imunolégico os antigenos ou "Cluster de Diferen-
ciacdo Leucocitadticos" (CD), (Schlossman, S. F. et al.
(1994) TImmunol. Today 15(3): 98). A definicdo do papel
dos CD na diferenciacdo e maturacdo das células linfdides
durante seu desenvolvimento ontogenético, os mecanismos
de reconhecimento e adesdo celular, os mecanismos de ati-
vagado e proliferacdo durante a resposta imunoldgica leva-
ram ao emprego de seus respectivos AcMs no diagnéstico e
imunoterapia, com resultados animadores (Dantal, J. et
al. (1991) Curr. Opin. Immunol. 3: 740).

Os AcMs murinos direcionados contra moléculas
expressas na membrana celular de linfécitos T humanos
contribuiram para melhorar o diagnéstico de entidades
clinicas onde o defeito funcional se localiza nestas cé-
lulas, além disso foram utilizados para explorar novos
enfoques terap&uticos com a finalidade de modular sua a-

tividade funcional como na Rejeicdo de Transplantes, na
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Doenca do Enxerto versus Hospedeirc (GvHD) e nas Doencas
Auto-imunes (Waldmann, T. A. (1991) g8cience 252: 1657;
Waldmann, T. A. (1992) Annu. Rev. Immunol. 10: 675).

O CD6 & uma molécula pouco caracterizada. Sabe-
se que é uma glicoproteina que existe em duas formas mo-
leculares que se mantém em eqguilibrio diné&mico e diferem
apenas no grau de fosforilag¢do. Em linfdcitos T em repou-
so ele é uma molécula fosforilada de 105 kDa e em células
ativadas, uma forma hiperfosforilada de 130 kDa
(Cardenas, L. et al. (1990) J. Immunol. 145: 1450; Swack,
J. A. et al. (1991) J. Biol. Chem. 266: 7137), membro de
uma familia de receptores de membrana e proteinas de se-
cregcdo com estrutura caracteristica (Kodama, T. et al.
(1990) Nature 343: 531; Aruffo, A. et al. (1991) J. Exp.
Med. 174: 949); & expresso na superficie de timdécitos hu-
manos maduros, em linfécitos T do sangue periférico, onde
constitul a maior parte da populagdo de células CD3+, em
um subtipo de linfécitos B e nos neurdnios do cdédrtex ce-
rebral, nos linfécitos T do sangue periférico, participa
dos mecanismos de ativacdo celular (Reinherz, E. L. et
al. (1982) Cell 30: 735; Kamoun, M. et al. (1981) J. Im-
munol. 127: 987; Mayer, B. et al. (1990) J. Neuroimmunol.
29: 193; Rasmussen, R. A. et al. (1994) J. Immunol. 152:
527) .

N&o se conhece o papel do CD6 na ontogenia das
células T, assim como sua possivel funcéo na fisiopatolo-
gia de doencas de diferentes etioclogias.

Fol recentemente identificado e caracterizado um
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ligador do CDE com ampla distribuicdc celular em tecidos
normais como  timo, baco., génglics linfiticos e pele
{(Dhavalkumay, D. P. &t al. {19957 J. Exp. Med. 1871:
1563) . Esta molécula, denominada ALCAM Moléculs de Adesio
de Célula de Leucdeito Ativado {(Activatesd Leukoovte-Cell
Adhesion Molecule)) por sua sxpressio em linfocitos T e B
ativados assim como em mondoirocs, £ uma glicoproteina de
membrana tipo T de 180 kiba de peso molecular, com 5 domi-
nics extracelulares similares aos das imunoglobulinas,
pode apresentar diferentes graus de ativacio dependendo
de caticns divalentes e pode mediar interagdes homefili-
cas e heterofilicas {Bowen, M. A. efb al. {1995} J. Exp.
Med. 181i: 2213).

Em clinica foram utilizados diferentes AcMs an-
Ti-Ché na prevenglo de rejeigdo aguda de transplante de
Grgfos {(Kirkman, R, L. et al. {(19#3) Transplantation 3&:
6201 e para remover linfécitos T dos transplantes de me-
dulag osseas para prevenlir conbra a Doenca do Enxerto
vergus Hospedelro (GVHDY (Soiffer, R, J. et al. {1982y J,
Clin. Onceol., 10:1191}. O AcM ior 1 & encontrado em En-
apio Clinleco Fase IT no tratamento dos linfomss de célu-
las T cuténeocs {(Garcia, C. A. &t al. {1990} Biotec. Aplii-
cada 7{21: 176: Faxas, M. E. et al. {1%493) Bictec. Apli-
cada 1003Y . 207,

o anticorpoe monocleonal murine ior tl de isdcipo
IgGza, classificado como anti-Ché no IV Semindric Inter-
nacional de Antigencos de Difervenclagdo Leucocitatico de

Viena {1989), define um epitope diferente daqueles reco-
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DReCldos pOY outros AcM anti-ChE gue tem configuraghoe es-

téavel e insensivel a Bgentes redutorss, possivelmenre lo-
callzado na estyrutura priméris da moldcula ODRE (Osorio,
Lo M. et al. (1994) Cell. Immunocl. 154 1231,

Egte anticorps moneclonzsl fem um reconhecimento

inferior ao de outros antli ODY em células mononucleares

periféricas de individuos sadios: o reconhecimento do ior
Ll oem linhagens celulsres humanas em culiuras de origem T

& em Jurkat 47%, Holt-4 {Z23%), CCRFP-CEM indc 8 ryeconhs-
cel: de origem B oam Ra’il {(8%), origem eritvoblastdide ¥~
567 (12%) & mielomonocivics U-%37 (39%), assim como também

reconhsce ¢8lulas mononuclieares perifdéricas de paclentes

23

oo leucemlisa linfocitica ordnica B O(BY & 4%y (Saryeias, .

A et al., {1992y Biorec. Aplicads ${1%: 70y & lingdoiros

1

de lesgdes cutdneas de pacientes com Linfomas cutfneos de
células T (kRodrigusz. T. et al. (198%) Interfezdin y Blo-

CoACM tor vl onEo inibs Yin witre” a cltovoxidew

ceivlar antigeno especifica (Faxas, M. €. et al. {1993}
Bintec. Aplicada 1001): 47) e & capaz de ativar "in vi-
vrot linfacitos T do sangus perviférico de individuos sa-
dics, a concentracfes subdtimas de OKT3 {anti CDR3} & ve-
viculacio com o lor ©l induz resposias superiores gus as

optidas com outros AcM anti-CDE (Osorio, L. M. et al.

(1e84y Cell. Immunol. 14 1BRY.
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Lol, 102(8): 248 caracteriza-se poy aprezentar um in-

Foioh s K . — B e o x w
filtrado inflamatdrio no srgac alve com predominio de

Linfdoites T ativados rom fendtipo CDd+ & CDB+ (Chang, J.
UL et oal 11994) Proc. Natl. Acad., Sci USA 91: 8282,

bem como acentuads oligeclonalidade dea receptores de od-
lulas 7. Estas células ao gue parece apresentam tenddncoia
acentuads para migrar parvre a pele [(homing) [Barker, J. W,
W, N, et al. (1%%Z) Br. J. Dermatol, 127: 20%; Mancsen,
AL et al., (199%) J. Immunol. 1%5: 4078; Valdirmarsson, H.
et al. (1898} Immunel. Today 16{3Y: 14%),

A remigsdo espontvtinsa da psorviase pods sey pre-

vigts Be © nlmero de células T na pele egniver reduzido,

oogue sugeres gue desempenban umn papel imporviante na Doy -
petuacdo da dosnca ao liberar mediadores solivels de reg-

posta imuncldglcas capazes de induziy a prolifevacBo de

Lo

gueratindeites, responsdvels pelas mnanifestagdes olinica
da doenga.

