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RESUMO
ANTICORPOS ANTI-TRKA E SEUS DERIVADOS

Proporciona-se um anticorpo anti-TrkA gque compreende: a)
uma cadeia pesada variavel contendo uma sequéncia
selecionada entre qualgquer uma das BXhVH1, BXhVH2, BXhVH3,
BXhVH4, BXhVH5 ou HuUVHWOv, como mostra a Figura (la), ou
entre variantes de qualquer das sequéncias referidas e/ou
b) uma cadeia leve wvariavel contendo uma sequéncia
selecionada entre qualgquer uma das BXhVL1l, BXhVL2, BXhVL3,
BXhvL4, BXhVL5, BXhVL6, BXhVL7 ou BXhVL8, como mostra a
figura (1b), ou entre variantes de qualquer das sequéncias
referidas. Proporciona-se igualmente derivados de ligacdo a
TrkA. Os anticorpos ou derivados da presente invencdo sé&o

uteis em véarias terapias, incluindo terapia da dor.



DESCRICAO
ANTICORPOS ANTI-TRKA E SEUS DERIVADOS

A presente a 1invencdo refere-se a anticorpos e seus
derivados, especialmente a anticorpos humanizados e seus

derivados.

O factor de crescimento neural (NGF) actua através de dois
receptores de membrana. Um é& o receptor p72 de afinidade
relativamente baixa. O outro é um receptor de 140 KDa de

afinidade elevada, conhecido como TrkA.

O NGF tem uma potencial utilizac&o no tratamento de uma
vasta gama de distUrbios, tais como vArios disturbios
neurodegenerativos (incluindo a doenca de Alzheimer),

diabetes e lepra.

Contudo, o NGF pode ter varias propriedades agonistas
indesejaveis. Estas incluem um aumento da sensibilidade a
dor. O sistema NGF-TrkA proporciona um potencial alvo para

terapias de dor.

Foram produzidos varios anticorpos anti-TrkA. Um anticorpo
deste tipo é um anticorpo monoclonal que ¢é referido como
5C3 em WO 97/21732 (McGill University). Contudo, descobriu-
se que era um agonista de TrkA e, por conseguinte, ndo é
util para reduzir a dor. Especificamente, quando ligado a

TrkA, este anticorpo ndo impede a sua activacédo funcional.

Um anticorpo monoclonal anti-TrkA conhecido como MNAC13 é
descrito em WO 00/73344 (Societa Italiana Per La Ricerca
Scientifica), da qual deriva a EP-B-118138 (Lay Line
Genomics SpA). Este anticorpo e varios dos seus derivados

sdo considerados eficazes a impedir a activacdo funcional



de TrkA numa série de sistemas bioldgicos. O anticorpo
monoclonal MNAC13 foi usado num teste de nocicepcdo padréo

e descobriu-se que proporciona notédvel hipoalgesia.

Uma variante Fv (ScFv) de cadeia simples deste anticorpo
estd também descrita em WO 00/73344 e é ai referida como
MNAC13 ScFv. Esta variante contém as regides varidveis das
cadeias leves e pesadas do anticorpo maior, ligadas entre
si por um polipéptido ligante qgue une o terminal C da
regido VL com o terminal N da regido VH. Descobriu-se que
esta variante se 1liga a TrkA tdo eficientemente como o
MNAC13. A sequéncia das regides varédveis das cadeias leves
e pesadas foi comparada com a das regides correspondentes
do anticorpo descrito em WO 97/21732 e verificou-se que, em
termos globais, a identidade de sequéncia entre elas era

apenas de baixo nivel.

O documento WO 06/131952 (Lay Line Genomics SpA) descreve
utilizacdes médicas dos anticorpos anti-TrkA no tratamento
de dor crdénica. Apresenta provas dessas utilizacdes através
do uso de modelos de dor persistente, em particular o

modelo de Lesdo por Constricdo Crdbdnica (CCI).

O documento WO 06/137106 (Lay Line SpA Genomics) descreve o
uso de um anticorpo anti-TrkA capaz de inibir a ligacé&o
entre NGF e TrkA em combinacdo com pelo menos um analgésico
opidceo para o tratamento ou prevencdo da dor. E explicado
que esta terapia combinada permite uma dosagem de opiéceo
reduzida para proporcionar o mesmo nivel de alivio de dor
que uma dosagem muito mais elevada. Isto pode portanto ser
util na reducdo de efeitos secunddrios de opidceos na

terapia da dor, pois as dosagens podem ser reduzidas.



0 documento WO 05/061540 (Lay Line Genomics SpA & Scuolo
Intemazionale Superiore Di Studi Avanzati-Sissa) descreve
um método de humanizacdo de anticorpos no qual se utilizam
dados estruturais, obtidos a partir de estudos de
cristalografia, @para conduzir as primeiras etapas da
concepcdo da humanizacdo. Como exemplos, o documento WO
05/061540 wusa anticorpos anti-TrkA, como descrito em WO
00/73344, e anticorpos anti-NGF como pontos de partida e em

seguida reestrutura-os utilizando o método descrito.

Embora os anticorpos humanizados descritos em WO 05/061540
sejam Uteis, ¢é necessario fornecer anticorpos humanizados
suplementares para expandir as possibilidades de terapias

eficazes.

Os actuais inventores proporcionam agora uma gama de
anticorpos anti-TrkA e seus derivados que ndo estéd descrita
em WO 05/061540. Os inventores também apresentaram dados
que indicam a wutilidade desses anticorpos. Antes da
presente invencdo, estes anticorpos nédo eram simplesmente
conhecidos na técnica e os dados apresentados nédo podiam

ter sido previstos.

De acordo com um aspecto da presente descricéo,

proporciona-se um anticorpo anti-TrkA que compreende:

a) uma cadeia pesada variavel que compreende  uma
sequéncia selecionada entre uma qualquer das BXhVHI
(SEQ ID NO 1), BXhVH2 (SEQ ID NO 2), BXhVH3 (SEQ ID NO
3), BXhVH4 (SEQ ID NO 4), BXhVH5 (SEQ ID NO 5) ou
HuVHWOv (SEQ ID NO 6), como se mostra na figura la; ou
entre variantes de qualquer das sequéncias referidas;

e/ou



b) uma cadeia leve varidvel que compreende uma sequéncia
selecionada entre uma qualguer das BXhVL1 (SEQ ID NO
7), BXhVL2 (SEQ ID NO 8), BXhVL3 (SEQ ID NO 9), BXhVL4
(SEQ ID NO 10), BXhVL5 (SEQ ID NO 11), BXhVL6 (SEQ ID
NO 12), BXhVL7 (SEQ ID NO 13) ou BXhVL8 (SEQ ID NO

14); ou entre variantes de qgqualquer das sequéncias
referidas.
Proporciona-se igualmente um derivado do anticorpo

referido; sendo esse derivado capaz de se ligar a TrkA.

Com maior preferéncia, o anticorpo compreende, tanto uma
cadeia pesada varidvel como descrito acima em a), como uma
cadeia leve variédvel como descrito na parte Db), i.e.
compreende uma das combinacdes seguintes de cadeias leves e

pesadas:

BXhVH1VL1, BXhVH1VL2, BXhVH1VL3, BXhVH1VL4, BXhVH1VL5,
BXhVH1VL6, BXhVH1VL7, BXhVH1VLS,

BXhVH2VL1, BXhVH2VL2, BXhVH2VL3, BXhVH2VL4, BXhVH2VLS5,
BXhVH2VL6, BXhVH2VL7, BXhVH2VLS,

BXhVH3VL1, BXhVH3VL2, BXhVH3VL3, BXhVH3VL4, BXhVH3VL5,
BXhVH3VL6, BXhVH3VL7, BXhVH3VLS,

BXhVH4VL1, BXhVH4VL2, BXhVH4VL3, BXhVH4VL4, BXhVHA4VLS5,
BXhVH4VL6, BXhVHAVL7, BXhVHAVLS,

BXhVH5VL1, BXhVH5VL2, BXhVH5VL3, BXhVH5VL4, BXhVH5VLS,
BXhVH5VL6, BXhVH5VL7, BXhVH5VLS

ou HuVHWOv/HuVLWO.



Desejavelmente, o derivado do anticorpo tem pelo menos uma
regido CDR seleccionada entre as regides sublinhadas nas
Figuras 1la e 1b para cada sequéncia ou entre as suas
variantes gque né&do tenham mais do que duas alteracdes de
aminodcidos (de preferéncia, ndo mais do que uma alteracédo

de amino&cido), por regido sublinhada.

Mais desejavelmente, o derivado tem uma pluralidade de
regides CDR seleccionadas entre as regides sublinhadas nas
Figuras la e 1b, para cada sequéncia, ou entre as suas
variantes que ndo tenham mais do que duas alteracdes de
aminodcidos (de preferéncia, ndo mais do que uma alteracéo

de aminodcido), por regido sublinhada.

Pode assim compreender uma, duas, trés, quatro, cinco ou
seis destas regides CDR (opcionalmente, em combinacdo com

uma ou mais regides CRD diferentes).

Pode preferencialmente compreender pelo menos a terceira
regido CRD da cadeia pesada, mais preferencialmente pelo
menos a terceira regido CDR das cadeias leves e pesadas.

E mais desejavel contudo, que tenha seis regides CDR,
correspondendo as seis regides CDR sublinhadas nas Figuras
la e 1b para cada sequéncia ou correspondendo a suas
variantes qgque né&do tenham mais do que duas alteracdes de

aminoacidos por regi&o sublinhada.

Na verdade, na maioria dos casos, é preferivel gque poucas
ou nenhumas alteracdes sejam feitas as sequéncias CDR.
Assim, uma, duas, trés, quatro, cinco, ou mesmo, todas as
seis regides CDR podem ter as mesmas sequéncias de

aminodcidos das que se mostram nas Figuras la e lb.



Passando agora as regides estruturais, prefere-se que o
derivado tenha pelo menos uma regido estrutural selecionada
entre as sequéncias ndo sublinhadas apresentadas nas
Figuras la e 1lb ou entre as suas variantes que tenham pelo
menos 75% de identidade de sequéncia de aminodcidos entre
si (por exemplo, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos
90%, pelo menos 95% ou pelo menos 98% de identidade de

sequéncia entre si).

O grau de identidade de sequéncia de aminoidcidos pode ser
determinado por simples alinhamento das sequéncias, sem
quaisquer lacunas, e determinacdo das diferencas entre as

sequéncias.

As sequéncias podem ser alinhadas de acordo com o esquema
de numeracdo de Kabat e as identidades de sequéncia podem
entdo ser determinadas de acordo com 1isso (ver Kabat,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, National
Institutes of Health, Bethesda MD, 1987 & 1991). Este
esquema de numeracdo ¢ discutido em WO 05/061540 (pode
também fazer-se referéncia a Chothia & Lesk, J. Mol. Biol.,
196, 901 (1987) e a Chothia et al., Nature, 342, 878
(1989)) .

Menos preferencialmente, podem permitir-se uma ou mais
lacunas (por exemplo, para uma ou mals insercdes/delecdes
de aminodcidos), podendo depois ser atribuidas penalizacgdes

pelas lacunas.

A identidade de sequéncia pode ser determinada usando um

software de anadlise de sequéncias, por exemplo, BLASTN ou

BLASTP (disponivel em www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/). Os
pardmetros padrdo para comparar duas sequéncias (por
exemplo, “Blast”ar duas sequéncias uma relativamente a



outra) pelo BLASTN (para sequéncias nucleotidicas) sé&o:
recompensa por coincidir = 1, penalizac¢do por ndo coincidir
= 2, grande lacuna = 5, lacuna de extensdo = 2. Quando se

usa o BLASTP para sequéncias de proteinas, os parédmetros

padrdo sdo: recompensa por coincidir = 0, penalizacdo por
ndo coincidir = 0, lacuna aberta = 11, lacuna de extensdo =
1.

Mais preferivelmente, estd presente uma pluralidade de
regides estruturais e estas regides sido selecionadas entre
as sequéncias ndo sublinhadas apresentadas nas Figuras la e
lb ou entre as suas variantes que tenham pelo menos 75% de
identidade de sequéncia de aminodcidos entre si (por
exemplo, pelo menos 80%, pelo menos 85%, pelo menos 90%,
pelo menos 95% ou pelo menos 98% de identidade de

sequéncia) .

Cada cadeia apresentada nas Figuras la e 1b tem guatro
regides estruturais. Assim, ¢é preferivel que estejam
presentes pelo menos duas, pelo menos trés ou quatro destas

regides/suas variantes.

Com maior preferéncia, estdo presentes todas as quatro

regides estruturais ou suas variantes.

Quando estdo presentes uma ou mais regides estruturais
variantes, é geralmente preferivel que essas regides néo
incluam substituic¢des de aminodcidos que resultem numa
alteracdo para um aminocdcido que estd presente num

sequéncia de murino numa posicgdo correspondente.

Os aminodcidos de murino relevantes que podem ser usados
para comparacdo sdo apresentados em mVHEP e mVLEP nas

Figuras la e 1b, respectivamente, com a excepcdo de que,



para efeitos desta discussdo, os poucos aminodcidos em
itdlico apresentados em mVHEP e mVLEP s&do considerados né&o
serem de murino. Nestas posicdes, o0s residuos considerados
como sendo de murino sdo dados na tabela abaixo, na ordem

pela qual os residuos em itédlico aparecem nas Figuras.

Posigdo | Residuo em itéalico Residuo murino
mostrado na Figura correspondente
Cadeia
pesada M Y
Cadeia
pesada
Cadeia D 0
leve
Cadeia 5 T
leve

Assim, a percentagem de humanizacdo de uma ou mais regides
estruturais pode ser reduzida por substituicdes de
aminoacidos que ndo aumentam necessariamente a percentagem

de residuos de murino presentes.

Estes podem resultar de substituicdes conservativas de
aminoacidos nao murinos e/ou de substituicdes nao

conservativas de ndo murinos.

Contudo, sédo preferiveis as substituicdes conservativas.

Os aminodcidos podem ser agrupados da seguinte forma:

Grupo I (cadeias laterais hidrofébicas): M, A, V, L, I;
Grupo II (cadeias laterais hidrofilicas neutras): C, S,
T, N, O;

Grupo III (cadeias laterais &cidas): D, E;

Grupo IV (cadeias laterais bésicas): K, R;

Grupo V (residuos que influenciam a orientacdo da cadeia
principal): G, P; e

Grupo VI (cadeias laterais arométicas): F, Y, W.
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Substituicodes de aminodcidos conservativas envolvem
substituic¢des entre aminocdcidos do mesmo Jgrupo, engquanto
que substituig¢des de aminodcidos ndo conservativas implicam

uma troca entre membros de grupos diferentes.

Quaisquer gue sejam as sequéncias presentes nas diferentes
regides das cadeias leves e/ou pesadas, é preferivel gque um
anticorpo ou derivado da presente invencdo tenha certas

caracteristicas funcionais.

Além de se ligar a TrkA, é preferivel gque um anticorpo ou
um derivado da presente invencdo seja capaz de bloquear ou

reduzir a ligacdo de NGF a TrkA.

De preferéncia, é capaz de bloguear ou reduzir uma ou mais
actividades bioldgicas que iriam, de outro modo, ser

induzidas pela ligacdo de NFG ao receptor TrkA.