Favas considervacfies encontrvam apcio em  fatos
como & cura da deosnga pds-transplante de meduls Osses
slogénico, & provivel assoclagdo HLA, a melhora com @ste-
ré&tdes o sobretuds com imunomoduladores como & clcolospo-
ring & a melhora clinica com anticorpos nmonoclonais {(AcH)
ravapduticos anti-células T, ainda gue de forma reversl-
vel (Criffitns, £. B, ®M. et al. (18%2) Springer Semin Im-

munepathol 13: 441; Nanney, L. B, et al. {19%8&) J. In-
armsl . BE(3): 260; Ploassia, D. Do et al. 11887}
Nermatal. 17{3): 408: Schopi, ®H. B, et al.

J. Am. Acad.

(19883 Arch. Dermatol. Res. 279(2): 83: van de Xerkhotl,
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c. ey oal. (1987) bermatoldglca 174{5): 247 .
o sucesso da imunoterapla com anticorpos mono-
cisnais depends da sslegBo da molécula alvo, gue dave in-

rerferir nas funches celulares importanites ou da selagio
Aoy AcM (Dantal, J. et al. (18921 Cury, Opln. Immunol. 3
P40V . Oa AcMs avaliados na peoriase direclonados contra o
o0 iweinshenker, B. G, et al. [188%) J. Am. Acad. Derma-
rod. 20 1137) e contra o CD4 [Polzor-Martin, I. et al.
(1991} Lancet 37: 1477: Prinz, J. et al. {1991} Lancet
IR 390 Nicolas, J. F.o et al., [1%9%11 Lancet 338: 3219
Tevaram a wna nmelhora colinica nos paclientes depols de
mizltiplas aplicacBes endovencsas em doses elevadas, ocom
remicsfes de curta duracdo o recalida precoce dos sintomas
o sinals da deoenga em Lodos o% Casos.

A aplicaclc terapéutica de anticorpos monoclo-
nals murinos em multiplas doses assocls-ge a0 aparscimen-
ro de efeitos indeseldvels no pacisnte devido & xenogeni-
cidade das protveinas murinas gue implica no aparecimento
da resposta de anticorpos humanoss contra as lmunoglobull-
rnan murinas  (Anticorpos anti-rats humano  {(Humasn Anvi-
Mouse Antibodlies) -~ HAMAL; pelo gue a humanizacio dos AgM
uinilizando a engenharia de proteinas garante a reducio de

sua imuncgenicidade, melhora em suae farmacocindtica e da

e
by

eficdcia olinica {(Winter, &. et al, £18493y Trends-

“Hed. BBy LEBY).

ot

Pharmaco
Are o presente ainds ndo fol apresentado nenhum

azvuds o gual esteda desorita a s¥ipressfo da moldculs

H

Che nog linfdcites do infilvrado inflamaitdrio da pele na
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psoriase, nem a possivel associagdo desta molécula com o
desenvolvimento da dcoenca, e além disso ainda ndo foi
avaliado o uso terapéutico de um AcM anti-CD6 nesta doen-
ca.

Divulgacd8o da Invencao

A novidade da presente invengdo consiste em for-
necer composicdes farmacéuticas tdpicas e sistémicas que
contém um anticorpo monoclonal anti-CD6, a obténgéo de um
anticorpo monoclonal humanizado anti-CD6 e a aplicacdo
terapéutica das composi¢gdes farmacéuticas em pacientes
com psoriase vulgar, utilizando diferentes vias de admi-
nistracdo e em diferentes formas clinicas da doencga.

Descricdo Detalhada da Invengao

Purificac8o do anticorpo monoclonal murino

0 anticorpo monoclonal (AcM) anti-CD6é pode ser
purificado a partir de liquido ascitico por Proteina A
Sepharose, diluido com igual volume de tampdc glicina 1,5
M, NaCl 3M pH 8,9; equilibrando-se a matriz com esse mes-
mo tampdo e aplicando-se um volume de ascite igual ao de
tampdo deve-se eluir a velocidade de fluxo de 50 ml/h. A
coluna é lavada por uma noite até a linha base zero, com
0 mesmo tampdo de aplicagao.

EFm seguida a coluna é lavada com tampdo acido
citrico 0,1M pH 6 para eliminar as IgGl, até gue a linha
base atinja zero, a uma velocidade de fluxo de 50 ml/h
(entre 2 - 5 volumes de coluna, 2 horas aproximadamente).
O tampdo 4&cido citrico 0,1 M, pH 5, é aplicado para eluir

as IgG2a (ior tl).
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Humanizacdo do anticorpo monoclonal murino

A partir dos AcMs anti-CD6 podem ser construi-
das, por métodos de engenharia genética, variantes como
anticorpos quiméricos e humanizados a partir das regides
variédveis das cadeias pesada e leve do anticorpo murino
(Takashi, N. et al. (1982) Cell 29: 718; Hieter, P. A. et
al. (1980) Cell 29: 718)

Descricdo do método de humanizacdo do anticorpo monoclo-

nal murino ior tl

A partir do hibridoma parental murino secretor
do anticorpo monoclonal ior tl foi obtido um subclone de-
nominado iot tlA gue reconhece o mesmo epitopo na molécu-
la CD6.

O ior tlA fol modificado para obter um anticorpo
monoclonal menos imunogénico pelo método descrito no pe-
dido de patente européia N2 0699755, segundo o gqual se
reduz simultaneamente a imunogenicidade do anticorpo mu-
rino original e ao mesmo teﬁpo sSe preserva suas proprie-
dades de unido ao ligador. Como a antigenicidade de uma
proteina depende da presenga de epitopos T nos meSmos, a
imunogenicidade de um anticorpo Xenogénico ou alogénico
poderia ser reduzida substituindo-se os residuos inclui-
dos em suas seqUéncias antigénicas T pelos mesmos encon-
trados em outras espécies, neste caso em imunoglobulinas
humanas. Certamente, a substituigdo dos referidos residu-
os ndo incluil aminocdcidos da chamada zona de "Vernier"
nem agueles incluidos nas estruturas candnicas. Estas

substitui¢des ndo podem afetar os determinantes estrutu-
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rais ou as zonas de contato entre os FRs e os CDRs, de
tal modeo que fica garantida a afinidade na unido ao anti-
geno.

Andlise de homologia das regides varidveis

Neste procedimento faz-se uso das sequéncias
disponiveis de dominios varidveis de anticorpos humanos
compilados por Kabat et al., "Sequences of Proteins of
Immunological Interest", quinta edicdo, Bethesda, Ma-
ryland, National Inst. of Health, 1994.

Na primeira etapa o dominio variadvel das cadeias
leves e pesadas do ior tlA murino é comparado com os do-
minios varidveis correspondentes das sequéncias humanas.
As seqUiéncias de aminodcidos dos dominios varidveis das
imunoglobulinas murinas sd8oc comparadas com as seqUéncias
de regides variaveis de imunoglobulinas humanas relata-
das, para identificar a imuncglobulina humana que possuil
maior homologia com a molécula murina submetida & andli-
se.

As bases de seqUéncias humanas utilizadas foram
as relatadas em GeneBank (nov. 1990) e EMBL (nov. 1990).
QO programa usado para determinar a homologia entre se-
guéncias € o PC-DOS HIBIO PROSIS 06-00, Hitachi.

De acordo com este programa as segquéncias sé&o
comparadas e identificados os residucs que sdo diferentes
em cada uma das ©posicgdes dentro das estruturas
("frameworks") (Kabat E. (1991) Seqguences of proteins of
immunological interest, quinta edi¢do, National Institute

of Health), entre a seqléncia humana de maior homologia e
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a sequéncia murina submetida a andlise.

Previsdo de epitopos T

Na segunda etapa, as duas sequUéncias de regides
varidveis homdélogas (de rato e humana) sdo analisadas
para prever as sequéncias antigénicas T.

As sequUéncias dos dominios varidveis das imuno-
globulinas murinas sdo analisadas com © programa AMPHIT

(Berzofsky et al. (1987) The Journal of TImmunology 138:

2213), o qual permite a previsdo de hélice anfipatica, a
gual foi relacionada a imunogenicidade T.

Andlise para redugdo de imunogenicidade

Depois de identificar na seqléncia murina os
possiveis epitopos T e identificar os residuos responsa-
vels pelas estruturas candnicas, na molécula murina os
residuocs que sdo diferentes entre as duas espécies sédo
substituidos pelos que se encontram na mesma pPosicdo na
imunoglobulina humana de maior homologia, e estas substi-
tui¢des sdo realizadas somente nagueles segmentos que os
algoritmos prevéem gue poderiam ser um epitopo T e somen-
te na regido dos Frs.

Finalmente, as substituic¢cdes dos residuos inter-
calados nas estruturas candnicas ou na chamada zona
"Vernier" ndo sdo incluidas pois podem afetar a estrutura
tridimensional do anticorpo e portanto afetar sua unido
ao antigeno. Informag¢des adicionais sobre a influéncia
das substituic¢des gque s&@o feitas na estrutura terciaria
podem ser obtidas por modelagem molecular das regides va-

rigveis.
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Método para construir e expressar o anticorpo modificado

Os procedimentos a seguir sdo usados para prepa-
rar sequUéncias de ADN recombinantes, onde os aminoacidos
de uma espécie sdo substituidos por aminocdcidos de outras
espécies, estas modificagdes sdo realizadas nas duas ca-
deias da regido variavel de uma imunoglobulina de rato.
Uma vez realizadas as mutag¢des, estas sdo combinadas com
uma reglido constante de uma imunoglobulina humana e sdo
introduzidas em um vetor apropriado para expressar este
anticorpo menos imunogénico em células superiores.

a) Mutagénese na regido varidvel das duas ca-
deias de um anticorpo. Assim as alteracgles necessérias
sdo introduzidas pelo método de mutagénese por sobreposi-
¢bes de PCR. (Kamman et al., Nucleic Acids Res. 17:5404
(1989).

b) Preparagdo de um vetor de expressdo gue con-
tenha uma regido constante humana e uma regido variavel
murina gue, uma vez transfectado, as células resultantes
secretam a imunoglobulina modificada com a afinidade e
especificidade desejadas,

c) Co-transfec¢do de cadeias leves e pesadas em
vetores de eXpressdo apropriados em diferentes linhagens
de células.

Depois de duas semanas, o0s sobrenadantes resul-
tantes da transfec¢do em placas de 96 compartimentos sdo
analisados por ELISA de detecc¢do de imunoglobulinas huma-
nas. As amostras que produzirem Imuncglobulinas humanas

serdo testadas por um métodoc capaz de detectar a unido
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deste anticorpo a seu antigeno.

Formulacdes para realizar estudos com fins de diagndésti-

cos "in vitro" e "in vivo"

0Os AcM anti-CDé podem ser utilizados com fins de
diagndésticos "in vitro" e "in vivo" nas diferentes formas
clinicas da psoriase, para o acompanhamento evolutivoc dos
pacientes depois de se aplicar procedimentos terapéuticos
locails ou sistémicos, assim comec a previsdo de recaidas.

Estes AcM purificados e dissclvidos em solucgdo
tampdo (pH 7,0 +/- 0,5) que contenha azida sdédica (0,01 -
0,2%) e albumina (0,05 - 0,2%) podem ser utilizados para
quantificar os linfécitos T CD6+ e/ocu a expressdo desta
molécula na superficie das células 1linfdéides em fluidos
bioldgicos (por exemplo sangue, ligquido cefalorraquidia-
no, liguido sinovial) incubando entre 50 e 200 ml da

amostra com quantidades entre 10 e 30 ml de AcM a concen-
tragdes entre 0,1 - 3 mg/ml, entre 20 e 30 min a 4°C.

Em seguida, deve-se lavar com solu¢dc tampdo e
incubar com imunoglobulinas de outra espécie animal con-
jugada com substd@ncias fluorescentes (por exemplo fluo-
resceina, ficoeritrina). Os AcM anti-CD6 podem ser conju-
gados diretamente com substéncias fluorescentes por dife-
rentes métodos (Coligan, J, E. et al. (ed.) Current Pro-
tocols in Immunology, National Institutes of Health. Vol.
I:5.3.2. Wiley Interscience) e ser utilizados com finali-
dades similares as descritas, a concentracdes entre 5 e

30 mg/ml.
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Avaliacd3oc imunchistoguimica de legBes de pacientes com

psoriase

0 estudo imunohistoquimico de lesdes cuténeas ou
de outros tecidos afetados (por exemplo articulacdes) de
paclientes com psoriase vulgar pode ser realizado sobre
criossecgdes de tecido (por exemplo pele) fixadas ou né&o
em acetona fria, incubando o AcM anti-CD6 dissolvido en-
tre 3 e 10 mg/ml de solugdo tampdo (pH 7,0 +/- 0,5) que
contenha azida sdédica (0,05 - 0,2%) e albumina (0,05 -
0,2%) durante 30 min. Em seguida as amostras sdoc incuba-
das com conjugado antiimunoglobulinas murinas Biotilinado
e Complexo Bioctina-Avidina-Peroxidase (por exemplo de
carneiro ([Dako]) durante 30 min & temperatura ambiente;
finalmente revela-se com o substrato 3-amino-9-etil-
carbazol [Sigma] (Hsu, S. M. et al. (1981) J. Histochem.
Cytochem. 29: 577). As bidpsias devem ser analisadas por
2 especialistas e a avaliacdo do CD6 é ajustada a uma es-
cala de pontos < 10% (%), 10 - 25% (+), 25 - 50% (++), 50
- 90% (+++), 90 - 100% (++++).

Podem ser utilizados diferentes AcM dirigidos
contra CD de linfécitos T, anti CD3 (ior t3), anti CD4
(ior t4), anti CD8 (ior t8) e um anti CD45 (ior L3), além
de um AcM anti-Receptor do Fator de Crescimento Epidérmi-
co (ior egf/r3) como marcador de ativacdo de ceratindci-
tos (Mozzanica, N. et al. (1994) Acta Derm. Venereol.
Suppl. Stockh. 186: 171), que permita avaliar detalhada-
mente as caracteristicas do infiltrado inflamatdrio das

lesdes durante o tratamento da doenga.
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Acompanhamento imunohistoguimico de lesBes de pacientes

tratados

Em pacientes tratados com anticorpos monoclonais
anti-CDé pode ser realizada bidpsia das lesbes antes do
inicio do tratamento, durante o© tratamento e depois de
concluido © mesmo, em A&area 1limitada a bidpsia inicial
para avaliar a eficédcia terapéutica das composicdes de
uso tépico ou sistémico. A escala de classificagdo da
resposta ao tratamento pode ser qualitativa em por cento
e & estabelecida segundc o indice de marcacdo de células
CD6+ sobre o total de células CD45+, avaliado em cada
bidpsia.