Assim, é preferivel que seja um antagonista de uma ou mais
actividades induzidas pela ligacdo de NFG a TrkA (ao invés
de ser agonista). Assim, os anticorpos e seus derivados de
acordo com a invencdo previnem adequadamente a activacéo
funcional de TrkA. A inibicdo da activacdo funcional de
TrkA por anticorpos e seus derivados pode conduzir a

analgesia in vivo.

Podem utilizar-se varios procedimentos de ensaio.

Um ensaio padrdo é o ensaio PCl2 cléssico in vitro, no qual
células PCl2 s&o incubadas com NFG e avaliam-se candidatos
para ver se sdo eficazes em reduzir a extensdo do
crescimento neuritico induzido por NGF. Este modelo foi

usado em WO 00/73344, por exemplo.



Num outro ensaio, no ensaio de ligacdo TrkA-IgG ilustrado
na Figura 2, os anticorpos preferidos geram um valor de DO
a 450/630 nm de mais de 0,1 . Com maior preferéncia, o
valor da DO a 450/630 nm ¢ maior que O0,2. Mais

preferivelmente, é maior que 0, 3.

Num outro ensaio, o0s anticorpos preferidos ou seus
derivados proporcionam um aumento da coloracdo por FACS de
células TFl no ensaio a base de FACS descrito nos Exemplos
(ver Tabela 2). Este aumento &, de preferéncia, superior a
1,0 vez. Mais preferencialmente, ¢ um aumento que ¢é pelo
menos 1,5 vezes, pelo menos 2,0 vezes ou pelo menos 2,5

vezes. Com maior preferéncia, é pelo menos 3,0 vezes.

Ensaios adicionais incluem ensaios para a reducdo de dor,
como descrito anteriormente em relacdo aos usos médicos da
presente invencéo (¢ particularmente desejavel, para
aplicacdes médicas, que o0s anticorpos/seus derivados actuem
como antagonistas, em vez de agonistas, em relacdo a

resposta a dor).

Os anticorpos/derivados pretendidos da presente invencéao
sdo selectivos pelo facto de se ligarem com maior afinidade
a TrkA do que a TrkB (comparar as colunas pretas e brancas

da Figura 2, por exemplo).

Por exemplo, eles tém de preferéncia uma afinidade de
ligacdo que é pelo menos 2 vezes, pelo menos 4 vezes ou

pelo menos 6 vezes maior para TrkA do que para TrkB.

Maiores afinidades de ligacdo para TrkA do que para TrkB
resultam em maior selectividade e num menor risco de

efeitos secundarios indesejados.
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As afinidades de ligacdo podem ser facilmente testadas por
ensaios de ligacdo comparativos, tal como os ilustrados na

Figura 2.

Voltando agora aos anticorpos altamente preferidos da
presente invencdo, estes compreendem uma das combinagdes
seguintes de cadeias leves e pesadas: BXhVH3VL3, BXhVH5VL1
ou BXhVH5VL3.

Estas deram os melhores resultados no ensaio 1ilustrado na

Figura 3.

Derivados preferidos sédo derivados de BXhVH3VL3, BXhVH5VL1
ou BXhVH5VL3.

A partir da discussdo precedente, entender-se-4 que se
inclui no ambito da presente invencdo uma ampla gama de

anticorpos e seus derivados.

Estes possuem numerosas aplicacdes, incluindo as discutidas

abaixo:

Aplicagdes Médicas

Os anticorpos, ou derivados, da presente invencdo podem ser

utilizados em medicina.

Podem ser usados para tratar varios disturbios/patologias,

tal como estabelecido em varias categorias abaixo.

A invencdo fornece assim um método de tratamento das
patologias mencionadas a seqguir, que compreende a

administracdo a um sujeito, apropriadamente um mamifero,
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especialmente um humano, que dele necessite, de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpo ou
derivado, tal como aqui descrito, de tal modo gque a

patologia seja tratada.

A invencédo também proporciona utilizacdo para um anticorpo
ou derivado, tal como aqui descrito, no fabrico de um
medicamento para o tratamento das patologias descritas a

seguir.

A invencdo também proporciona um kit de componentes qgue
compreende um anticorpo ou um derivado, como aqui descrito,
juntamente com instrucdes que direccionam a sua utilizacéo
por um sujeito para o tratamento das patologias mencionadas

a seguir.

Aqui, o termo “tratamento” inclui tratamento terapéutico de
um disttrbio/patologia existente. Inclui também tratamento
profiladtico. Inclui ainda a melhoria de um ou mais sintomas
adversos, mesmo gue o paciente nédo fique curado de um
determinado disturbio/patologia. Por exemplo, a dor pode

ser aliviada ou reduzida.

Dor

Um uso médico preferido é no tratamento da dor.

De acordo com a Associacdo Internacional para o Estudo da
Dor (“IASP”), a dor ¢é geralmente definida como “Uma
experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a
uma, real ou potencial, lesdo de tecidos ou descrita com
base nessa lesdo ou ambas”. O elemento essencial em todas
as formas de dor é a activacdo de receptores especializados

de elevado limiar e de fibras nervosas para avisar o

12



organismo de potencial lesdo de tecido. O envolvimento de
células e processos inflamatdérios €& um elemento comum em
muitos estados de dor. O termo “dor aguda” significa dor
imediata, geralmente de elevado limiar, provocada por uma
lesdo como um corte, esmagamento, gqueimadura ou por
estimulacdo quimica. O termo “dor crénica”, tal como é aqui
usado, significa dor que ndo é dor aguda, de origem tanto
inflamatéria como neuropdtica. Entende-se gue a dor crdnica
é muitas vezes de duracdo relativamente longa, por exemplo,

meses ou anos, e pode ser continua ou intermitente.

Os anticorpos da presente invencdo podem ser utilizados

para tratar dor crdénica ou dor aguda.

O tratamento da dor crénica é o preferido.

O uso de anticorpos anti-TrkA no tratamento da dor é
discutido em WO 00/73344, em WO 05/061540 e em WO
06/131952, por exemplo.

A dor pode estar, por exemplo, associada a qualgquer das
situacdes seguintes: pancreatite, pedras nos rins,
endometriose, IBD, doenca de Crohn, aderéncias pobds-
cirurgicas, pedras na vesicula, dores de cabeca,
dismenorreia, dores musculares, entorses, dor visceral,
quistos nos ovéarios, prostatite, cistite, cistite
intersticial, dor pds-operatdria, enxaqueca, neuralgia do
trigémeo, dor provocada por queimaduras e/ou feridas, dor
associada a trauma, dor neuropatica, dor associada a
doencas misculo-esqueléticas, artrite reumatdide,
osteoartrite, espondilite anguilosante, patologias
periarticulares, dor oncoldgica, dor de metdstases bsseas,

infeccdo por VIH.

13



S&o conhecidos varios modelos para avaliar a dor e podem

ser usados no rastreio de anticorpos/seus derivados.

Por exemplo, pode usar-se o0 teste de nocicepcdo por placa
quente, como descrito em WO 00/73344, por exemplo. A
experiéncia pode realizar-se de acordo com McMahon et al.,
Nature Medicine, 1, 774-780 (1995), utilizando o)
anticorpo/derivado como imunoadesina. O anticorpo/derivado
¢ inoculado subcutaneamente na pata posterior de um rato
adulto, durante um periodo de trés semanas, ou através de
uma mini-bomba osmética. A sensibilidade nociceptiva é
avaliada em intervalos utilizando o teste da placa quente
(Eddy e Leimbach, J. Phar. Exp. Ther., 107, 385-393(1953)),
que simula situacdes de hiperalgesia gque se seguem a
inflamacdo ou lesdo parcial do nervo. Neste caso, o0
estimulo nociceptivo induz uma resposta (lamber da pata
e/ou saltar) que presume uma coordenacdo integrada maior do
que simples reflexo. De acordo com o teste, o animal é
colocado numa gaiola gue tem como base uma placa aguecida a
temperatura desejada, normalmente 56°C. Mede-se a laténcia
de qualgquer das duas respostas (lamber da pata e saltar) em
animais de controlo (tratados com anticorpos nao
relevantes) e nos tratados com o anticorpo/derivado anti-

TrkA.

Como alternativa ao teste da placa quente, pode avaliar-se
a resposta nociceptiva a formalina. Este teste é descrito
por Porro e Cavazzuti em Prog. Neurobiol., 41:565-607
(1993) e foi utilizado em WO 06/137106. Envolve avaliar a
reducdo da resposta a dor por anadlise de qualquer
subsequente reducdo do lamber da pata quando se administra
a formalina, antes do teste, a um determinado candidato.

Usa-se habitualmente solugdo salina como controlo negativo.
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O modelo de lesdo crdénica de constricdo (CCI) é também um
modelo animal bem conhecido. Envolve constricdo crdnica do
nervo cidtico e é usado para a avaliacdo da dor crdénica de
natureza neuropatica. Este modelo é descrito por Bennett e
Xie em Pain, 33, 87-107 (1988). Foi utilizado, por exemplo,
em WO 06/131592.

Cancro

Os anticorpos/derivados também podem ser usados no

tratamento de cancro.

Varios cancros expressam TrkA. A interaccdo de TrkA com NFG
pode estar envolvida no desenvolvimento de tumores (por
exemplo, de cancros da prdéstata ou do péncreas). De facto,
em certas formas de cancro, um excesso de NGF pode
facilitar o crescimento e a infiltracdo de fibras nervosas.
Ao bloquear a accéao de NEG, é possivel reduzir

significativamente a formacdo de neuromas.

Além disso, como uma alternativa para simplesmente
proporcionar um efeito de bloqueio, os anticorpos/derivados
podem ser acoplados a um agente citotdéxico e podem ser
utilizados para atingir as células cancerosas gue expressam

TrkA, tal como discutido posteriormente em maior detalhe.

Ndo é contudo necessario acoplar os anticorpos/derivados a
toxinas. A ADCC (Citotoxicidade Celular Dependente de
Anticorpo} surge devido a uma resposta imunitdria em que os
anticorpos/derivados, ao revestir células alvo, podem
tornad-las vulneraveis a ataque pelo sistema (por exemplo,

por células T, por activacdo complementar, etc.).

Disturbios neuronals
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Os anticorpos/derivados também podem ser usados no

tratamento de vArios distuUrbios neuronais.

Tal como indicado anteriormente, os anticorpos/derivados

podem ser utilizados para reduzir a formacdo de neuromas.

Podem também ser utilizados no tratamento de disturbios
neurodegenerativos. Tal como discutido anteriormente, o NGF
tem um uso potencial no tratamento da doenca de Alzheimer,
mas tem propriedades agonistas indesejadas, incluindo um
aumento da sensibilidade a dor. Os anticorpos/derivados da
presente invencdo podem ser Uteis nesses tratamentos para
reduzir os efeitos agonistas indesejados do NGF (ver também

a seccgdo abaixo “Terapia de combinacdo”).

Para além disso, os anticorpos/derivados podem ser usados
para tratar a dor neuropdtica, como discutido acima. Essa
dor pode estar associada a uma lesdo ou disfuncdo do

sistema nervoso.

Disturbios inflamatdrios

Ainda uma outra aplicacdo ¢ no tratamento de disturbios

inflamatdérias.

O NFG é libertado por mastédcitos, fibroblastos e outros
tipos de células, nos locais periféricos onde ocorrem
processos inflamatérios. Em particular, 0os mastdédcitos
parecem desempenhar um papel fundamental. Produzem NGF e,
ao mesmo tempo, expressam receptores TrkA funcionais na sua
superficie., O sistema NGF/TrkA parece mediar a activacdo de
mastdédcitos através de um mecanismo autdcrino de feedback

positivo, que permite amplificacéo local do sinal
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inflamatério algogénico. Exemplos de doencas inflamatédrias
que podem ser tratadas incluem as formas inflamatdrias do
trato urindrio e da regido pélvica, osteoartrite, artrite

reumatdide, asma.

Qutros distiurbios

Tal como discutido anteriormente, o NGF apresenta um uso
potencial no tratamento de diabetes e lepra, mas tem
propriedades agonistas indesejadas, incluindo um aumento da
sensibilidade & dor. Os anticorpos/derivados da presente
invencdo podem ser Uteis nesses tratamentos para reduzir os
efeitos agonistas indesejados do NGF (ver também a seccédo

abaixo “Terapia de combinacé&do”).

Terapia de combinacdo

Os anticorpos ou seus derivados da presente invencdo podem
ser usados em conjunto com um ou mais agentes activos
diferentes em terapia de combinacdo. Podem ser usados para
administracdo simulténea, sequencial ou concertada em

medicina.

Por exemplo, o anticorpo ou derivado pode ser combinado com
um opidceo analgésico. O documento WO 06/137106 demonstra
que pequenas quantidades de moléculas capazes de blogquear a
actividade biolbdégica de TrkA podem potenciar os efeitos

analgésicos dos opiéceos.

Esses opidceos incluem um ou mais compostos seleccionados

entre o0s seguintes: morfina, codeina, di-hidrocodeina,
diacetilmorfina, hidrocodona, hidromorfona, levorfanol,
oximorfona, alfentanilo, buprenorfina, butorfanol,

fentanil, sulfentanil, meperidina, metadona, nabulfina,
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propoxifeno, pentazocina e os seus derivados
farmaceuticamente aceitédveis (por exemplo, 0S seus sais

farmaceuticamente aceitédveis).

Alternativamente, o0s anticorpos ou derivados podem ser
usados em terapia de combinacdo com um ou mais analgésicos

ndo opiéceos.

Uma outra combinacdo ¢ a do anticorpo ou derivado com NGF.
Como discutido acima, foi proposto o uso de NGF no
tratamento de véarias doencas, incluindo a doenca de
Alzheimer, diabetes mellitus, lepra, etc., mas tem-se
observado aumento na sensibilidade a dor, decorrente de
propriedades agonistas em relacdo a alvos periféricos. De
novo, através do uso de um anticorpo ou derivado da
presente invencdo, a sensibilidade a dor pode ser reduzida,

tornando assim as terapias a base de NGF mais atractivas.

Um outra combinacdo ¢ a de um ou mais anticorpos ou
derivados da presente invengdo em conjunto com um ou mais
anticorpos diferentes. Uma combinacdo preferivel & com um
ou mais anticorpos anti-TrkA ou anti-NGF diferentes. Tais
combinacdes podem proporcionar maior eficdcia no tratamento
de um ou mais dos disturbios aqui discutidos relativamente
a tratamentos com um sé6 anticorpo. Por exemplo, podem
utilizar-se combinacdes de dois ou mais anticorpos gue
demonstraram estar entre as mais eficazes em procedimentos

de ensaio aqui usado.

Composicées farmacéuticas,veiculos e vias de administracdo

Os anticorpos/derivados da presente invencdo podem ser

administrados por qualquer via adequada.
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Estas incluem (sem a elas se limitarem) intraperitoneal,
intramuscular, intravenosa, subcuténea, intratraqueal,
oral, entérica, parentérica, intranasal ou administracéo

dérmica.

Assim, a invencgdo proporciona uma composicdo farmacéutica
que compreende um anticorpo ou seu derivado em conjunto com

um veiculo ou excipiente farmaceuticamente aceitéavel.