Indice de células CDé6+ = pnumero de células CD6+ x 100

nimero de células CD45+
Pode-se estabelecer, além disso, os 1indices de
marcacdo de células CD3+, CD4+ e CD8+ sobre o total de
células CD45+ e o indice de marcagd8o de células CD4+ e

CD8+ sobre o total de células CD6+.

]

Indice de células CD3+ numero de células CD3+ x 100

numero de células CD45+

Indice de células CD4+ numero de células CD4+ x 100

nimero de células CD45+

indice de células CD8+ nimero de células CD8+ x 100

ninero de células CD45+

it

Indice de células CD4+ nimero de células CD4+ x 100

nuneroc de células CD6+

Indice de células CD8+ nuimero de células CD8+ x 100

nimero de células CD6+
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Acompanhamento imunogamagré&fico de pacientes tratados

Outra forma para avaliar o efeito da terapéutica
com o AcM anti-CD6 pode ser d estudo imunocgamagrafico no
paciente da expressdo e distribuicdo das célulag CD6+ du-
rante o tratamento, utilizando entre 1 e 5 mg do mesmec
AcM conjugado com isdétopos radiocativos como o tecnécio
99, utilizando o método de conjugagdo como o descrito por
Mather, S. J. et al. (1990) J. Nucl. Med. 31(5): 692.

Obtencdo de formulacdes terapéuticas para uso tdédpico e

sistémico

Com fins terapéuticos os AcM anti-CD6 podem ser
utilizados nas diferentes formas clinicas da psoriase,
com formulacbes tanto para uso tépico como sistémico, en
dose uUnica ou doses multiplas, com um ou varios ciclos de
tratamento de acordo com a forma clinica e a gravidade da
doencga.

As formulagles terapéuticas de uso tdépico com
AcM anti-CD6 podem ser compostas por sistemas semi-
s6lidos em uma ou duas fases, principalmente com formula-
¢bdes hidréfilas que permitam a incorporagdo do AcM dis-
solvido em solucgdo tampdo estéril (pH 7,0 +/- 0,5) em uma
dose entre 0,1 mg e 5 mg por cada grama de produto. Podem
ser formulados géis, geléias, unglientos, log¢des ou cremes
com matriz ligquida (por exemplo agua) formulada com gela-
tina, carboximetil celulose ou substa@ncias similares e
bases que contenham glicerina, gluconato de cédlcio; além
disso as composigdes podem incluir preservativos (por

exemplo p-hidroxibenzoato metilico) para evitar contami-
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nacdo, o pH deve ser fisioldgico para ndo afetar as ca-
racteristicas do AcM. Estas composicdes terapéuticas de-
vem permitir a liberagdo e penetrabilidade do AcM na
pele.

O tratamento tipico deve ser aplicado entre uma
e trés vezes ao dia, sobre as lesbes cobertas ou ndo e
pode ser combinado com o uso sistémico (principalmente
endovenoso) do mesmo AcM com doses entre 0,1 e 1 mg/kg de
peso do paciente, e deve ser diluido em solug¢ao fisiolé-
gica para uso endovenoso e administrado lentamente. O
tratamento endovenoso pode ser aplicado independentemente
da via tépica de administracdo.

Acompanhemento clinico dos pacientes tratados

Como critério principal de avaliac@o da eficacia
terapéutica pode-se utilizar a evolugdo clinica das le-
sbes.

As varidvels principais de resposta utilizadas
para medir os efeitos do tratamento podem ser a melhora
das caracteristicas clinicas das lesdes (infiltracgdo, es-
camas, eritema) e a redugdo da a&rea das lesdes.

Pode-se estabelecer o grau de severidade dos in-
dicios da doencga (infiltracgéo, escamas, eritema) entre os
valores 0 - 1 - 2

0 - sem indicio

1 - presenga escassa

2 - presenga intensa

Deve-se considerar ainda a extensdo das placas

tratadas medindo-se 2 de seus diémetros e calcular a &rea
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da les8o com o produto dos raios (em cm) por p (3,14), o
tamanho da placa no tempo 0 representa 100% e nos tempos
de avaliacgles sucessivas se estabelece o percentual do
tamanho da placa pela regra de 3.

E obtido um TITULO DE SEVERIDADE DA PSORIASE
(TSP) similar ao PASI (area psoridtica e indice de seve-
ridade (psoriasis area and severity index)) (Fredriksson,
T. et al. (1978) Dermatolcgica 157: 238), com a foérmula:
(infiltracd&o (0-2) + escamas (0-2) + eritema (0-2)/6) X %
de area afetada

A resposta ao tratamento € descrita de acordo
com as alteracdes no TSP ao completar os tempos de avali-
acdo designados, sendo estabelecidas as seguintes catego-

rias (Perkins, W. et al. (1993) Br. J. Dermatol. 129:

584) :

clareamento (> 90% de melhora no TSP)

respondente (> 50% de melhora no TSP)

ndo-respondente (< 50% de melhora no TSP ou piora do TSP)
piora (> 50% de aumento no TSP)

Pode-se considerar os tempos de avaliagdo da
resposta até as 12 semanas a contar do inicio da aplica-
¢80 do tratamento (pré-tratamento, semanas 1, 2, 3, 4, 6,
8, 12).
Exemplos de realizagao
Exemplo 1. SEQUENCIAMENTO DA REGIAO VARIAVEL DO ANTICORPO
MONOCLONAL MURINO ior tlA

O RNA foi extraido a partir de 10% células do

hibridoma ior tlA. O mesmo fol preparado como descrito
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por Faloro e colaboradores (Faloro, et al. (1989) Method
in Enzimology 65: 718).

A reacdo de sintese de cADN consiste em adicio-
nar 5 ug de RNA, 250 uM de cada um de AdNTP, 50 mM Tris-
HCl, pH 7,5, 75 mM KCl1, 10 mM DDT, 3 mM MgCl,, 25 pmoles
do oligo CG2A FOR (5'GGAAGCTTAGACCGATGGGGCTGTTGTTTTG 3')
para a regido varidvel de cadeia pesada ou 25 pmoles de
CK2 FOR (5'GGAAGCTTGAAGATGGATACAGTTGGTGCAGC 3') e 15 uni-

dades de inibidor de RNAsa para um volume total de 15 ul,

aquecidos a 70°C por 10 minutos e lentamente resfriados
até 37°C. Adiciona-se entdo ao mesmo 100 unidades de
transcriptase invertida (BRL) e incuba-se a 37°C por 1
hora.

Os cADNs de VH e VK foram entdo ampliados por
PCR, como descrito por Orlandi e colaboradores (Orlandi
et al., (1989) Proc. Natl. Acad. Sci. 86: 3833). Para a
ampliagdo de VH, faz-se ume mistura reacional a qual sdo
adicionados a 5 ul de cADN:
25 pmoles do oligo CG2A FOR e 25 pmoles do oligo VH1BACK
(5'AGGT(G/C) (A/C)A(A/G)CTGCAG(G/C)AGTC(A/T)GG3").

Para a ampliagc@o de VK, a mistura reacional con-
siste de 5 pul de CADN, 25 pmoles de CK2 FOR e VKIOBACK
(5" TTGAATTCCAGTGATGTTTTGATGACCCA3") .

A estas misturas sdo adicionados 2,5 mM de cada

um de ANTP, 5 pl de tampdo 10X da enzima Thermoclase e uma

unidade desta enzima, em um volume final de 50 ul. A mis-

tura reacional fol submetida a 25 ciclos de desnaturali-
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zacdo, hibridizacdo e extensdo a 94°C, 55°C e 72°C, res-

pectivamente, com uma incubag¢do final de 5 min a 72°C.

GCéis a 2% de agarose, tingidos com brometo de etidio, fo-
ram usados para visualizar os fragmentos produzidos por
PCR. 0s referidos fragmentos foram purificados com Prep A
gene (kit da Bio Rad) e clonados em M13. Os clones foram
sequenciados usando-se © método dos didedxinucleotideos
com enzima T7 ADN polimerase de Pharmacia (ver figuras 1
e 2).
Exemplo 2. MODIFICAGAO DA SEQUENCIA DAS REGIOES VARIAVEIS
DO ANTICORPO MONOCLONAL MURINO ior tlA PARA OBTER UMA
IMUNOGLOBULINA MENOS IMUNOGENICA POR HUMANIZACAO DOS EPI-
TOPOS T POQTENCIAIS
Parte-se do conhecimento da segqUéncia da regido
varidvel da cadeia pesada do anticorpec monoclonal ior
t1A. Esta sequUéncia foi analisada com o programa AMPHI, o
gual determinou as regides de 11 aminodcidos com estrutu-
ra de hélice anfipdtica e portanto as regides candidatas
a se unirem as moléculas do MHC II.
Na regido varidvel da cadeia pesada do anticorpo
ior tlA aparecerdo 3 blocos fundamentais:
1.FR 1 entre os aminoacidos 2-21.
2.CDR1 e FR2 entre os aminoacidos 29-43.
3.CDR3 e FR4 entre os aminodcidos 95-111.
A numeracgdo dos aminodcidos corresponde aquela
proposta por Kabat com Dbase nos aminodcidos ndo-
variantes. Nas figuras 1 e 2 est8o representados os epi-

topos T possiveis. A figura 1 mostra as sequéncias cor-
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respondentes a cadeia pesada.

A seqguéncia murina é comparada com as sedquUéncias
de proteinas humanas apresentadas nos bancos de dados
GenBank e EMBL, de onde € extraida a seqliéncia da regido
variavel de uma imunoglobulina humana que apresenta maior
homologia, pertencente ao subgrupo III de Kabat. Em se-
guida procede-se a determinacdo dagqueles aminodcidos da
imunoglobulina murina que diferem dagqueles gque se encon-
tram na mesma posi¢@o na sequéncia humana. As duas regi-
Oes varidvels de cadeia pesada, a humana e a murina, s&o
comparadas e s8o escolhidos os aminodcidos nos Frs que
ndo estdo intercalados na zona de "Vernier" ou nas estru-
turas candnicas e que poderdo ser substituidos. As posi-
¢cbes 13 e 19 ndo se modificam porque o aminoacido Lvs se
encontra nestas posic¢cdes em outras imunoglobulinas huma-
nas pertencentes ao mesmo subgrupo.

Para a cadeia pesada foram propostas 4 altera-

THR da posigdo 40 por ALA.

GLU da posigd@o 42 por GLY.

THR da posic@o 108 por LEU.

LEU da posicdo 109 por VAL.

Na figura 2 estd mostrada a analise anterior
aplicada a cadeia leve do ior tl1lA, dando como resultado
um grupo de segmentos superpostos que prevéem uma zona
antigénica do aminoacido 2 ao 69.

Depois da andlise s&o propostas 7 substituigdes

nos Frs 1 e 2.
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- LYS na posig¢do 3 por GLN.
- MET na posicdo 11 por LEU.
- TYR na posig¢do 12 por SER.
- LEU na posicdo 15 por VAL.
- GLU na posicd@o 17 por ASP.
- TRP na posicgdo 41 por GLY.
- SER na posigdo 43 por ALA.
Exemplo 3. CONSTRUCAO DO MUTANTE POR HUMANIZACAO DE EPI-
TOPOS T NA REGIAO VARIAVEL DE CADEIA PESADA DO ANTICORPO
MONOCLONAL ior tlA
As alterag¢des nos amincacidos da regido variavel
de cadela pesada para construir o mutante por humanizacdo
de epitopos T foram construidas por mutagénese sobrepondo
PCRs (Kamman, M. et al. (1989), Proc. Natl. Acad. Sci.
USA, 86, 4220).
Em resumo, duas ampliacdes por PCR: A mistura

reacional foi: 0,5 pl de sobrenadante de VH de cadeia

simples clonado em M13, 25 pmoles de oligos mutagénicos 1
ou 2, 25 pmoles de oligo mutagénico 3 ou 4 (ver abaixo as

seqgliéncias dos oligos). A estas misturas foram adiciona-
dos 2,5 mM de cada um de JdATP, dTTP, dCTP, 4GTP, 5 ul do
tampdo 10X da Vent ADN polimerase (NEB) e uma unidade da
Vent ADN polimerase (NEB) em um volume final de 50 pl. As
amostras foram submetidas a 12 - 15 ciclos de PCR (94°c,
30 seg; 50°C, 30 seg e 75°C, 1 min) com uma incubacdo fi-
nal de 75°C, 5 min. Os produtos de ambas as PCRs estdo

unidos em uma segunda PCR usando somente os oligos de
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fora (3 e 4). O VH mutante ampliado foi purificado pelo
kit de purificag¢do Prep.A gene (Bio Rad).
Para as alterac¢des nas posic¢des 40 e 42 os oli-
gos usados foram os seguintes:
Oligo 1:
5'TGGGTTCGCCAGGCTCCGGGGAAGAGGCTGGAG3 !
Oligo 3:
5'GTAAAACGACGGCCAGT3'
Estes oligos foram combinados em uma Unica PCR.
Oligo 2:
5' CTCCAGCCTCTTCCCCGGAGCCTGGCGAACCCA3!
Oligo 4:
5' AGCGGATAACAATTTCACACAGGA3'.
Estes oligos foram combinados em uma Unica PCR.
Os produtos das duas PCRs sdo utilizados em uma
Unica PCR usando os oligos 3 e 4.
Para as alteracgdes nas posicgdes 108 e 109, os
oligos construidos foram:
Oligo 1:
5'GGCCAAGGCACCCTTGTCACCGTCTCC3 .
Oligo 3:
5'GTAAAACGACGGCCAGT3 .
Estes oligos foram combinados em uma Unica PCR.
Oligo 2:
5'GGTGACTCTGTCTCCCACCGATGCAGACAGGGAGGATGGAGACTGGGTCATCTGG
ATGTCACA 3'
Oligo 4: 5'ACTGGCCGTCGTTTTAC 3'

Estes oligos foram combinados em uma Unica PCR.
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Os predutos das duas PCRs sdo utilizados em uma
inica PCR usando os oligos 3 e 4.

Para a cadeia leve,as altera¢des no FR1 nos re-
siduos 3, 11, 12, 15 e 17, os oligos construidos foram os
seguintes:

Oligo 1: 5'CAGAAACCAGGGAAAGCTCCTAAGACCCTG 3

Oligo 3: 5'GTAAAACGACGGCCAT3'

Estes oligos sdo combinados em uma unica PCR.