Os anticorpos/derivados podem, especificamente, ser
administrados, para aplicacéo local, por injeccéo
(intraperitoneal ou intracraniana, especialmente num

ventriculo cerebral, ou intrapericédrdica ou intrabursal) de
formulacdes liquidas ou por ingestédo de formulacdes sdlidas
(sob a forma de comprimidos, ©pastilhas, cépsulas) ou

formulacdes liquidas (sob a forma de emulsdes e solucdes).

As composicdes para administracdo parentérica compreendem
geralmente uma solucdo da imunoglobulina dissolvida numa
solucdo compativel, de preferéncia aquosa. A concentracéo
de anticorpo/derivado nestas formulagdes pode variar entre
menos de 0,005% e 15-20% m/v. E seleccionada principalmente
de acordo com o modo particular de administracédo
pretendido. Alternativamente, os anticorpos/derivados podem
ser preparados para administracdo na forma sdélida. Os
anticorpos podem ser combinados com diferentes substéncias
inertes ou excipientes, que podem incluir ligantes, tais
como celulose microcristalina, gelatina ou goma-arédbica;
receptores, tais como lactose ou amido; agentes tais como
dcido alginico, Primogel ou amido de milho; lubrificantes
como estearato de magnésio, didéxido de silicio coloidal;
edulcorantes tais como sacarose ou sacarina; ou
aromatizantes, tais como horteld, salicilato de metilo.

Outros sistemas de administracdo farmacéutica incluem
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hidrogel, hidroximetilcelulose, lipossomas, microcapsulas,

micro-emulsdes, microsferas, etc.

Injeccdes locais directamente num local afectado por um
disturbio, ou perto dele, sdo um modo de administracéo

preferido se o distlrbio for localizado.

Em contraste com terapias anti-tumorais, o documento WO
06/131952 discute o uso de varios anticorpos anti-TrkA no

tratamento da dor.

Agui, ¢ explicado que o0s anticorpos anti-TrkA séo
adequadamente administrados sistemicamente. A administracéo
sistémica pode ser realizada por injecg¢do, por exemplo,
infusdo intravenosa continua, infusdo intravenosa em bdlus,
injecc¢do subcuténea ou intramuscular. Em alternativa, podem
usar-se outras formas de administracdo (por exemplo, oral,

por via mucosa, por inalacdo, por via sublingual, etc.).

Se desejado, contudo, o fornecimento do anticorpo/derivado
pode ser realizado por administracdo local (por exemplo,
injeccdo intra-articular, subcuténea, intramuscular) na

proximidade dos tecidos afectados.

Os anticorpos/derivados anti-TrkA serdo adequadamente
formulados numa composicédo farmacéutica apropriada para a
via de administracdo pretendida. Solucdes para injeccédo
irdo adequadamente conter o anticorpo/derivado dissolvido
ou disperso num meio aquoso (por exemplo, Agua para
injeccdo), como adequado, contendo tampdes adequados e
modificadores de molaridade (por exemplo, fosfato, sal e/ou

dextrose.
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O regime de tratamento (i.e. dose, momento da administracéo
e repeticéo) pode ser representado por uma Unica
administracdo ou por administracdes repetidas (por exemplo,

injecc¢des) do produto pela via de administragédo escolhida.

O intervalo de administracdo das doses pode ser sujeito a
modificacdes, dependendo da extensdo e duracdo da resposta
clinica, bem como do individuo em particular e da sua

histdéria clinica.

Adequadamente, 0 anticorpo/derivado anti-TrkA tem um
periodo de acg¢do longo. Em particular, o efeito clinico do
anticorpo depois da administracdo pode durar até 21 dias,
como se determina a partir de estudos com animais. Para
além disso, 0os anticorpos/derivados podem manifestar
beneficios clinicos por um periodo maior do que agquele em
gue a sua presenca pode ser detectada numa matriz bioldgica
relevante, tal como SOTro ou plasma, apods a sua

administracédo.

Com vista ao longo periodo de accdo pretendido (i.e.
adequadamente, um efeito que dure pelo menos uma semana ou,
de preferéncia, pelo menos duas semanas, por exemplo, pelo
menos trés semanas ou pelo menos quatro semanas),
adequadamente, o anticorpo/derivado pode ser administrado a
sujeitos numa frequéncia inferior a uma vez por semana, pPoOr
exemplo, ndo mais do gque uma vez em duas semanas ou uma Vvez

a cada trés semanas ou uma vez em quatro semanas.
Uma dose didria adequada de anticorpo/derivado anti-TrkA

variaria tipicamente desde 0,1 mg/kg até 10 mg/kg de massa

corporal.
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(Utilizando anticorpos anti-TrkA humanizados e um modelo
CCI, ¢ divulgado em WO 06/1315%2 que se observam
propriedades analgésicas <considerdveis em animais de
laboratério, numa dosagem de 2 mg/kg, apesar de se poderem

preferir dosagens mais baixas para humanos.)

Passando agora para a administracdo relativa a tumores, a
administracdo pode ser através de injeccdo directa e
localizada num tumor ou num tecido perto do local do tumor.
Para administracdo sistémica, as doses variam entre 0,05
mg/kg por dia e 500 mg/kg por dia, apesar de serem
preferidas dosagens na regido mais baixa deste espectro por
serem mais féceis de administrar. As dosagens podem ser
calibradas para, por exemplo, garantir um nivel especifico
do anticorpo/derivado no plasma (na gama de cerca de 5-30
mg/ml, preferencialmente entre 10-15 mg/ml) e manter este
nivel por um determinado periodo de tempo até os resultados

clinicos serem alcancados.

Métodos eficazes para a medicdo ou avaliacdo do estadio de
tumores no pancreas ou na prdstata baseiam-se na medicdo do
antigénio especifico da prdstata (PSA) no sangue, na
medicdo do tempo de sobrevivéncia para tumores no pancreas,
na medicdo do abrandamento ou inibicdo da difusdo de

metdstases, para o caso de ambos os tipos de tumor.

Para injeccédo directa ao nivel do local do tumor, a dosagem
depende de diferentes factores, incluindo o tipo, estéadio e

volume do tumor, assim como muitas outras varidveis.

Dependendo do volume do tumor, as doses terapéuticas
tipicas podem variar desde injeccdes de 0,41 mg/ml até 10
mg/ml gque podem ser administradas com a frequéncia

adequada.
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Qualguer que seja a natureza da terapia, os
anticorpos/derivados humanizados podem ser eliminados muito
mais lentamente e requerem doses menores para manterem um
nivel eficaz no plasma do gue anticorpos ndo humanizados.
Além disso, com anticorpos/derivados de elevada afinidade,
a administracédo pode ser menos frequente e menos
considerdvel do gque com anticorpos que possuam uma

afinidade mais baixa.

As dosagens tarapeuticamente eficazes de cada
anticorpo/derivado podem ser determinadas, durante ©
tratamento, por um profissional de satide especializado. Se
necessario, as dosagens podem ser reduzidas (por exemplo,
para reduzir os efeitos secundarios) ou aumentadas (para

aumentar a actividade).

Antes da administracéo, as preparacdes de
anticorpos/derivados da invencdo podem ser armazenadas por
congelacéo ou liofilizacé&o. Podem depois ser
reconstituidas, num tampdo adequado, imediatamente antes do
uso. Dado que a liofilizacdo e a reconstituicdo podem
resultar numa perda de actividade, 0s niveis de
administracdo de anticorpo podem ser calibrados ©para
compensar este facto. (Para imunoglobulinas convencionais,
0os anticorpos IgM tendem a ter uma maior perda da
actividade do que os anticorpos IgG). Pode também atribuir-
se um prazo de validade para que os anticorpos/derivados
ndo sejam utilizados apdés um determinado periodo de

armazenamento.

Aplicacgdes de diagnéstico e prognéstico
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Um anticorpo ou seu derivado da presente invencdo pode ser
utilizado no diagndéstico ou progndstico de qualquer uma das
doencas/patologias acima descritas em relacédo as

utilizacdes médicas.

Pode, por exemplo, ser utilizado para facilitar a deteccéo
de marcadores positivos de TrkA de tumores, como um

marcador precoce do surgimento da doencga de Alzheimer, etc.

Pode também ser utilizado no diagnéstico de CIPA
(“insensibilidade congénita a dor com anidrose”). Esta ¢é
uma sindroma hereditéria, recessiva, autossédmica,
caracterizada por episddios recorrentes de febre, anidrose,
a auséncia de reaccdo a estimulos nociceptivos, atraso
mental e uma tendéncia para a auto-mutilacdo. Resulta de
mutacdes no gene de TrkA. De facto, um anticorpo ou
derivado da presente invencdo pode ser usado no diagnédstico
ou progndéstico de uma ampla gama de patologias gque envolvam
expressdo andémala de TrkA (comparado com a expressido de
TrkA num individuo saudavel ou numa amostra de tecido

saudavel) .

A presente invencdo inclui, portanto, no seu ambito, um
método que compreende a obtencdo de uma amostra bioldgica
obtida a partir de um paciente e o contacto da amostra com

um anticorpo ou um derivado da presente invencédo.

Se desejado, o anticorpo/derivado pode ser imobilizado.

Pode ser fornecido sob a forma de um kit de diagndstico.

O método pode seguidamente incluir a avaliacdo da ligacéo
do anticorpo/derivado a referida amostra, de uma forma
quantitativa ou qualitativa. Se desejado, 1isto pode ser

feito com referéncia a um controlo positivo (indicando o
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estado de saude) ou a um controlo negativo (indicando a

presenca/possibilidade de um disturbio).

Para fins de diagndstico, os anticorpos/derivados podem ser
ambos marcados com um marcador detectdvel ou podem n&o ser
marcados. (0O termo "marcador" é aqui utilizado para incluir
marcas ou qualquer outra fraccdo detectéavel ou fraccdo que

pode provocar uma alteracdo detectével.)

Anticorpos ndo marcados podem ser usados em combinacgdo com
outros anticorpos marcados (anticorpos secundarios), que
sdo reactivos contra anticorpos humanizados ou humanos (por
exemplo, anticorpos especificos para as regides constantes

de imunoglobulinas humanas).

Em alternativa, 0Ss anticorpos podem ser marcados
directamente. Pode wutilizar-se uma grande variedade de
marcadores, por exemplo, radionuclideos, fluordforos,
corantes, enzimas, substratos enzimdticos, factores

enzimédticos, inibidores enziméticos, ligandos, etc.

Em particular, para aplicac¢des de imagem de diagndstico ou
de prognéstico, um agente detectdvel ¢é conjugado com ©
anticorpo que ¢é detectdvel ou marcado com um radioisdtopo
detectéavel (por exemplo, um radioisdtopo, tal como de iodo,
indio, tecnécio) ou de forma paramagnética (com &tomos ou
ides paramagnéticos, tais como elementos de transicéo,
actinideos e terras raras, em particular, manganés 1II,

cobre II e cobalto II).

Procedimentos de imagem  podem implicar a injeccéo
intravenosa, intraperitoneal ou subcutédnea (em regides de
drenagem linfatica, para identificar metédstases em ganglios

linfaticos) e podem usar detectores de emissdes de
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radionuclideos (tais como contadores de cintilacdo ), no

caso de imunocintilografia.

Se, ao invés, for usada uma marcacgido paramagnética, pode

utilizar-se um espectrdmetro RMN.

Outras aplicacgodes

Os anticorpos/seus derivados podem ser wutilizados como
pontos de partida para desenvolver novos anticorpos. Assim,

podem ser utilizados como ferramentas de concepcéo.

Podem ser rastreados por um ou mais ensaios de
ligacdo/funcionais e podem, portanto, fazer parte de um

programa de desenvolvimento de farmacos.

Podem ser utilizados para classificacdo de tecidos, para
estudos forenses, etc. Podem ser utilizados como

ferramentas de pesquisa.

Podem, por exemplo, serem utilizados para futura
investigacdo em TrkA e/ou em distirbios em que a ligacdo de
TrkA com NGF (ou outros agentes de ligacdo a TrkA) possa
estar implicada. Podem ser usados para o estudo de ligacéo

e/ou activacao

Todas as aplicacodes dos anticorpos/derivados acima

indicadas estdo no ambito da presente invencéo

Natureza dos anticorpos e dos derivados de anticorpos

Perante a descricdo anterior, entender-se-4 que se pode
utilizar uma ampla gama de anticorpos e seus derivados na

presente invencédo.
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Para evitar davidas, os termos “anticorpos” e “derivados de

anticorpos”, s&do discutidos abaixo em maior detalhe.

Anticorpos

Os anticorpos da presente invencdo podem estar sob a forma

de gqualquer estrutura de imunoglobulina pretendida.

Sdo contudo preferidos IgG e IgM, sendo IgG o mais
preferido. De entre as isoformas de IgG, prefere-se IgGl,

mas podem ser usadas outras formas, incluindo IgG4.

Os anticorpos sdo gquiméricos, i.e. incluem uma ou mais
regides que normalmente n&o estdo associadas entre si na
natureza. Mais especificamente, estdo presentes uma ou mais
regides CDR derivadas de murino nos anticorpos, mas outras
regides (especialmente regides constantes) séo

preferencialmente humanas ou humanizadas.

As regides humanizadas tém mais residuos em comum com uma
determinada regido de imunoglobulina humana do que com a
regiéo de imoglubina de rato correspondente.
Preferivelmente, sdo pelo menos 75%, pelo menos 80%, pelo
menos 85%, pelo menos 90%, pelo menos 95% ou pelo menos 98%
idénticas a regido humana ao nivel da sequéncia de
aminoé&cidos. Com maior preferéncia, existe 100% de
identidade de sequéncia sobre uma ou varias regides ndo CDR

(por exemplo, regides constantes).

Em alguns casos, contudo, pode ser benéfico introduzir

certas mudancas.
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Por exemplo, pode ser desejavel introduzir alteracdes que

previnam/reduzam uma ou mais das seguintes situacdes:

a) activacdo do sistema complementar;
b) lise mediada por complemento;
c) activacdo de células T;

d) ligacdo a um receptor Fc.

As mutacdes indicadas para permitir que se atinjam um ou
mais dos objectivos referidos acima sdo discutidas em
vdrias patentes. Uma ou mais das ditas mutacdes podem,
portanto, ser incluidas nos anticorpos/derivados da

presente invencéo.

Por exemplo, a Patente EUA N° 6.194.551 propde
substituic¢cdes de aminodcidos nas posicdes de aminoacidos
322, 329 e/ou 331 (usando o sistema de numeracdo de Kabat)
da regido da cadeia pesada constante da molécula de IgG e
sugere que podem ser usadas para prevenir/reduzir activacao
indesejada do sistema complementar, mediante a abolicdo da
ligagédo de Fc a Clg (ver também Ward e Ghetie, Therapeutic
Immunology 2: 77-94 (1995)). A Patente EUA N° 6.194.551
mostra que a prolina é conservada na posicdo 329 na IgG
humana. Este residuo (que é glicosilado e pode, assim,
estar envolvido na activacdo do sistema complementar) ¢&,
preferivelmente, substituido por alanina. Contudo,
contempla-se a substituicdo por qualquer outro aminoécido,
por exemplo, serina, treonina, asparagina, glicina ou
valina. A Patente EUA N° 6.194.551 mostra que a prolina é
também conservada na posicdo 331 da IgGl, IgG2 e IgG3
humanas, mas ndo da IgG4 (que tem um residuo de serina na
posicdo 331). O residuo 331 é preferencialmente substituido
por alanina ou outro aminoacido, por exemplo, serina (para

regides IgG diferentes de IgG4), glicina ou valina. Uma
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outra possibilidade discutida é a introducéo de
substitui¢des na posicdo 322. A lisina 322 é conservada em
IgGs humanas e considera-se que este residuo é
preferencialmente substituido por um residuo de alanina,
embora se contemple uma substituicdo com qualguer outro
residuo de aminoédcido (por exemplo, serina, treonina,

glicina ou valina).