Oligo 2: 5'CAGGGTCTTAGGAGCTTTCCCTGGTTTCTG 3'

Oligo 4: 5'ACTGGCCGTCGTTTTAC3"'.

Estes oligos sdo combinados em uma Unica PCR.

Os produtos das duas PCRs sdo combinados em uma
Unica PCR usando os oligos 3 e 4.

Para as alterag¢des propostas nos residuos 41 e
43 do FR2, os oligos foram:

Oligo 1: 5'CAGAAACCAGGGAAAGCTCCTAAGACCCTG3!

Oligo 3: 5'GTAAAACGACGGCCAT3'.

Estes oligos sdo combinados em uma Unica PCR.

Oligo 2: 5'CAGGGTCTTAGGAGCTTTCCCTGGTTTCTG 3'

Oligo 4: 5' ACTGGCCGTCGTTTAC3'

Estes oligos sdo combinados em uma Unica PCR.

Os produtos das duas PCRs s&@o combinados em uma
unica PCR usando os oligos 3 e 4.

Exemplo 4

Obtencdoc de uma formulacdo farmac&utica para uso tépico

em legdes cutdneas de pacientes com psoriase vulgar

0O AcM murino lor tl1 foi purificado e dissolvido

em solucdo tampdo estéril (pH 7,0 +/- 0,5).
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Ingredientes Quantidade Qualidade
AcM ior tl 50 mg *
fosfato de sdédio 4,50 mg reativo USPXXII
monobasico
fosfato de sdédio 18 mg reativo USPXXIT
dibasico
cloreto de sdédio 86 mg reativo USPXXIT
Polisorbato 80 1,852 pl USPXXII
dgua para injecgdo 10 ml USPXXII
asp

* conforme especificagbes de qualidade do fabricante.
A solugdo que contém o AcM foi incorporada a uma
geléia base com a composig¢do:

5 Carboximetil celulose sdédica

(alta viscosidade) A/V 3,00 g
propilenoc glicol 10,00 g
metilparabeno 0,180 g
propilparabeno 0,020 g
10 trietanolamina 0,045 g
dgua destilada gsp completar. 100,00 g

A geléia terapéutica foi elaborada com solugéo
tampdo com composicdo similar a descrita para o AcM (pH
7,0 +/- 0,5).
15 Exemplo 5

Estudo histoldgico de lesdes cuténeas de pacientes com

psoriase vulgar

0 estudo imunohistogquimico de lesdes cuténeag de

pacientes com psoriase vulgar foi realizado em criosse-
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¢cBes de pele, o AcM ior tl1 foil utilizado paralelamente
com diferentes AcM dirigidos contra CD de linfdcitos T
ior t3 (anti CD3), ior t4 (anti CD4), ior t8 (anti CD8),
ior L3 (anti CD45) e Dako CD6 (anti-CD6) como controle, e
ainda o ior egf/r3 (anti-receptor do fator de crescimento
epidérmico). Em seguida as amostras foram incubadas com
conjugado de carneiro anti imunoglobulinas murinas bioti-
nilado e complexo biotina-avidina-peroxidade [Dako]l, e
finalmente foram reveladas com 3-amino-9-etilcarbazol
[Sigmal] . As bidpsias foram analisadas por 2 especialistas
e a avaliacdo do CD6 foi associada a uma escala de pon-
tos:

<10% (%), 10 - 25% (+), 25 - 50% (++), 50 - 90%
(+++), 90 - 100% (++++).

Nos pacientes tratados a bidpsia das lesdes foi
feita antes do inicio do tratamento e ao terminar a ter-
ceira semana de tratamento, nha &area confinada & bidpsia
inicial. A escala de classificagdo da resposta ao trata-
mento foi qualitativa em percentagem e foil estabelecida
de acordo com o iIndice de marcacdo de células CD6+ sobre
o total de ceélulas (CD45+, avaliado em cada bidépsia. Foi
ainda determinada a percentagem de expressdc do receptor
do fator de crescimento epidérmico nas diferentes camadas
da pele, bem como as modificacdes das caracteristicas
histoldégicas tipicas da doencga.

- Os linfdécitos CD3+ representam aproximadamente 100% das

células CD45+.
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- Foi verificado que no infiltrado inflamatdério caracte-
ristico da psoriase wvulgar existe expressdoc entre 60 -
90% de células com fendtipo linfdide T CD6+.

- Das células marcadas com anticorpo monoclonal Dako CD6
apenas entre 30 - 50% foram marcadas com o anticorpo mo-
noclonal ior tl.

- A expressdo em ceratindcitos do receptor de FCE foi
elevada com padrdo reticulado.

Resulta significativo o predominio de expressdo
da molécula CD6+ nos linfdécitos T do infiltradce inflama-
tério da psoriase wvulgar, por ser uma molécula caracte-
ristica de linfécitos T ativados, isto nos leva a pensar
que esta pode constituir uma molécula de ades@o leucoci-
tadria nos linfécitos T inicialmente ativados na pele pela
penetracdo de antigenos exdgenos ou p;éprios modificados,
necessaria para a interacdo com determinantes celulares
especificos da pele ativada durante a resposta aos refe-
ridos antigencs. A diferenca de reccnhecimento observada
entre os anticorpcs monoclonais anti-CD6é avaliados sus-
tenta a hipdtese da difereng¢a de epitopo reconhecido pelo

ior t1.

Exemplo 6
Resposta clinica de pacientes com psoriase vulgar § tera-
préutica tépica com AcM ior til

Fol realizado um ensaio clinico em pacientes com
psoriase vulgar diagnosticada, em recidiva, com lesdes
caracteristicas desta doenga. O estudo foi estruturado em

dois grupos de pacientes definidos pela geléia que rece-
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bem como tratamento tépico (AcM ior tl ou veiculo) e fo-
ram incluidos 14 pacientes por grupo. Fol utilizada uma
formulacdo terapéutica tdépica formada por uma geléia base
ou veiculo (carbdéximetil celulose sdédica A/V, propileno
glicol, metilparabeno, propilparabeno, trietanolamina)
sobre a qual foi incorporado o AcM. O tratamento foi a-
plicado 2 vezes ao dia sem oclusdo das lesBes tratadas,
durante 21 dias.

Todos o0s pacientes tratados com o AcM ior tl ti-
veram as lesfes psoridticas clareadas em placas (figura
4) . Este resultado corresponde ao observado na bidpsia
pés-tratamento apenas 21 dias depois de iniciada a apli-
cacdo do AcM, onde foi verificada diminuicdoc do infiltra-
do linfocitdrio T, diminuic8o da expressdo do receptor do
EGF em ceratindcitos e regressdo dos indicios histoldégi-
cos caracteristicos da doenca.

Exemplo 7

Relacdo da resposta clinica com a dose de anticorpo mono-

clonal murino jor tl aplicado topicamente nos pacientes

com _psoriase vulgar

Foli realizado um ensaio clinico em 19 pa-
cientes com psoriase vulgar diagnosticada em recidi-
va, com lesbes caracteristicas desta doenca. O es-
tudo foi estruturado em trés grupos de pacientes
definidos pela concentracdo de anticorpo monoclonal
ior tlA contida na formulacdo terapéutica que rece-
beram como tratamento tépico (0,3 mg, 1 mg ou 3 mg
de AcM ior tlA) e foram incluidos 6, 7 e 6 pa-

cientes respectivamente por grupo. Foi utilizada uma for-
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mulacdo terapéutica tdépica formada por uma geléia base ou
veiculo (carbdéximetil celulose sdédica A/V, propileno gli-
col, metilparabeno, propilparabeno, trietanolamina) sobre
a qual foi incorporado o AcM. O tratamento foi aplicado 2
vezes ao dia sem oclusdoc das lesdes tratadas, durante 21
dias.

A evolucgdo clinica dos pacientes foi avaliada
utilizando o PASI (Area Psoridtica e Indice de Severidade
(Psoriatic Area and Severity Index)) e simultaneamente o
soro destes pacientes fol analisado quanto ao aparecimen-
to da resposta de anticorpos humanos contra as imunoglo-
bulinas humanas (anticorpo anticamundongo humano - HAMA) .
A melhor resposta clinica fol observada no grupo de paci-
entes tratados com a dose mals baixa de AcM ior tl (0,3
mg) que correspondeu ao grupo de maior freqiéncia de apa-
recimento e os maiores titulos de resposta HAMA. Foi ain-
da avaliada a presenca de anticorpos antiidiotipicos
(anti-AcM ior tl1l) pelo método ELISA (Teste Imunossovente
de enzima ligada (Enzyme Linked Immunosorbent Assay)) e
por FACS (classificador de célula ativadora de fluores-
céncia (Fluorescent Activating Cell Sorter)) e foi obser-
vada maior freqgléncia de aparecimento e maior titulo de
resposta de anticorpos antiidiotipicos contra o ior tl no
mesmo grupo de pacientes.

Exemplo 8

Resposta clinica de um paciente com forma severa de psSo-

riase generalizada & terapéutica endovenosa com o AcM ior

tl
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Uma paciente do sexo feminino de 56 anos de ida-
de com antecedentes de apresentar psoriase com artropatia
psoriatica diagnosticada ha aproximadamente 17 anos, nos
Gltimos 5 anos com crises freqglentes e intensas por causa
das quais foi internada varias vezes. Comeca com gomos da
doenga, com lesdes eritemato-escamosas generalizadas, do-
res Osseas e musculares, debilitacdo ("toma") do estado
geral, febricula e edemas gJgeneralizados, este guadro se
mantém e 21 dias depols aparecem has dobras submamarias,
axilares e no colo lesdes fissuradas com ulceragdes com
secrecgdo serosa e malcheirosa, acompanhado de febre. Pela
evolugdo tdérpida da doenga, a ndo toler8ncia a nenhum
tratamento tdpico incluindo cremes esteroidais, decide-se
administrar tratamento com metotrexate (dose total 15 mg)
3 ciclos, sem aparecer resposta clinica.

- Dose Unica de AcM ior tl a 0,6 mg/kg de peso por via
endovenosa lenta, diluido em 200 ml de solugdo salina a
0,9%.

- Simultaneamente foi administrada, durante 2 dias, em
todas as lesdes, duas vezes ao dia, geléia terapéutica
gue contém o AcM lor tl & concentracdo de 3 mg de AcM / g
de geléia.

A partir do dia 6 de realizacdo do tratamento a
paciente comeg¢a a melhorar seu estado geral e quadro der-
matoldgico. Ela foi avaliada aos 21 dias de tratamento e
apresentava aproximadamente 60% da superficie corporal
sem lesBes e o resto da pele com melhora dos indicios

clinicos da doenga; a paciente menciona melhora da sinto-
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matologia articular; apresenta bom estado geral, sinais
vitais normais e exames de rotina de laboratdério clinico
sem alteragdes.

Trinta dias depois a paciente continua com re-
gressdo completa da sintomatologia da doencga.

Breve Descricdo dos Desenhos

Figuras 1 e 2 - Andlise para a modificagdo por
humanizagcdo de epitopos T das regides variadveis de cadeia
pesada e leve do anticorpo monoclonal murino ior tl1A.

Figura 1: Seqliéncia da regido variavel da cadeia
pesada do AcM murino ior tlA.

Figura 2: Sequéncia da regido varidvel da cadeia
leve do AcM murino ilor tl1A.

A: Sequéncia da regidc varidvel da cadeia pesada ou leve
do AcM murino ior tlA.

B: SeqUéncia da regido varidvel da Ig humana gque mais se
parece com o ior tl1A.

C: Sequiéncia modificada do ior tlA, por humanizacdo de
epitopos T.

Residuos de aminodacidos sublinhados: aminoacidos
intercalados na estrutura tercidria.

Letras em negrito: regides determinantes de com-
prlementariedade (CDRs).

Residuos de aminodcidos envolvidos em um gquadro:
alteragdes propostas.

A descrigdoc é similar para cadelias pesadas e le-

ves.
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Figura 3 - Apresenta o resultado da expresséo do
antigeno CD6 em linfdécitos do infiltrado inflamatdério ca-
racteristicos das lesdes cuténeas de pacientes com psori-
ase vulgar. Esta avaliacdo foi realizada em bidpsias por
congelamento de pele afetada com lesdes localizadas em
membros superiores e/ou inferiores e/ou tdérax-abddmen em
forma de placas. A avaliac¢do histoldgica foi realizada
antes do tratamento por técnicas de imunohistoquimica.

Figura 4 - A avaliacd3o da eficédcia terapéutica
do AcM anti CD6 utilizada no tratamento da psoriase foi
realizada levando-se em conta as varidveis infiltracéo,
escamas, eritema e tamanho da &drea das lesBes; foi esta-
belecido um grau de severidade entre os valores 0 - 1 -
2; foi ainda considerada a extensdo das placas tratadas
medindo-se 2 de seus diémetros. Foi obtido um TITULO DE
SEVERIDADE DA PSORIASE (TSP) similar ao PASI ("psoriasis
area and severity index") e a resposta ao tratamento é
classificada de acordo com as alterag¢des no TSP ao termi-
nar os tempos de avaliacdo designados, estabelecendo-se
as seguintes categorias: clareamento, respondente, néo
respondente e piora.

Figura 5 - A resposta clinica dos paci-
entes tratados topicamente com o anticorpo mono-
clonal ior tlA contido na formulacgdo terapéutica
a diferentes doses (0,3 mg, 1l mg ou 3 mg de AcM
ior tlA) avaliada por PASI foi relacionada com
o aparecimento da resposta de anticorpos humanos

contra as imunoglobulinas murinas (anticorpo an-



10

15

20

25

32

ticamundongo humano - HAMA). A melhor resposta clinica
fol observada no grupo de pacientes tratados com a dose
mais baixa do AcM icr tl (0,3 mg), © que correspondeu ao
grupo de maior frequéncia de aparecimento e os maiores
titulos de resposta HAMA.