A Patente EUA N° 6.491.916 revela que mutacdes na regido
que abrange aproximadamente da posicdo 230 a posicdo 240 de
um anticorpo humanizado podem apresentar vantagens
particulares. Aqui é explicado que comparacdes de
anticorpos que se ligam a Fc com aqueles que ndo se ligam a
Fc sugerem que alteracdes nesta regido resultam em
anticorpos anti-CD3 que ndo activam células T. Por exemplo,
alguns dos anticorpos preferidos compreendem uma mutacdo na
posicdo 234, na posicdo 235 ou em ambas. Espera-se dJque
anticorpos anti-CD3 compreendendo uma, duas, trés, quatro,
cinco ou mais mutac¢des numa ou mais das posicdes 230, 231,
232, 233, 234, 235, 236, 237, 238, 239 ou 240 apresentem
vantagens. Esta patente revela também que um anticorpo com
uma regido Fc de IgGl, e mutado de forma a ter alanina em
ambas as posig¢des 234 e 235, ndo se liga ao componente Clg
do complemento e inicia a cascata mediada pelo complemento.
Além disso, é explicado gque a mutacdo de Lys 320 para Gln
tem uma afinidade para Clg apenas ligeiramente mais fraca

do que o tipo selvagem, mas ndo é litica.

A Patente EUA N° 5.624.821 revela que, por alteracdo de
qualquer dos residuos 318 (Glu), 320 (Lys) e 322 (Lys) para
Ala, ndo & possivel abolir a ligacdo a Clg. Destaca gque né&o
¢ necesséario substituir os residuos idénicos apenas com Ala
para abolir a ligacdo a Clg, mas que & também possivel usar

outros residuos n&o idénicos substituidos com alquilo, tais
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como Gly, Ile, Leu ou Val, ou tais como residuos né&o
polares aromdticos como Phe, Tyr, Trp e Pro, no lugar de
qualquer dos trés residuos, para abolir a ligacdo a Clg. E
também possivel usar esses residuos polares ndo idnicos
como Ser, Thr, Cys e Met no lugar de residuos 320 e 322,
mas ndo 318, de forma a abolir a actividade de ligacdo a
Clg. A Patente EUA N° 5.624.821 também revela que a
substituicdo do residuo 297 (Asn) por Ala resulta em
remocdo da actividade litica, enquanto reduz apenas
ligeiramente (aproximadamente trés vezes mais fraca) a
afinidade para com Clg. Explica que se pensa que isto surge
porque a alteracgédo destrdéi o sitio de glicosilagédo e que a
presenca de hidratos de carbono € necessédria para a
activacdo do complemento. Destaca que qualguer outra
substituicdo neste local wvai também destruir o sitio de
glicosilacdo. A Patente EUA N° 5.624.821 revela também que
mutacdes em locais adjacentes ou prdéximos da regido de
ligacdo da articulacgdo (por exemplo, substituindo os
residuos 234, 236 ou 237 por Ala) indicam que alteracdes em
residuos 234, 235, 236 e 237 afectam, pelo menos, a

afinidade para o receptor Fc gama RI1.

Claro qgue se podem incorporar uma ou mais alteracdes de

aminoacidos (tipicamente, as alteracdes de aminodcidos
conservativas) que nao afectem substancialmente as
propriedades bioldgicas. Por conseguinte, as mnutacdes

possiveis ndo se restringem as discutidas acima. Anticorpos
de qualguer natureza podem ser fornecidos em forma
monoclonal (i.e. em combinacdo com anticorpos idénticos).
Os hibridomas capazes de produzir anticorpos monoclonais da
presente invencdo estdo também no Aambito da presente

invencéo.

Derivados de anticorpos
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O termo “derivados de anticorpos” pretende permitir uma
larga gama de alteracgdes estruturais que podem ser feitas
relativamente a um anticorpo, desde que se mantenham as

propriedades funcionais desejadas.

Assim, por exemplo, a afinidade de ligacdo a TrkA &

desejavelmente mantida.

Preferencialmente, o0s derivados sdo também eficazes num ou

mais dos ensaios funcionais aqui descritos.

Para evitar duvidas, note-se que se consideram todos os
seguintes derivados como um derivado de um anticorpo da

presente invencéo:

a) um fragmento do referido anticorpo;

b) um multimero compreendendo uma pluralidade de
fragmentos do referido anticorpo (aqui referido
como um “multimero de fragmentos”);

c) um produto de fuséo do referido anticorpo,
fragmento ou multimero de fragmentos com outra
fraccédo;

d) uma variante do referido anticorpo, fragmento,
multimero de fragmentos ou produto de fusdo tendo

pelo menos 75% de identidade de sequéncia entre si.

Assim, o termo “derivado” é interpretado de forma ampla.

Passando agora aos fragmentos da presente invencdo, eles
tém, de preferéncia, pelo menos sete aminodcidos de
comprimento (Assim, s&do pelo menos tdo longos como a regido
CDR mais curta mostrada nas Figuras la e 1lb para as cadeias

pesadas e leves da presente invencéio) . Com maior
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preferéncia, sd@o pelo menos de dez, de pelo menos quinze ou

de pelo menos vinte aminodcidos de comprimento.

Podem ser produzidos através de digestdo proteolitica,
partindo de anticorpos intactos, ou através de insercdo de
coddes stop nas posicdes desejadas dos vectores que
transportam as sequéncias codificadoras de ADN para as
regides varidveis da cadeia pesada e leve. Isto pode ser
feito depois da regido CH; produzir fragmentos Fab ou
depois da regido de articulacdo produzir fragmentos

(Fab’),.

Podem obter-se derivados sob a forma de cadeias ScFv por
juncdo de regides varidveis da cadeia pesada e da cadeia
leve através de um ligante (Huston et al., PNAS, 85, 5879
(1988); Bird et al., Science, 242,423 (1988)). Fragmentos
Fv ou Fab podem ser expressos em E. coli (Buchner e
Rudolph, BRio/Technology, 9, 157 (19%91); Skerra et al.,
Bio/Technology, 9, 273 (1991)) ou ainda em células

eucariotas, preferivelmente derivadas de mamiferos.

De facto, ¢é possivel uma grande variedade de formas de
fragmentos, incluindo as discutidas por Holliger & Hudson

em Nature Biotechnology, Vol 23, No 9, 1126-1136 (2005).

Estas formas estdo todas no ambito da presente invencédo.
Podem incluir fragmentos consistindo em cadeias VH ou VL
individuais (por vezes conhecidas como “anticorpos de
dominio” ou “dAbs”) ou até fragmentos das referidas cadeias
(por exemplo, regides CDR individuais). Formas multiméricas
estdo também incluidas, tais como minicorpos, ScFv bis (ou
superior), diacorpos, triacorpos, tetracorpos, multimeros

Fab, etc. (aqui referidos como "multimero de fragmentos").
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Além disso, véarias outras fraccdes podem ser ligadas de
forma covalente a anticorpos/fragmentos da presente
invencdo, de modo a proporcionar propriedades benéficas.
Esses “produtos de fusdo” estdo incluidos nos derivados da
presente invencdo. A fraccdo pode, por exemplo, Ser um
agente de diagndéstico, um agente terapéutico, um agente de
marcacdo, um agente que aumenta a semi-vida do produto ou
um agente que reduz a imunogenicidade (preferencialmente

num hospedeiro humano) .

Por exemplo, podem proporcionar-se produtos de fusdo sob a
forma de anticorpos/fragmentos PEGuilados. O PEG tem sido
predominantemente usado para reduzir a imunogenicidade e
aumentar as semi-vidas de circulacdo de anticorpos. Pode
também ter um efeito benéfico no uso de anticorpos em
determinadas situacdes clinicas, tais como as gque incidem

em tumores.

As partes de um produto de fusdo podem ser quimicamente
ligadas umas as outras. Por exemplo, isto pode ser feito
por reticulacdo utilizando agentes heterobifuncionais (por

exemplo, carbodi-imida, glutaraldeido, etc.).

No caso das proteinas de fusédo, estas sdo preferencialmente
produzidas wutilizando técnicas de engenharia genética.
Assim, podem proporcionar-se sequéncias codificadoras
apropriadas, Dbaseadas no cdéddigo genético, codificando a
proteina de fusdo desejada que pode, posteriormente, ser
clonada na célula hospedeira usando um vector de expresséo
adequado. A expressdo pode estar sob controlo de um
promotor constitutivo ou induzivel. A proteina de fuséo
expressada pode ser purificada utilizando técnicas padréo

(por exemplo, pela utilizacéo de procedimentos de
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imunoafinidade). Podem usar-se sistemas de expressdo a base

de células ou sem células.

Proteinas de fusdo podem, por exemplo, compreender
anticorpos/fragmentos da presente invencdo ligados a
citotoxinas. Podem usar-se posteriormente as proteinas de
fusdo resultantes para marcar células gue expressam
receptores TrkA, por exemplo, células tumorais que

expressam TrkA.

A producdo de véarias imunotoxinas citotdxicas é citada por
Thorpe et al., Monoclonal Antibodies in Clinical Medicine,
Academic Press, 168 (1982). De facto, um grande numero de
agentes citotdxicos adequa-se ao uso em imunotoxinas. Estes
agentes incluem radionuclideos, tais como iodo 131 ou
outros isdbdtopos de iodo, itrio 90, rénio 188 e bismuto 212
ou outros isdtopos que emitem particulas alfa, um grande
nimero de fArmacos quimioterapéuticos, como vindesina,
metotrexato, adriamicina e cisplatina; proteinas
citotdxicas, tais como proteinas que inibem ribossomas (por
exemplo, proteina antiviral de erva-dos-cancros, exotoxina
A de Pseudomonas, toxina da difteria, ricina A e clavina de
origem vegetal), ou agentes activos a nivel da superficie
celular (por exemplo, enzimas de fosfolipase <como a

fosfolipase C).

Por vezes, a regido citotdéxica da imunotoxina pode ser
imunogénica e, consequentemente, limitar a utilidade
clinica da proteina de fus&o no caso de terapia crdnica ou

de longa duracéio.

Uma alternativa para evitar o problema da imunogenicidade,
é expressar, em fusdo com o dominio de ligacdo do

anticorpo/derivado, uma proteina capaz de interagir com O
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ADN e ligar a esta proteina de fusdo o vector (por exemplo,
plasmideo) que contém a cassete de expressdo da toxina. As
numerosas cargas positivas da protamina, uma proteina
humana que se liga ao ADN, podem interagir de forma estéavel
com as cargas negativas do ADN, gerando um parceiro de
fusdo para o anticorpo/derivado de carga neutra. Isto é
muito mais estdvel e menos imunogénico que a préopria
toxina. Apds incorporacdo do complexo anticorpo-vector
através de endocitose mediada pelo receptor, a expressdo da

toxina provoca a morte da célula.

Além disso, se desejado, podem proporcionar-se promotores
induziveis ou especificos de célula na cassete de expresséo
da toxina. Esta abordagem tem o objectivo de maximizar a
eliminacdo selectiva de células tumorais, enquanto minimiza
0s efeitos secunddrios da toxicidade (Chen et al., Gene

Ther., 2, 116 (1995)).

As proteinas de fusdo podem também incluir fusdes com
outros anticorpos/derivados. Por exemplo, tém-se usado
fusdes de dAbs para antigénios especificos com outros dAbs
capazes de ligar proteinas de soro de longa duracdo (por
exemplo, albumina de soro) para aumentar a semi-vida do

SOro.

Sequéncias das cadeias pesadas e leves variaveis podem
fazer parte de anticorpos multivalentes com especificidade
para um ou mais antigénios, um dos quais é TrkA, ou um ou

mais epitopos dentro de TrkA.
Anticorpos multivalentes com especificidade para um ou mais

antigénios, um dos quais consiste em Sistemas de expresséo

de TrkA.
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Podem utilizar-se muitos sistemas de expressdo para

providenciar anticorpos/derivados da presente invencdo.

Por exemplo, podem utilizar-se sistemas procariotas que

estdo bem caracterizados.

E. coli é um dos hospedeiros procariotas que é
particularmente Util para clonar sequéncias de ADN da
presente invencdo. Além disso, estd disponivel um grande
numero de promotores bem caracterizados, por exemplo a
partir do operdo lac ou trp ou BRB-lactamase ou fago A.
Tipicamente, estes promotores controlam a expressdo e
transportam locais de ligacdo para o ribossoma, para o
correcto inicio e fim da transcricdao e da traducdo. E
possivel aumentar a semi-vida das imunoglobulinas da
invencéo, produzidas em Sistemas procariotas, por

conjugacdo com polietilenoglicol (PEG).

Podem usar-se outros organismos unicelulares, tais como
leveduras, para a expressdo. O hospedeiro de eleicédo é
Saccharomyces, utilizando veiculos apropriados munidos com
sequéncias de controlo de expressdo, de terminacdo e de

origem da replicacédo.

Bibliotecas que apresentam fagos portadores de sequéncias
das regides variédveis das imunoglobulinas tém sido bem
documentadas e podem ser utilizadas em estudos de ligacéo
[Cesareni, FEBS Letts, 307, 66 (1992); Swimmer et al.,
PNAS, 89, 3756 (1992); Gram et al., PNAS, 89, 3576 (1992);
Clackson et al., Nature, 352, 624 (1991); Scott & Smith,
Science, 249, 386 (19%90); Garrard et al., Bio/Techniques,
9,1373 (1991)1].
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Também se podem usar culturas de células de insectos,
particularmente utilizando células de Drosophila  S2
transfectadas de forma estdvel ou células de Spodoptera
frugiperda com 0 sistema de expressdo a base do Baculovirus

(Putlitz et al., Bio/Technology, 8, 651 (1990)).

Podem mesmo ser usadas plantas e culturas de células
vegetais (Larrick & Fry, Hum. Antibodies Hybridomas, 2, 172
(1991); Benvenuto et al., Plant Mol. Biol, 17 865 (1991);
Durin et al., Plant Mol. Biol.; 15,281 (1990); Hiatt et
al., Nature, 342,76 (1989)).

E também possivel a utilizacdo de culturas de tecidos de
células de mamifero para expressar oS polipéptidos da
presente invencdo. Isto pode ser vantajoso na obtencédo de
padrdes de glicosilacdo humanos. Podem ser expressados
diferentes isotipos. O IgGl tem provado ser o isotipo mais
eficaz na inducdo da resposta imunitdria (Winnacker, From
Genes to Clones, VCH Publishers, NI, (1987)), enquanto o
IgG4 ¢é frequentemente utilizado para aplicacgdes de

diagndéstico (Riechmann et al., Nature, 332,323 (1988)).

Formas mutadas abolindo/reduzindo a activacéao do
complemento, podem também ser providenciadas, tal como
discutido anteriormente com referéncia as Patentes USA N°°

6.194.551, 5.624.821 e/ou 6.491.916.

Em particular, sd@o preferidas células de mamiferos. Tem
sido desenvolvido um grande nuUmero de linhagens celulares
hospedeiras para a secrecgdo de imunoglobulinas intactas,
entre elas estdo linhagens celulares CHO, varias linhagens
celulares COS, as células HelLa, 1linhagens celulares de
mieloma (NSO, SP/2, YB/0 e P3X63.Ag8.653), células B

transformadas ou hibridomas. Vectores de expressdo para
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estas células podem incluir sequéncias de controlo de
expressdo, tais como uma origem de replicacdo, um promotor,
um potenciador (Queen et al., PNAS, 86:10029 (1989)), as
sequéncias requeridas para a ligacdo ao ribossoma, splicing
de ARN e poliadenilacdo e sequéncias para a terminacdo da
transcricdo. As sequéncias de controlo de expressdo de
eleicdo s&o promotores derivados de genes de imunoglobulina
e de virus, tals como SV40, Adenovirus, Virus do
Papiloma Bovino, Citomegalovirus e semelhantes. Geralmente,
o vector de expressdo inclui um marcador de seleccdo, tal

como a resisténcia a neomicina.

Para a expressdo de anticorpos humanizados, ¢é preferivel
cultivar linhagens celulares de mamiferos com um meio sem
soro, por exemplo, a linhagem celular HUDREG-55 pode
facilmente ser cultivada num meio de hibridoma sem soro e

sem proteinas Cat. N° S$-2897 de Sigma (St. Louis, Mo.).

Acidos Nucleicos, Vectores, animais transgénicos

Sequéncias de adcidos nucleicos que codificam 0s
anticorpos/derivados/cadeias de anticorpos da presente
invencdo podem ser produzidas por técnicas padrdo, uma vez
que as sequéncias de aminodcidos para as regides varidveis
fundamentais sdo aqui fornecidas e que as sequéncias de
codificacdo correspondentes podem ser fornecidas usando o
cddigo genético. Estas sequéncias podem ser incorporadas em

vectores de expressdo e/ou clonadas em células.

Com efeito, as técnicas para a producdo e clonagem de
“Yanticorpos remodelados” com regides CDR de roedores e
regides estruturais humanizadas s&o agora bem conhecidas.
S&o discutidas, por exemplo, em Jones, Dear, Foote,

Neuberger e Winter, Nature, 321, 522-4 (1986) ; em

38



Riechmann, Clark, Waldman e Winter, Nature, 332, 323-327
(1988) e em Verhoeyen, Milstein e Winter, Science, 239,

1534-1536 (1988).

Esses &cidos nucleicos podem ser incorporados em vectores
de expressdo, incluindo plasmideos, fagos, etc., como & bem

conhecido na técnica e é discutido acima.

Os &cidos nucleicos da presente invencdo podem também ser
usados para conceber sondas ou iniciadores. Estes podem ser
utilizados, por exemplo, para isolar ou amplificar &cidos

nucleicos da presente invencéio.

Portanto, as sondas e o0s iniciadores estdo no &ambito da
presente invencdo. Tipicamente, s&do de pelo menos 10, de
pelo menos 15 ou de pelo menos 20 bases de comprimento.
Preferencialmente, hibridizam sob condig¢®es rigorosas com
as cadeias de acidos nucleicos que codificam
anticorpos/derivados do presente invento ou as suas cadeias
complementares. Um exemplo das condig¢des rigorosas de
hibridizacdo envolve o uso de uma solucdo de pré-lavagem de
5 X SSC, SDS a 0,5%, EDTA 1,0 mM (pH 8,0) e a tentativa de
hibridacdo durante a noite a 55°C wutilizando 5 X SSC.
Contudo, existem muitas outras possibilidades. Algumas
destas estdo enumeradas na Tabela 1 de W098/45435, por
exemplo (Ver especialmente as condicgdes estabelecidas em A-
F dessa tabela e, com menos preferéncia, as enumeradas em G

a L ouMaR).

Num outro aspecto da presente invencdo, os acidos nucleicos
podem ser vantajosamente utilizados para providenciar
transgenes para 0 uso na produgcdo de animais transgénicos

nao humanos, preferencialmente ratos. Aqui o)
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anticorpo/derivado pode ser expressado de forma induzivel

ou sob o controlo de promotores constitutivos.

Esses animais podem ser vantajosamente utilizados para
estudar e testar férmacos para patologias humanas onde a
interaccéo NGF/TrkA é inibida e, particularmente,
patologias neurodegenerativas. Os anticorpos/derivados
podem ser vantajosamente expressados num fluido corporal
recuperavel, tal como leite ou soro, a partir do qual podem
ser recuperados e purificados utilizando técnicas

normalizadas.

Os trangenes usados para produzir animais transgénicos
podem compreender a(s) sequéncia(s) codificadora (s)
relevante (s) operacionalmente ligada(s) a um promotor,
normalmente em combinacdo com uma sequéncia activadora, tal
como a da imunoglobulina de roedor ou o promotor/activador
do gene da caseina (Buhler et al., Bio/Technology; 8,140
(1990); Meade et al., Bio/Technology, 8, 443 (1990)).

Os trangenes podem ser transferidos para células ou
embrides através de recombinacdo homdéloga. Pode produzir-se
uma grande variedade de animais transgénicos n&do humanos,
incluindo ratos, ratazanas, ovelhas, vacas, cabras, etc.

(ver WO 91/08216).

Serd entendido, a partir da descricdo anterior, que a
presente invencdo proporciona uma variedade de novos

anticorpos, derivados, &acidos nucleicos, etc.

Se desejado, estes podem ser providenciados numa forma
substancialmente purificada. Para o propdsito da presente
invencdo, isto significa que representam a maioria do peso

seco de uma composicdo especifica. Podem, por exemplo,
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representar pelo menos 60%, pelo menos 70%, pelo menos 80%,

pelo menos 90% ou pelo menos 98% do referido peso seco

Podem ser providenciados numa forma isolada. Isto significa
que sdo removidos de um ou mais de outros componentes com
0s quais podem estar normalmente associados na natureza
(por exemplo, um acido nucleico pode ser providenciado numa

forma em que estd isolado de uma célula).

Podem ser providenciados numa variedade de outras formas.
Por exemplo, podem ser unidos a fraccdes heterdlogas e/ou

podem ser imobilizadas.

Todas as formas acima estdo no dmbito da presente invencéo.

A presente invencgdo vali ser descrita a titulo meramente

ilustrativo, com referéncia aos esquemas em anexo, onde:

As Figura la & 1lb mostram alinhamentos de sequéncias de
aminodcidos para varias cadeias pesadas e leves.

A Figura 2 mostra os resultados para a especificidade de
ligacdo a antigénio para TrkA-IgG, em relacdo aos
sobrenadantes dos varios <clones resultantes de uma
experiéncia que envolve a expressdo transitdéria das
variantes MNAC13 humanizadas em células COS-7.

A Figura 3 mostra os resultados de uma experiéncia na
qual a ligacdo celular dos anticorpos a TrkA, expresso
em células TF-1, foi analisada por anédlise de citometria
de fluxo.

A Figura 4 mostra os resultados de uma andlise adicional
em gque o0s melhores ligantes identificados a partir da
Figura 3 (BXhVH3VL3, BXhVH5VL1, BXhVH5VL3 e HuUMNACWOV)

foram comparados com HuMNACWO.
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A Figura 5 mostra os resultados de um ensaio em gue oS
diferentes candidatos humanizados foram testados em
paralelo com o anticorpo de murino MNAC13 (muMNACEP),
chimMNAC 13, HuMNACWO e IgGl humana como controlo
padréo.

A Figura 6 mostra as cadeias pesadas e leves para
BXhVH5VL1, incluindo as regides constantes (o primeiro
aminodcido da regido constante estd sublinhado).

A Figura 7 mostra a cadeia pesada para BXhVHLVL1 N297A,
incluindo a regido constante (o primeiro amincécido da
regido constante estd sublinhado e a posicédo 297A estéd a
negrito e sublinhada).

A Figura 8 mostra BXhVHLVL1 e BXhVHS5VL1 N297A ligados a
linhagens celulares que expressam huTrkA.

A Figura 9 mostra o efeito de véarios anticorpos na
producdo de MIP-1$ induzida por NGF em linhagens
celulares de mastdécitos humanos HMC-1.

A Figura 10 mostra a ligacdo de BXhVHS5VL1 a receptores
Fc ligados a células na linhagem celular THP1l, em
comparacdo com BXhVHLVL1 N297A.

A Figura 11 mostra uma experiéncia que demonstra o
efeito analgésico da injeccdo intradérmica local de
BXhVH5VL1 N297A ou hIgG de controlo, quando co-injectado
com rhNGF.

A Figura 12 mostra uma experiéncia que demonstra o
efeito analgésico da injeccdo intradérmica local de
muMNACEP ou mIgG de controlo, quando co-injectado com
rhNGEF.

A Figura 13 mostra uma experiéncia que demonstra o
efeito analgésico da administracéo sistémica de
BXhVH5VL1 N297A, quando comparado com o hIgG de
controlo, num modelo animal de dor induzida por NGF.

A Figura 14 mostra uma experiéncia que demonstra o

efeito analgésico da administracéo sistémica de
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muMNACEP, quando comparado com o hIgG de controlo, num

modelo animal de dor induzida por NGF.

Exemplos

Antes de discutir os exemplos em detalhe, apresenta-se em

baixo alguma da nomenclatura aqui utilizada:

muMNACEP

Este termo ¢é usado para indicar o anticorpo de murino
MNAC13, tal como descrito em EP1181318. A regido variéavel
da cadeia pesada deste anticorpo ¢ aqui referida como mVHEP

(SEQ ID NO. 15). A regido varidvel da cadeia leve ¢é aqui

referida como mVLEP (SEQ ID NO. 16).

HuMNACWO

Este termo é wusado para indicar o anticorpo humanizado

MNAC13, descrito em WO 05/061540.

A regido variéadvel da cadeia pesada deste anticorpo é aqui

referida como HuVHWO (SEQ ID NO. 17). A regido variavel da

cadeia leve é aqui referida como HuVLWO (SEQ ID NO. 18).

HuMNACWOv

Este termo ¢ usado para indicar uma variante do anticorpo
revelado em HuUMNACWO (ver acima), no qual a regido CDR3 da
cadeia pesada foi substituida pela regiédo CDR3
correspondente, presente em muMNACEP. A variante & nova e

estd no ambito da presente invencéo.
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A regido variédvel da cadeia pesada deste anticorpo é aqui

referida como HuVHWOv (SEQ ID NO. 6). A regido variédvel da

cadeia leve pode ser aqui referida como HuVLWOv. Contudo,
para evitar duplicacdo, ndo é mostrada na Figura 1lb porque

¢ a mesma que HuVLWO (SEQ ID NO. 18).

ChimMNAC13

Este corresponde a muMNACEP, mas possui regides constantes
humanas, em vez de regides constantes de rato. A regido
varidvel da cadeia pesada deste anticorpo ¢ aqui referida

como mMVHEP (SEQ ID NO. 15). A regido varidvel da cadeia

leve ¢é aqui referida como mVLEP (SEQ ID NO. 16), 3-23*01

(SEQ ID NO. 19), JH4 (SEQ ID NO. 20), L6*01 (SEQ ID NO. 21)

e JKI (SEQ ID NO. 22).

Estas s&do sequéncias de codificacdo derivadas de genes da

linhagem germinal humana.

S&do usadas para avaliar o grau de humanizacdo na Tabela 1.
Assim, se ndo houver nenhuma alteracdo em relacdo a uma
sequéncia da linhagem germinal humana, considera-se que

existe 100% de humanizacéo.

[A percentagem de humanizacdo = numero de alteracdes X
1001
n° total de residuos
comparados

A tabela abaixo mostra a percentagem de humanizacdo para as

diferentes variantes:

Tabela 1
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Numero de
Numero de AA murino % de
. s de . . . ~
Variante AA murino humanizacao incluindo humanlgagao
na FwW/ . X AA de CDR (relativa a
de } (relativa a , R
sequéncia nimero de sequéncia /numero de squ§n01a
AA total na ) AA total na |variavel
FW regiéao completa)
variavel
BXhVH1 0/87 100 36/123 70,7
BXhVH?2 3/87 96,6 39/123 68,3
BXhVH3 3/87 96, 6 39/123 63,3
(continuacéo
Ntmero de
Ntmero de AA murino % de
. % de . . . ~
Variante AA murino humanizacao incluindo humanlgagao
na FW/ . X AA de CDR (relativa a
de . (relativa a , ~ )
sequéncia numero de sequéncia /ntmero de squ§nc1a
AA total no 1) AA total na |variavel
FW regiédo completa)
varidvel
BXhVH4 3/87 96,6 39/123 63,3
BXhVH5 5/87 94,2 41/123 66,7
BXhVHWO 12/87 86,2 48/123 61,0
BXhVL1 0/80 100 26/106 75,5
BXhVL2 4/80 95 30/106 71,7
BXhVL3 6/80 92,5 32/106 69,8
BXhVL4 6/80 92,5 32/106 69,8
BXhVL5 6/80 92,5 32/106 69,8
BXhVL6 8/80 90 34/106 67,9
BXhVL7 8/80 90 34/106 67,9
BXhVLS8 11/80 86,2 37/106 65,1
BXhVLWO 9/80 38,8 35/106 67
Pode observar-se que todas as variantes de cadeias

varidveis tém um grau de humanizacdo em relacdo as regides

estruturais de mais de 85%.

Sequéncias “BX”

As sequéncias

AN BX ”

identificadas

com um cdébdigo comecando

sdo sequéncias novas da presente invencéo.

com

As letras

que se seguem a “BX” sdo VH ou VL, para indicar uma cadeia
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varidvel pesada ou leve, respectivamente. As sequéncias sé&o
entdo simplesmente numeradas consecutivamente pela ordem em
que sdo apresentadas nas Figuras la e 1b para uma dada

cadeia.

Existem cinco sequéncias de cadeia pesada. Portanto, sé&o

numeradas:

BXhVH1 (SEQ ID NO. 1)

BXhVH2 (SEQ ID NO. 2)

BXhVH3 (SEQ ID NO. 3)

BXhVH4 (SEQ ID NO. 4)

BXhVH5 (SEQ ID NO. 5)

H& oito sequéncias de cadeia leve. Portanto, s&do numeradas:

BXhVL1l (SEQ ID NO. 7)

BXhVL2 (SEQ ID NO. 8)

BXhVL3 (SEQ ID NO. 9)

BXhVL4 (SEQ ID NO. 10)

BXhVL5 (SEQ ID NO. 11)

BXhVL6 (SEQ ID NO. 12)

BXhVL7 (SEQ ID NO. 13)

BXhVL8 (SEQ ID NO. 14)

As cadeias podem ser combinadas em anticorpos ou seus

derivados.

As quarenta combinacdes possiveis foram todas produzidas e

sSao:

BXhVH1VL1, BXhVH1VL2, BXhVH1VL3, BXhVH1VL4, BXhVH1VL5,
BXhVH1VL6, BXhVH1VL7, BXhVH1VLS, BXhVH2VL1, BXhVH2VL2,
BXhVH2VL3, BXhVH2VL4, BXhVH2VL5, BXhVH2VL6, BXhVH2VL7,
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BXhVH2VL8, BXhVH3VL1, BXhVH3VL2, BXhVH3VL3, BXhVH3VL4,
BXhVH3VL5, BXhVH3VL6, BXhVH3VL7, BXhVH3VL8, BXhVH4VL1,
BXhVH4VL2, BXhVH4VL3, BXhVH4VL4, BXhVH4VL5, BXhVH4VL6,
BXhVH4VL7, BXhVH4VL8, BXhVH5VL1, BXhVH5VL2, BXhVH5VL3,
BXhVH5VL4, BXhVHS5VL5, BXhVH5VL6, BXhVH5VL7, BXhVHSVLS.