Figura 6 - Um tratamento com o anticorpo mono-
clonal ior tl1 por via endovenosa foi aplicado a uma paci-
ente de 56 anos de idade com antecedentes de apresentar
psoriase com artropatia psoridtica diagnosticada ha apro-
ximadamente 17 anos, agora na forma severa de psoriase
generalizada caracterizada por lesdes eritemato-escamosas
generalizadas, dores oésseas e musculares, debilitacéo
("toma") do estado geral, febricula e edemas generaliza-
dos. Quadro gue ndo melhora com tratamento médico, inclu-
sive metotrexate. Foli aplicado a paciente um tratamento
em dose UGnica de AcM ior tl a 0,6 mg/kg de peso por via
endovenosa lenta, diluido em 200 ml de solugdo salina a
0,9%, simultaneamente foi administrada, durante 2 dias,
em todas as lesfes, duas vezes ao dia, geléia terapéutica
gue contém o AcM ior tl & concentracdo de 3 mg de AcM / g
de geléia, para um total de 224 g de geléia terapéutica.
As respostas clinica, imunohistoquimica e de laboratdério
clinica foram avaliadas semanalmente, e est8o mostradas
fotografias evolutivas das les®des cut@neas (dia anterior

ao tratamento e aos 21 dias).
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REIVINDICAGOES

1. Anticorpo monoclonal que reconhece o CD6 hu-
mano e util no diagnéstico e tratamento da psoriase, ca-
racterizado por ser um anticorpc monoclonal humanizado
tendo a regido variadvel de sua cadeia pesada com a se-
guinte seqiiéncia:

GLU VAL GLN LEU VAL GLU SER GLY GLY GLY LEU VAL
LYS PRO GLY GLY SER LEU LYS LEU SER CYS ALA ALA
SER GLY PHE LYS PHE SER ARG TYR ALA MET SER TRP
VAL ARG GLN ALA PRO GLY LYS ARG LEU GLU TRP VAL
ALA THR ILE SER SER GLY GLY SER TYR ILE TYR TYR
PRO ASP SER VAL LYS GLY ARG PHE THR ILE SER ARG
ASP ASN VAL LYS ASN THR LEU TYR LEU GLN MET SER
SER LEU ARG SER GLU ASP THR ALA MET TYR TYR CYS
ALA ARG ARG ASP TYR ASP LEU ASP TYR PHE ASP SER
TRP GLY GLN GLY THR LEU VAL THR VAL SER SER

e a regido variavel de sua cadeia leve com a seguinte se-
gliéncia:

ASP ILE GLN MET THR GLN SER PRO SER SER LEU SER
ALA SER VAL GLY ASP ARG VAL THR ILE THR CYS LYS
ALA SER ARG ASP ILE ARG SER TYR LEU THR TRP TYR
GLN GLN LYS PRO GLY LYS ALA PRO LYS THR LEU ILE
TYR TYR ALA THR SER LEU ALA ASP GLY VAL PRO SER
ARG PHE SER GLY SER GLY SER GLY GLN ASP TYR SER
LEU THR ILE SER SER LEU GLU SER ASP ASP THR ALA
THR TYR TYR CYS LEU GLN HIS GLY GLU SER PRO PHE
THR PHE GLY SER GLY THR LYS LEU GLU ILE LYS ARG
ALA.

2. Uso de um anticorpo monoclonal humanizado,
como definido na reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato
de ser para o diagnéstico in vitro de psoriase.

3. Composicdo farmacéutica para o tratamento da

psoriase, caracterizada por conter um anticorpo monoclo-



nal, como definido na reivindicacdo 1, e um veiculo far-
maceuticamente aceitéavel.

4. Reagente Util para o diagnéstico da psoriase,
caracterizado por conter um anticorpo monoclonal, como

definido na reivindicacdo 1, e um veiculo.



FIGURA 1:

aw > aOw>» N w>» N o> Ow>» nOw» Nw>» Ow> 0w >

® >

GLU
GLU
GLU

13

LYS
GLN
LYS

25
SER

SER

37

VAL
VAL
VAL

GLN
GLN

GLN

-1/6 -

LEU VAL GLU
LEU VAL GLU
LEU VAL . GLU
GLY SER LEU
GLY SER LIU
GLY SER LEU
LYS FEHE 3SER
FJHR PHE SER
LYS PHE SER
40 a
THR PRO  GLU
ALA_PRO GLY
(ALA ] PRO JaLy |
| sm sy
& & ey
AL irs sLy
WAL (4 GlyY
LYS ASN THR
LYS ASN THR
LYS ASN THR
SER GLU ASP
ALA GLU ASP
SER GLU ASP
P TR AP
ASP Tm ISP
108
GLY THR THR
GLY THR _LEU
GLY THR | LEU

SER

-SER

SER

LYS
ARG
LYS

LYS
LYS
LYS

sy
R’y
ARG

ARG
ARG

LEU
LEU
LEU

THR

GLY
GLY
GLY

LEU
LEU

ARG
GLY
ARG

PHE
PHE
PHE

TYR
TYR

THR
THR

GLY
GLY
GLY

SER
SER
SER

THR
THR
THR

LEU
LEU
LEU

MET
VAL

VAL
VAL

VAL

GLY
GLY
GLY

CcYs
CYys
CYs

GLU
GLU
GLU

.
3

ILE
ILE

GLN
GLN

GLN

TYR

TYR

SER
SER

SER

mhb

43 B B Ef¢

3

113
SER
SER

SER



- 2/6 -

FIGURA 2:
| 3 11 12
A ASP ILE LYS MET THR GLN SER PRO" SER SER MET TYR
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i3 15 17 24
A ALA SER LEU GLY GLU ARG VAL THR ILE THR CYS ys
B ALA SER VAL GLY ASP ARG VAL THR IE THR CYS
C ALA SER [VAL JGLY JASP JARG VAL THR ILE THR CYS v
25 36
A ALA SER ARG ASP NE ARG SER TYR LEU THR IRP TYR
B IRP TYR
C ALA SER ARG ASP WLE ARG SER TYR LEU THR TRP TYR
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A THR TYR TYR CYS (py GIN HIS GLY GLU SER PRO PHE
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C T PHE GLY SER GLY THR LYS LEU GLU ILE LYS ARG
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B THR
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FIGURA 3
Paciente Expresién del CD6 Diagnéstico Histolégico

1.JRM -+ Psoriasis vulgar
2.ZEAP +4++ Psoriasis vulgar
3.DLH +++ Psoriasis vulgar
4. JMV e+ Psoriasis vulgar
5.MCGH +++ Psoriasis vulgar
6.DMMG ++ Psoriasis vulgar
7.ACP et Psoriasis vulgar

+++ Psoriasis vulgar
9.MPC +++ Psoriasis vulgar
10.NRG -+ Psoriasis vulgar
11.MVMH +++ Psoriasis vulgar
12.IMVR +++ Psoriasis vulgar
13.MEGA +++ Psoriasis vulgar
14.CBT +4++ Psoriasis vulgar
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FIGURA 6
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RESUMO
Patente de Invencdo: "ANTICORPO MONOCLONAL ANTI-CD6 HUMA-
NO, USOS DOS MESMOS PARA O DIAGNOSTICO IN VITRO DE PSORI-
ASE, COMPOSICiO FARMACEUTICA E REAGENTE CONTENDO O DITO
ANTICORPO".

A presente invencdo refere-se a anticorpos mono-
clonais que reconhecem o antigeno CD6 humano e sdo Uteis
no diagnéstico e tratamento da psoriase, composigdes far-
macéuticas contendo o dito anticorpo monoclcnal e um vei-
culo farmaceuticamente aceitdvel que reconhecem e gue séo
capazes de alcancar uma eficédcia clinica e histolégica em
pacientes com diferentes tipos clinicos de Psoriase.

A invencéo refere-se também ac uso dos referidos
anticorpos monoclonais humanizados para o diagnéstico in
vitro de psoriase e a um reagente Gtil para o diagnéstico
da psoriase contendo o mesmo anticorpo monoclonal e um

veiculo.
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