"N297A"
A designacdo "N297A" depois de um nome de um anticorpo
indica que a posicdo 297 da regido constante da cadeia

pesada estd mutada de N para A. A sequéncia BXhVHLHVL1 N297A

é providenciada como SEQ ID No. 23.

Vectores de expresséo

As sequéncias codificadoras apropriadas foram ligadas a uma
sequéncia que codifica para um sinal secretor 5’ e uma
sequéncia de juncdo de dador 3' com o ADNc para clonagem
num Sistema de expressdo de anticorpos. 0Os fragmentos de
ADN foram clonados em vectores de expressdo IgGl. Estes
vectores de expressédo foram baseados em sequéncias
gendémicas codificando os dominios constantes humanos e as
cassetes de clonagem para a insercdo de fragmentos de ADNc

seleccionados das sequéncias hVH e hVL.

Expressdo transitéria das variantes humanizadas MNAC1l3 em

células COS-7 e determinacdo dos titulos em anticorpos

Cada combinacdo de cadeia pesada e leve foi transfectada
transitoriamente em células CO0S-7 e foi determinado o

titulo em anticorpos.

47



Os vectores de expressdo que codificam a cadeia leve e a
cadeia pesada foram co-transfectados transitoriamente em
células CO0OS-7 por lipofeccdo wusando Lipofectamina, de
acordo com as instrucdes do fabricante (Invitrogen,
Germany), num formato de 24 cavidades. Apds a transfeccéo,
o meio foi substituido por DMEM contendo 10% de FCS e 2% de
L-glutamina e o0s sobrenadantes das células CO0S-7 foram
recolhidos 4 dias apdés a transfeccdo. O titulo em
anticorpos dos anticorpos humanizados segregados para o
sobrenadante de células COS-7 transfectadas foi analisado
por um teste ELISA de tipo sanduiche. Resumidamente, uma
cadeia kapa anti-humana de rato que reconhece o anticorpo
(BD) foi imobilizada numa placa de 96 cavidades, blogqueada
e 1incubada com o sobrenadante diluido de células COS-7
transfectadas. A presenca de anticorpos foi detectada por
um anticorpo IgG (H + L) anti-humano de coelho conjugado
com POD. Um anticorpo quimérico de controlo foi usado como
padrdo em concentracdes de 1 a 10 ng/ml. As concentracdes
de anticorpo determinadas foram posteriormente ajustadas
por uma amostra de padrdo interno tendo uma concentracdo de

anticorpo normalizada.

ExemElo 1

Comparacdo da ligag¢do do anticorpo humanizado com respeito

a TrkA-IgG em ELISA

Com base na concentracdo de anticorpo determinada, os
sobrenadantes de todas as amostras foram ajustados para a

mesma concentracdo de anticorpo.

As actividades de ligacdo de todas as variantes de

anticorpos humanizados foram analisadas através de ELISA
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para deteccdo de antigénio de TrkA-IgG. Foram comparadas

com as actividades de ligacdo de ChimMNAC13 e HuMNACWOv.

Os anticorpos e antigénios foram descongelados, retiraram-
se aliquotas e armazenaram-se a - 20°C. Aliguotas dos
anticorpos em utilizacdo foram armazenadas a 4°C durante um

periodo méximo de duas semanas.

O ELISA para deteccdo de antigénio foi realizado como se
segue: revestiram-se placas Maxisorb (Nunc, Alemanha) com
0,125, 0,25, 0,5 e 1 pg/ml de TrkA-IgG. Para verificar a
especificidade da ligacéao anticorpo-antigénio, foi

utilizado TrkB-IgG (1 pg/ml) como um controlo negativo.

Variantes de anticorpos expressos transitoriamente foram

usadas a 1, 10 e 100 ng / ml.

O procedimento detalhado foi o seguinte:

Revestimento

Placas: Nunc MaxiSorp 96 cavidades.

De 100 upl/cavidade de TrkA-IgG a 2 ug/ml em Tampdo
Carbonato 0,1M, pH 9,6 (TrkA-IgG wusado como controlo
negativo) .

Selar placa e incubar durante a noite a +4°C.

Lavar 3 vezes com 200 ml de tampdo de lavagem.

Blogueamento

Blogquear placas através da adigdo de 200 ul de Tampdo de
Saturacdo SuperBlock em PBS (Pierce Prod # 37515) em cada
cavidade.

Esvaziar imediatamente a placa por inversé&o.
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Repetir mais duas vezes.

Incubar a 37°C por duas horas.

Anticorpo Primdrio

Descartar o sobrenadante e adicionar 100 pl de mAb
purificado diluido apropriadamente em Tampdo TEST.
(intervalo da curva padrdo: 50-5000 pg/ml)

Selar placa e incubar a 37°C por 2 horas.

(De modo a aumentar a sensibilidade, incubar durante a
noite a +4°C)

Lavar 4 vezes com tampdo de lavagem.

Anticorpo Secunddrio

Adicionar 100 pl de IgG de cabra anti-rato conjugado com
HRP (Pierce cat. 31430) diluido 1:10000 em Tampdo TEST.
Incubar a 37°C por duas horas.

Lavar 4 vezes com tampdo de lavagem.

Desenvolvimento

Adicionar 100 pl de solucdo de substrato a cada cavidade
Incubar a temperatura ambiente.

Parar a reaccdo com 100 pul de Hy;S04 2M.

Determinar a densidade o¢ptica de cada cavidade usando um

leitor de microtitulacdo a 450 nm.

Resultados

Os resultados para os sobrenadantes dos varios clones
avaliados em vrelacdo a esgpecificidade de 1ligacdo ao
antigénio, usando o teste de ELISA, sdo apresentados na

Figura 2.
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Resumidamente, o antigénio especifico TrkA-IgG (barras
negras) e o controlo negativo TrkA-IgG (barras Dbrancas)
foram revestidos numa concentracdo de 1 pug/ml em diferentes

placas de 96 cavidades.

Os sobrenadantes de anticorpos foram quantificados,
diluidos de forma adequada e testados numa concentracgdo de
5 ng/ml. Depois da lavagem, detectou-se 1ligacdo com o©O
anticorpo secundédrio marcado com HRP apropriado, revelada
por uma reaccdo cromogénica e quantificada por medicdo da

DO a 450/630 nm.

A  maioria dos anticorpos humanizados apresenta uma
afinidade selectiva comparavel para altas densidades de

antigénio TrkA.

Além disso, a sua especificidade de ligacdo ndo é
significativamente diferente do anticorpo TrkA parental de
murino anti-humano e da sua isoforma quimérica, o que
indica que a selectividade do antigénio foi totalmente

preservada ao longo do processo de humanizacédo.

ExemElo 2

Ensaio de ligagdo celular de novos candidatos por andalise

de citometria de fluxo da expressdo de TrkA na superficie

de células TF-1

Procedimento

Colher células da cultura, preparar uma suspensdo de uma

unica célula.
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(De modo a obter expressdo de antigénio méxima, dividir as
células 1:3 no dia anterior).

Distribuir 0,3-0,4x10° células/amostra e lavar uma vez com
tampdo FACS frio (PBS pH 7,4 + 0,1% NaN3 + 0,1% BSA).
Centrifugar a 350 x g por 5 min.

Descartar sobrenadante e manter os tubos em gelo.

Blogueamento de Receptores FcC

Adicionar 50 pl/amostra de IgG Humana [300 pg/ml] em tampédo
FACS e misturar em vdértice suave.

Incubar a 4°C durante 15 min.

Anticorpo Primdrio

Adicionar 100 pl/amostra de Anticorpo Primdrio muMNAC13 [4

nug/ml] em tampdo FACS e misturar em vdrtice suave.

Como controlo negativo, usar isotipo IgGl de rato
purificado, a mesma concentracdo. Incubar a 4°C durante 30
min.

Lavar duas vezes com 1 ml de tampdo FACS, centrifugar 5 min

a 350 x g e descartar o sobrenadante.

Anticorpo Secunddrio

Adicionar 100 pl/amostra de IgG de burro anti-rato (H+L)
conjugada com R-Ficoeritrina

Jackson ImmunoResearch cat.# 715-116-151 em tampdo FACS e
misturar em vdértice suave.

Incubar a 4°C durante 30 min.

Lavar 2X com 1 ml de tampdo de FACS, centrifugar 5 min a
350 x g e descartar o sobrenadante. Voltar a suspender em
0,5 ml de tampdo FACS.

Adguirir dados da amostra num citdmetro de fluxo.
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Resultados

As células TF-1 foram coradas com sobrenadantes de todos os

clones, bem como os anticorpos HUMNACWO e HuMNACWOvV como

controlos (4 pg/ml) durante 30 min. a 4°C.

A coloracdo foi revelada por um anticorpo secundario
apropriado, marcado com PE, e quantificada por andlise de
citometria de fluxo ©para avaliar a intensidade de

fluorescéncia da ligacéo.

Os resultados sdo mostrados na Figura 3 que se baseia na

tabela abaixo.

Tabela 2
Fluorescéncia N° de vezes de
Geo Mean aumento

N°© Variantes Média + D.P. Média | +

1 mVHEP/mVLEP 11,0 + 2,2 3,2 * r
2 hVHWOv/hVLWO | 8,9 + 1,9 2,6 + ’
3 hVH1/hVL1 5,7 + 0,4 1,7 + ’
4 hVH1/hVL2 4,6 + 0,4 1,3 + ’
5 hVH1/hVL3 6,1 + 0,6 1,8 + ’
6 hVH1/hVL4 5,1 + 0,5 1,5 + ’
7 hVH1/hVL5 4,5 + 0,3 1,3 + ’
8 hVH1/hVL6 4,9 + 0,4 1,4 + ’
9 hVH1/hVL7 5,1 + 0,4 1,5 + '
10 hVH1/hVL8 5,2 + 0,1 1,5 + ’
11 hVH2/hVL1 9,2 + 1,3 2,6 + ’
12 hVH2/hVL2 6,4 + 0,7 1,8 + ’
13 hVH2/hVL3 10,8 + 1,3 3,1 + P
14 hVH2/hVL4 6,1 + 0,3 1,8 + ’
15 hVH2/hVL5 ;4 + 0,2 1,8 + ’




1o hVH2/hVL6 6,4 + , 1,8 * ’
17 hVH2/hVL7 6,5 + ’ 1,9 + ’
18 hVH2/hVL8 6,5 + ’ 1,9 + ’
19 hVH3/hVL1 8,6 + p 2,5 T ’
20 hVH3/hVL2 7,1 + ’ 2,0 + ’
21 hVH3/hVL3 12,6 + ’ 3,6 + ’
22 hVH3/hVL4 7,1 + 0,1 2,0 + '
23 hVH3/hVL5 6,9 + 0,5 2,0 + ’
24 hVH3/hVL6 6,4 + 0,5 1,8 + ’
25 hVH3/hVL7 7,1 + 1,0 2,0 + ,
26 hVH3/hVL38 6,5 + 1,2 1,9 + ’
27 hVH4/hVL1 10,4 + [2,4 3,0 + p
28 hVH4/hVL2 8,3 + 2,5 2,4 + ’
29 hVH4/hVL3 10,9 + [3,0 3,1 + '
30 hVH4/hvVL4 8,0 + 2,2 2,3 + ’
(continagéao)
Fluorescéncia N° de vezes de
Geo Mean aumento

N© Variantes Média + Média +

31 hVH4/hVL5 8,6 + ’ 2,5 + ’
32 hVH4/hVL6 8,0 + ’ 2,3 + ’
33 hVH4 /hVL7 8,7 + ’ 2,5 + ’
34 hVH4/hVL8 8,3 + 1,9 2,4 + ’

Os resultados mostram que todos os clones testados, assim
como HuMNACWOv, detectaram positivamente os receptores de
TrkA associados a membrana em células TF1, embora em
medidas diferentes. O HuMNACWO ndo é capaz de corar células
TFl, qgque tém uma baixa densidades de receptores TrkA

superficiais.

Para maior confirmacdo, a partir de 40 clones testados,

seleccionaram-se os melhores ligantes para uma anadlise mais

aprofundada.
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Tal como avaliado em duas experiéncias separadas (Figura
4), BXHVH3VL3, BXhVH5VL1, BXhVH5VL3 e HuMNACWOv foram

comparadas com HuUMNACWO.

Os lideres seleccionados foram confirmados bons ligantes e
com desempenho ligeiramente melhor quando comparados com

HuMNACWOwv.

As isoformas de anticorpos humanizados BXhVH5VL1 N297A e
BXhVH5VL1, em conjunto com os anticorpos de referéncia
muMNACEP e HuMNACWO, foram também testadas em relacdo a
capacidade de ligacdo a linhagens celulares TF-1, HMC-1 e
PC12-hTrkA, que expressam diferentes niveis de receptor

hTrkA superficial.

Tal como se mostra na Figura 8, os anticorpos BXhVH5VLI
N297A e BXhVH5VL1, comparativamente, ligam todas as
linhagens celulares testadas, independentemente da
densidade de receptores na superficie celular. Ambos o0s
anticorpos parecem ligar mais eficientemente quando
comparados com muMNACEP parental. O HuMNACWO apenas liga a
linhagem celular com alta densidade de receptores

superficiais PC12-hTrkA.

ExemElo 3

Comparacgao da actividade biolégica de anticorpos

humanizados in vitro com um ensaio de proliferacdo em

células TF1l

Para medir a capacidade de anticorpos monoclonais TrkA
anti-humanos para Dbloquear a actividade Dbioldgica na
superficie da célula mediada por TrkA-B-NGF, usou-se um

ensaio de proliferacdo celular wutilizando wuma linhagem
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celular humana eritroleucémica dependente de factor, TF1

(Kitamura, T. et al., 1989, J. Cell Physiol. 140:323-334).

Incubaram-se células TF-1 com vArias concentracdes dos
anticorpos durante 0,5 horas, a 37°C, numa placa de cultura

plana de 96 cavidades.

Seguindo este periodo de pré-incubacdo, adicionou-se B-NGF
(rec-hu-B-NGF, R&D Systems) humana recombinante a mistura

célula-anticorpo.

A mistura de teste, num volume total de 200 ul, contendo
anticorpo a diferentes concentrag¢des indicadas, R-NGF
humana a 5,0 ng/mL e células TF-1 a 5x10° células/cavidade,
foi incubada a 37°C, durante 5 dias, numa incubadora de CO,

humidificado.

Depois desse periodo, as placas foram centrifugadas e,
depois da remocdo dos sobrenadantes, congeladas a -80°C

para ocorrer a lise das células.

Foi usado o Kit de Teste de Proliferacdo Celular CyQUANT
(Sondas Moleculares) para medir a proliferacdo das células
de acordo com as instrucdes do fabricante.

Esta experiéncia foi realizada duas vezes.

Resultados

Foram testados diferentes candidatos humanizados em
paralelo com o anticorpo MNAC13 de murino (muMNACEP),

chimMNAC13, HuMNACWO e IgGl Humano como controlos

normalizados (Figura 5).
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Calcularam-se os valores de CI50 para cada curva € 0S8

resultados sdo dados na tabela a seguir apresentada.

Verificou-se que o anticorpo BXhVH5VL1 teve o melhor

desempenho de entre os candidatos.

As cadeias pesadas e leves para este anticorpo sdo assim

apresentadas na Figura 6.

O CI50 médio para MNAC13 de murino, depois de uma série de

experiéncias, foi de 0,54 = 0,47 nug/ml.

Tabela 3

Ensaio de proliferacdo em
células TF1 CI50 (pg/ml)

Média DP
muMNACEP 0,54 0,47
EXP-1 EXP-2

0,00 0,58
ChimMNAC13
BXhVH5VL1 0,17 1,84
BXhVH3VL3 0,41 2,38
BXhVH5VL3 1,40 1,21
HuMNACWO - -
HuIgGstd - -

ExemElo 4

Andlise de ressondncia plasménica de superficie

A anédlise de ressonédncia plasménica de superficie foi usada
para medir as constantes do grau de associagdo e
dissociacdo para as cinéticas de ligacdo de diferentes

anticorpos (murino, quimérico, 5 variantes humanizadas) em
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relacdo a TrkA-IgG, utilizando BIACORE 2000 (Biacore AB,
Uppsala, Suécia). O TrkA-IgG foi imobilizado num chip
sensor CM-5, de acordo com as condicdes do fabricante, de
forma a atingir uma densidade de imobilizagdo de 1100 RU.
Cada amostra de anticorpo foi analisada a gamas de
concentracdo de anticorpo de 20-0,63 pg/ml. Realizaram-se
cdlculos a partir das imagens dos sensores através do uso

do software de avaliacdo BIA versdo 3 (1999).

Analisaram-se conjuntos individuais de imagens dos sensores
com o software de avaliacdo BIA versdo 3 (1999). Entre os
diferentes modelos testados para coincidirem com os dados
cinéticos, obteve-se a melhor concordéncia com o algoritmo
"separado 1:1". Neste modelo, apenas uma gama definida das
curvas de associacdo e dissociacdo iniciais foi usada para
o calculo. E assumido que, durante estas fases iniciais da
curva, os efeitos de sobreposicdo, como a transferéncia de

massa, re-ligacdo ou outros ndo afectam os calculos.

Resultados

A constante de dissociacédo (Kp) foi determinada para varios
anticorpos e é apresentada na tabela seguinte, por ordem de

valor crescente.

O valor de Kp tem unidades molares (M), que correspondem a
concentracdo do ligando na qual um local de ligacdo de uma
determinada proteina estd meio ocupado. Quanto mais pequeno
o valor, mais fortemente se liga o ligando ou maior é a
afinidade entre o ligando e a proteina (neste caso, entre o

antigénio e o anticorpo).
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Tabela 4

Anticorpo TTyMs) TTTS) Kp [M]
ChimMNAC13 2,68x10°|3,53x107* | 1,51x107"°
MNAC13 8,50x10°|1,67x107*|2,50x107*"
BXhVH5VL1 7,68x10°|4,70x107*|6,15x107*°
BXhVHS5VL3 1,00x10°|6,38x107"|6,62x107*°
BXhVH3VL3 3,25x10° | 4,42x107* | 1,45x107°
HUMNACWOv 1,62x106|3,86x107°|2,48x107°
Zzgzizgg)(eXperlé“Cla 7,39x105 | 3,09x1072 | 4,18x10°
Pode ser visto, pela tabela acima, gue as Ky calculadas
para as isoformas de murino e quiméricas sé&o
semelhantes.

muito

Sdo ligeiramente inferiores, mas da mesma ordem de grandeza

que as variantes humanizadas BXhVHS5VL1 e BXhVHLHVL3.
Pelo contréario, as varlantes Thumanizadas HuMNACWOv e
BXhVH3VL3 apresentam uma Kp de uma maior ordem de grandeza
que a observada para as variantes de murino e quiméricas.

Contudo, estes valores de Kp ainda continuam inferiores aos

do anticorpo humanizado HuMNACWO da técnica anterior.

De facto, valores de Kp preferidos para
anticorpos/variantes da presente invencdo, usando este
modelo, estdo abaixo de 4,18x107° (sendo assim, inferiores

aos do anticorpo humanizado HuUMNACWO da técnica anterior).

Com maior preferéncia, s&do inferiores a 2,48){10_9 (sendo

assim, inferiores aos de HUMNACWOv, que é uma variante de
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HuMNACWO com as mesmas regides estruturais mas com

alteracdes na terceira CDR da cadeia pesada).

Mais preferivelmente, os valores de Kp situam-se abaixo de
1x 1077 (sendo assim, da mesma ordem de grandeza geral que

para as isoformas de murino e quiméricas).

De forma consistente, a classificacdo dada na tabela acima,
que se baseia nos dados calculados usando o algoritmo
“separado", reflecte muito bem a classificacdo obtida por
inspeccdo visual das imagens dos sensores de todas as

variantes estudadas em parcelas de sobreposicéo.

ExemElo 5

Comparacio da actividade biolégica de anticorpos

humanizados in vitro com um teste de secrecdo de

quimiocinas na linhagem celular de mastécitos HMC-1

O NGF actua como um intermedidrio importante na dor
inflamatéria, contribuindo tanto para a sensibilizacéo
periférica como para a central. A sensibilizacdo de
nociceptores periféricos pode ser muito rapida e pode

envolver células ndo neurals, tais como mastdcitos.

Para medir a capacidade de anticorpos monoclonais TrkA
anti-humanos para inibir a secrecdo de MIPla induzida porfB-
NGF, wusou-se um ensaio bioldgico, utilizando a linhagem
celular de mastdédcitos HMC-1 (Ahamed, J. et al., J Immunol.

2004 Jun 1;172(11):6961-8).

Colocaram-se células HMC-1 (0,1x10¢/cavidade) em placas, em
triplicado, num meio de cultura completo, numa placa de

cultura plana de 96 cavidades, e incubaram-se com vArias
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concentracdes de anticorpo monoclonal, durante 0,5 horas a

37°C.

Depois deste periodo de pré-incubacédo, adicionou-se B-NGF
recombinante humano (rec-hu-R-NGF, R&D Systems) a mistura
célula-anticorpo até uma concentracdo final de 50 ng/ml e a
incubacdo a 37°C prolongou-se por 6 horas numa incubadora

de CO; humidificado.

Os sobrenadantes foram recolhidos e os niveis de MIP-18
foram quantificados através de um ELISA de tipo sanduiche,
utilizando um KIT ELISA DuoSet® para CCL4/MIP1-f Humano de
R&D System (Cat. Nr.DY271).

Os dados obtidos foram expressos como percentagem de
resposta e analisados com software GraphPad Prism 5, usando
uma analise de regressdo n&do linear, log(inibidor) wvs.

equacdo do declive varidvel-resposta normalizada.

Resultados

O anticorpo BXhVHS5VL1 N297A foi avaliado em paralelo com
muMNACEP de murino, HuUMNACWO e IgGl Humana como controlo
normalizado. Calcularam-se os valores de CI50 para cada
curva e o0s resultados sdo apresentados na Figura 9. A
actividade inibidora de BXhVH5VL1 N297A foi
significativamente maior que a do anticorpo humanizado

HuMNACWO.

ExemElo 6

Caracterizagcdo in vitro de BXhVH5VL1 N297A e BXhVHS5VLL.

Avaliacgdo da ligagdo a FcRs celulares em células THP-1
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A linhagem de células da leucemia monocitica aguda humana
THP1 (ATCC) foi cultivada em RPMI1640/GLUTAMAX (Invitrogen)
+ 10% de Soro Bovino Fetal (Invitrogen) + Pen/Strep. e

mantida entre 2-9x100.000 células/ml.

As células foram colhidas a partir da cultura e preparadas
como uma suspensdo de uma uUnica célula. Distribuiram-se
entdo 0,3-0,4x10° células/amostra em placas de cultura de
tecidos de fundo redondo de 96 cavidades (Costar.

Cambridge, MA) e lavaram-se 1X com tampdo FACS frio.

Apbs centrifugacdo a 3,50 x g durante 5 min., o)
sobrenadante ¢é descartado e as placas postas em gelo.
Realizou-se a ligacdo de IgG a FcyRs em células THP-1 por
incubacdo de IgGs monoméricas em Tampdo FACS, partindo de
30 pg/ml até 0,02 pg/ml (diluicgdes 1:3), num volume total
de 100 npl, a 4°C, durante 30 min.

As células foram depois lavadas trés vezes com 200 pl de
tampdo FACS e conseguiu-se detectar a ligacdo de IgG por
adicdo de 100 mnpl de IgG (H+L) de Dburro anti-humano
conjugada com R-Ficoeritrina (Jackson Immuno Research cat.#
709-116-149) 1:100 em tampdo FACS. Apds vdrtice suave, as

células foram incubadas a 4°C durante 30 min.

As placas foram lavadas 2X com 200 pl de tampdo FACS, as
células sdo finalmente suspensas de novo e transferidas
para 0,5 ml de tampdo FACS e obtidas por utilizacdo de um

citédmetro de fluxo.

Resultados

A Figura 10 mostra claramente que, como esperado com base

em publicacdes da técnica anterior (ver Patente USA

62



5.624.821 Winter), a isoforma mutada BXhVH5VL1 N297A é
desprovida de capacidade significativa de ligacdo aos

receptores celulares Fc.

ExemBlo 7

Experiéncias in vivo

Descrevem-se a seguir experiéncias in vivo que foram
realizadas para testar mais aprofundadamente os

anticorpos/derivados da presente invencéao.

Modelos de dor mediada por NGF

O factor de crescimento neural (NGF) e o seu receptor TrkA
sdo mediadores cruciais nas sensacdes de dor

caracteristicas da dor inflamatédria.

Tipicamente, o NGF ¢é conhecido como um factor de
sobrevivéncia do desenvolvimento para 0s neurdénios
sensoriais e simpéaticos, mas continua a ser sintetizado em
animais adultos na periferia, onde é transportado de forma
retrdégrada para 0s Corpos celulares dos neurénios

sensoriais (Hendry et al., 1974, Otten et al., 1980).

A inflamacdo e a lesdo do nervo causam a libertacdo de NGF
que estimula fibras aferentes primarias e induz
sensibilizacdo comportamental. O tratamento subcuténeo
crébnico com NGF em ratazanas causa hiperalgesia e altera a
sensacdo cutédnea local (Lewin et al., 1993; Andreev et al.,

1995).
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Injeccédo intradérmica de rhNGF no antebraco de um humano e
no musculo masseter em humanos, provoca hiperalgesia,
alodinea e altera a sensacdo cutédnea local gque comeca 3
horas apbés a injeccdo e atinge um pico 1-7 dias apdbds a
injeccdo e que recupera pelo dia 21 (Dyck et al., 1997;

Svensson et al., 2003).

Assim, injeccdes de rhNGF na pata posterior de ratazana
foram aqui wutilizadas como um modelo de sensibilizacéo

comportamental que foi especificamente gerado por NGF.

As presentes experiéncias envolveram dois protocolos

diferentes:

1. Primeiro, examinou-se se a injeccdo intradérmica de
(rh) NGF recombinante humano sozinho, na pata de rato,
poderia causar sensibilizacéo comportamental como

medido por testes nociceptivos padréo para a

hiperalgesia (Teste plantar de Hargreave). Em seguida,
verificou-se se a co-injeccgédo intradérmica dos
anticorpos IgG de murino, muMNACEP, IgG humana e

BXhVHSVL1 N297A, numa dose de 100 nug, poderia afectar a
sensibilizacdo induzida por rhNGF. 0Os anticorpos Igl de
murino e IgG humana foram usados como controlos
negativos, em doses apropriadas.

2. Foi depois determinado se o tratamento sistémico de
anticorpo muMNACEP (em doses de 8 e 1 mg/kg), 1i.p.) e
BXhVH5VL1 N2S97A (doses de 8, 3 e 1 mg/kg, i.p.) poderia

afectar a sensibilizacédo periférica induzida por rhNGF.

No primeiro protocolo, onde 0s tratamentos foram
administrados localmente, utilizaram-se ratazanas Lewis
macho (Charles River, 5-6 semanas, 200g), com 8-9 animais

por grupo e 4 grupos experimentais, injectados de acordo
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com o método definido. Aplicaram-se as injeccdes de forma

cega. Um resumo dos tratamentos estd descrito na tabela
abaixo.

muMNACEP /BXhVH5VL1 N297A |[mIgGl/hIgG
Tratamentos 100mg + 500ng
intradérmicos | 100mg + 500ng rhNGEF, n=9 rhNGF, n=9
No segundo protocolo, onde 0s tratamentos foram
administrados sistemicamente (i.p.), 24 horas antes da

injecc¢cdo de rhNGF na pata, utilizaram-se ratazanas Lewis

macho (Charles River, 5-6 semanas, 200g), com 10-12 animais
por grupo e 10 grupos experimentais. Aplicaram-se as
injeccdes de forma cega. Um resumo dos tratamentos estéa

descrito na tabela abaixo.

BXhVH5VL1
muMNACEP mIgGl N297A hIgG

Pré- 1mg/kg n=10 1mg/kg n=12 | 1mg/kg n=10 | 1mg/kg n=10
tratamentos 8mg/kg n=10 8mg/kg n=8 3mg/kg n=10 | 3mg/kg n=10
sistémicos 8mg/kg n=12 | 8mg/kg n=12
i.p. 24 h
rhNGF
intradérmico 500 ng 500 ng 500 ng 500 ng

Ensaio

Todos os animais foram numerados e, de seguida, habituados

aos procedimentos de teste de comportamento, 24-48 horas

antes do inicio da experiéncia. 0 indicador de

comportamento foi a laténcia da retirada

da pata para o

teste plantar, como medida da hiperalgesia.

Fizeram-se registos de referéncia ©para estabelecer as

laténcias

de retirada da pata. Induziu-se sensibilidade

65



nociceptiva por injeccdo intradérmica de rhNGF no momento 0
e a sensibilidade nociceptiva comportamental foi
monitorizada 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 24 horas e 48
horas apbés a injeccdo de rhNGF. O0s tratamentos foram

administrados de forma cega, como sSe segue:

Protocolo 1: Administracdo do tratamento por injeccéo

intradérmica no momento 0.

Protocolo 2: Administracdo do tratamento por injeccéo
Unica sistémica IP, 24 horas antes da injeccdo de rhNGF

na pata.

Realizaram-se testes plantares e de von Frey de referéncia

antes de serem administrados tratamentos com férmacos.

Realizaram-se medic®es de hiperalgesia 30 minutos, 1 hora,
2 horas, 24 horas e 48 horas apds a injeccdo de rhNGF.
Fizeram-se trés a quatro registos para cada pata posterior
ipsilateral (pata direita, injectada com rhNGF) e
contralateral (pata esquerda, ndo injectada) para a

injeccdo de rhNGF

Os dados provenientes de animais de grupos de tratamento
individuais foram recolhidos e calcularam-se as médias e os
desvios-padrédo para as respostas das patas contralateral e
ipsilateral. A presenca de hiperalgesia foi indicada por
uma reducdo significativa da laténcia da retirada da pata
(registada em segundos) na pata posterior ipsilateral
injectada com  rhNGF, quando comparada com a pata
contralateral de controlo (por teste t emparelhado) e
quando comparado com a pré-injeccdo/pré-tratamento de

referéncia (por ANOVA simples).
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Eficdcia anti-hiperalgésica intradérmica

Foi comparada a eficédcia anti-hiperalgésica de BXhVH5VL1
N297A (Figura 11) e de muMNACEP (Figura 12) (mais mIgGl e
hIgG como controlos negativos) por injeccdo intradérmica

neste modelo de hiperalgesia induzida por NGF.

Quando BXhVH5VL1 N297A e muMNACEP foram co-injectados com
rhNGF, ndo ocorreu um desenvolvimento significativo de
hiperalgesia, como indicado por ndo haver diferencas
significativas nas respostas de retirada da pata entre as

patas ipsilateral e contralateral (Figuras 11 e 12).

A hiperalgesia nas respostas da pata ipsilateral esteve
sempre presente a seguir a co-injecgdo com 0s controles

negativos (mIgGl, hIgG).

Os dados estdo representados como médias de = 95% IC, antes
(de referéncia) e apds a injeccédo intradérmica de 500 ng de
rhNGF com os respectivos tratamentos (na seta). A reducédo
significativa na laténcia de retirada da pata ipsilateral é
indicada por '*' "**" (p<0,05, p<0,01, teste t emparelhado)

quando comparado com a retirada da pata contralateral.

Eficdcia anti-hiperalgésica sistémica

Foi comparada a eficédcia anti-hiperalgésica de BXhVH5LVL1
N297A e muMNACEP, mIgGl e hIgG, por injeccdo sistémica

neste modelo de hiperalgesia induzida por NGF.

Testaram-se trés diferentes doses de BXhVH5LHVL1 N297A e de
hIgG de controlo (1, 3 e 8 mg/Kg) (Figura 13). De forma

semelhante, testaram-se duas diferentes doses de muMNACEP e
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mIgGl, 1 mg/kg e 8 mg/kg (Figura 14). Todos os tratamentos
foram administrados i.p. 24 horas antes da 1injeccéo

intradérmica de rhNGF.

O pré-tratamento sistémico, de 8 e 3 mg/kg de BXhVH5VL1
N297A, impediu consideravelmente o desenvolvimento da
hiperalgesia apdés a injecgdo de rhNGF, como indicado por
ndo haver diferenca significativa entre as respostas de

retirada da pata ipsilateral e contralateral (Figura 13).

O pré-tratamento sistémico com o anticorpo parental mMNACEP
de murino (8 mg/kg) também impediu o desenvolvimento de
hiperalgesia induzida por rhNGF (Figura 14). Contudo, a
resposta analgésica geral de BXhVHS5VL1 N297A parece ser

melhor quando comparada com o anticorpo mMNACEP.

Com a mesma dose, a hiperalgesia nas respostas da pata
ipsilateral esteve sempre presente a seguir a co-injeccéo

do controle negativo mIgGl e hIgG.

Os dados estdo representados como médias de = 95% IC, antes
(de referéncia) e apds a injeccédo intradérmica de 500 ng de
rhNGF com 0s respectivos tratamentos (na seta) . A
considerédvel reducdo na laténcia de retirada da pata
ipsilateral ¢ indicada por '*' "**" (p<0,05, p<0,01, teste
t emparelhado) quando comparado com a retirada da pata

contralateral.

Exemplo 8

Outras experiéncias in vivo que podem ser realizadas para
um teste mais aprofundado dos anticorpos/derivados da

presente invencdo sdo indicadas a seguir.
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Teste da formalina

Os ratos sdo pré-tratados com o anticorpo/derivado,
intraperitonealmente, e 18 horas depois injectados na
planta dorsal da pata direita com 5% de formalina. Mede-se
o0 tempo a lamber (tempo gasto lambendo a pata ferida) até 1

hora.

Teste de lesdo de constrigcdo crébnica

Os ratos s&do sujeitos a constrigdo cirurgica do nervo
cidtico, a fim de induzir uma alodinea neuropdtica. Os
animais sdo depois tratados com anticorpos/derivados e é
medida a resposta de retirada a um estimulo mecdnico
localizado no membro ferido em comparacdo com o membro

contralateral.

Modelo de artrite

Os ratos sdo injectados com adjuvante completo de Freund na
base da cauda, de forma intradérmica. Aproximadamente trés
semanas depois, desenvolvem uma poli-artrite sistémica
caracterizada por dores nas articulacdes. Os animais sé&o
tratados com o anticorpo/derivado e o efeito analgésico é
avaliado pelo teste de vocalizacdo, que consiste em medir a
intensidade da vocalizacdo sob manipulacdo suave das

articulacodes.

Modelo de dor induzida por carragenina em macacos

Macacos Rhesus sdo pré-tratados intravenosamente com o0
anticorpo/derivado. No dia seguinte, 0s animais sé&o
injectados subcutaneamente com carragenina na cauda. Mede-

se o tempo de retirada de um estimulo de calor.
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Observacdes de caracter geral

A menos que o contexto indique o contrédrio, aplicam-se as

seguintes observag¢des de caréacter geral:

O termo "compreende" ndo ¢ limitativo na medida em qgue
abrange "incluindo", bem como "consistindo em". Assim, a
palavra "compreende" e a variacdo "compreendendo", serédo
entendidas como implicando a inclusdo de uma determinada
entidade, etapa, grupo de entidades ou grupo de etapas,
mas ndo a exclusdo de qualquer outra entidade, etapa,

grupo de entidades ou grupo de etapas.
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Thr

Gly

Asp

Phe

Ile Val

Arg Ala

Trp Tyr

35

Thy Ser

Ser Gly

Phe Ala

Gly Gly

<210> 10

<211> 106

<212> PRT

<213>

<400> 10

Leu

Thr

20

Gln

Asan

Thr

Val

Gly
100

Thr

Leu

Gln

Leu

Phe

Tyr

85

Thr

Homo sapiens

Gla

Ser

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

Sex

Cys

Pro

Ser

Thy

Cys

Leu

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Leu

His

Glu

79

Ala

Ala

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile
105

Thre

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Trp

80

Lys

Leu

Ser

Pro

Sex

Sar

75

Sar

Sex

Ser

Arg

Arg

60

Ser

Ser

Leu

Vval

Leu

45

Fhe

Leu

TYL

sSer

Seyx

Leu

Ser

Glu

Pro

Pro

15

Tyr

Ile

Gly

Pro

Trp

Gly

Mat

Tyr

Sex

Glu

80

Thr



Gln Xle

Glu Arg
His Trp
Thy

Thr

Gly
65

Ser

Agsp Ala

Phe

<210> 11

<211> 10
<212>
<213>

<400> 11

val

Ala

Tyr

35

Sar

Gly

Ala

6

PRT

Leu Thr

Thr
20

Leu
Gln Gln
Asn Leu
Thr

Asp

Asp Tyr

Homo sapiens

Gln Ser

Sex Cys

Lys Pro

Ala Ber
85

Phe Thr
70

Tyr Cys

Pro Ala

Ser Ala
25

Gly Gln

40

Gly Ile

Leu Thr

His Gln

The

10

Sex

Ser

Pro

Ile

Tep

105

80

Lau Ser

Sar Ser

Fro Arng

Ser Arg
&0

Sex Ser
15

Ser Sev

Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
10¢

Leau

val

Leu

45

Phe

Leu

Tyr

Sarx

Sar

30

Leu

Ser

Glu

Pro

Fro

15

Tyzr

Ile

Gly

Pro

Trp

Gly

Met

Tyx

Ser

Glu

80

Thr



Gln Ile Val Leu

Glu Arg Ala Thr
20

His Trp Tyr Gln
35

Thy Thr Ser asn
50

Gly Ser Gly Thx
65

Asp Ala Ala Asp

Phe Gly Gln Gly
100

<210> 12

<211> 106

<212> PRT

Thr

Leu

Gln

Leu

Asp

Tyr

85

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 12

Glu Ile val Leu
1

Glu Glu Ala Thr
20

His Trp Tyr Gln
35

Thr Thr Ser Asn
50

Thx

Leu

Gln

Leu

Gin

Ser

Lys

Ala

Tyr

70

YL

Lys

Gin

Ser

Lys

Ala

Ser

Pro

Ser

55

The

Cys

Leu

Ser

Cys

Pro

Ser
55

Pro

Ser

Gly

Gly

Leu

His

Glu

Pro

Sar

Gly

40

Gly

81

Ala

Ala

25

Gln

Ile

Thr

Gln

Ile
105

Ala

Ala

25

Gln

Ile

Thr

Ser

Ser

Bro

Ila

Trp

80

Lys

Thr

10

Ser

Ser

Pro

Leu Sar Leu Ser Pro Gly
15

Ser Ser Val Ser Tyr Met

Pro Arg Leu Leu Ile Tyr
45

Ser Arg Phe Ser Gly Ser
60

Sar Ser Leu Glu Pro Glu
715 80

Sexr Ser Tyr Pro Trp Thr
85

Leu Sar lLeu Ser Pro Gly
15

Ser Ser Val Ser Tyr Met
30

Pro Arg Leu Leu Ile Tyr
45

Ser Arg Phe Ser Gly Ser
60



Gly Ser Gly Thr Phe Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Fro Glu
65 70 75 80

Asp Ala Ala Asp Tyr Tyr Cys His Gln Trp Ser Ser Tyr Pro Trp Thr
85 80 a5

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 108

<210> 13
<211> 106
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 13

Gln Ile Val Leu Thr Gln Ser Pro Ala Thr Leu Ser Leu Ser Pro Gly

Glu Arg Ala Thr Leu Ser Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met
20 25 30

His Trp Tyr Gln Glan Lys Pro Gly Gln Ser Pro Arg Leu Leu Ile Tyr
35 40 45

Thr Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Ile Pro Ser Arg Phe Ser Gly Ser
50 35 60

Gly Ser Gly Thr Phe Tyr Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Glu Pro Glu
63 70 15 80

Asp Ala Ala Agp Tyr Tyr Cysa His Gln Trp Ser Ser Tyr Fro Trp Thr
85 30 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 14

82



<211>
<212>
<213>

<400>

106
PRT

Homo sapiens

14

Gln Ile val

Glu Glu Ala

His Trp Tyr

Thr Thr Ser

Gly Ser Gly

Asp Ala Ala

Phe Gly Gly

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

15
123
PRT

Leu

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Asp

Gly
100

Thr

Leu

Gln

Leu

Phe

Tyx

85

Thr

Mus musculus

15

Gln

Ser

Lys

Ala

TyYE

70

Tyx

Lys

Ser Pro

Cya Ser

Ser Gly

Ser Gly

55

Thr Leu

Cys His

Leu Glu

83

Ala

Ala

25

The

Ile

Thr

Gln

Ile
105

Thr

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Trp
a0

Lys

Leu Ser Leu

Ser Ser Val

PFro Arg Leu

Sex Arg Phe
60

Ser Ser Leu
15

Ser Ser Tyr

Serx

Serxr

30

Leu

Ser

Glu

Pro

Pro Gly
15

Tyr Met

Ile Tyr

Gly Ser

Pro Glu
80

Trp Thr



Glu Val

Ser Leu

Thr Met

Ala Tyr

50

Lys Gly
65
Leu Gln

Ala Arg

Trp Gly

<210> 16

Lys

Lys

Ser

Ile

Arg

Met

Gly

Gin
118

<211> 106

<212> PRT

Leu

Leu

20

Trp

Ser

Phe

Ser

Ala

100

Gin

Met

Ser

Ala

Lys

Thy

Sex

85

Met

Thr

<213> Mus musculus

<400> 16

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

TyY

Ser

Ser

Ala

Gln

Gly

Ser

Lys

Gly

val

Gly

aAla

The

40

Gly

Axg

Ser

Asn

Thr
120

84

Gly

Ser

25

Pro

Ser

Asp

Glu

Asp

105

val

Gly

10

Gly

Glu

Thr

AsSn

Asp

80

Phe

Ser

Leu

Phe

Lys

Tyx

Ala

75

Thy

Phe

Ser

Val

Thr

Arg

Tyx

60

Lys

Ala

Tyr

Gln

FPhe

Leu

45

Pro

Asn

Leu

ro

Fro

Sar

30

Glu

Asp

Thr

Ty:

Met
1190

Gly

15

Thr

Trp

Thr

Leu

Tyr

35

Asp

Gly

Tyxr

val

Val

Tyx

80

Cys

Tyr



Asp Ile Val

Glu Glu Xle

His Trp Tyr
35

Thr Thr Ser
50

Gly Ser Gly
65

Asp Ala Ala

Phe Gly Gly

<210> 17
<211> 123
<212> PRT

Leu

Thy

20

Gln

Asn

Thr

Asp

Gly
100

Ser

Leu

Gln

Leau

Phe

Ty

85

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 17

Gln

Thx

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

Ser

Cys

Sar

Sarn

53

Ser

Cys

Leu

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Ley

His

Glu

85

Ala

Ala

23

The

val

Thr

Gln

Ile
105

Ile
10

Ser
Sexr
Pro
Ile
Trp
90

Lys

Met

Ser

Pro

Ser

Sex

15

Ser

Ser

Ser

Lys

Arg

Sex

Serxr

Ala

val

Leu

43

Phe

Val

TyE

Ser

Sex

30

Leu

Ser

Glu

Pro

Leu

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Trp
95

Met

The

Ser

Glu

Thr



Glu Val Gin Leu Leu Glu Ser Gly

Ser Leu Arg Leu Sexr Cys Ala Ala
20

Thr Met Ser Trp Ala Arg Gln Ala
35 40

Ala Tyr Ile Ser Lys Gly Gly Gly
50 55

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg
65 70

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala
85

Ala Aré Gly Ala Met Phe Gly Asn
100

<210> 18
<211> 106
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

86

Gly

Ser

Bro

Seax

Asp

Glu

Asp
105

Gly
10

Gly

Thr

Asn

Asp

Phe

Leu

Phe

Lys

TyC

Ser

15

Ser

Phe

val

Thr

Gly

Tyr

60

Lys

Ala

Phe

Gln

Fhe

Lau

45

Pro

Asn

Val

Pra

Pro

Ser

Glu

Asp

Thr

TYX

Met
110

Gly |

15

Thr

Trp

Thr

Leu

Tyx

8s

Asp

Tyr

val

Val

Tyr

80

Cys

Arg



Asp Ile Val

Asp Arg Val

His Trp Tyr
35

Thr Thr Ser
50

Gly Ser Gly
65

Asp Val Ala

Phe Gly Gly

<210> 19
<211> 98
<212> PRT

Leu

Thr

2Q

Gln

Asn

Thy

Thr

Gly
100

Thr

Ile

Gin

Leu

Asp

Tyz

88

Thr

<213> Homo sapiens

<400> 19

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Thye

Cys

Val

Pro

Ser

Gly

40

Gly

Leu

His

Glu

87

Ser

Ala

25

Gln

val

Thye

Gln 7

Ile
105

Ser

10

Ser

Ala

Pro

Ile

90

Lys

Leu Sar

Ser Ser

Pro Lys

Ser Axrg
60

Ser Ser
75

Ser Ser

Ala

Val

Leu

435

Phe

Leu

Tyr

Ser

Ser

30

Leu

Ser

Gln

Fro

Val

15

Tyr

Ile

Gly

Pro

Trp
95

Gly

Metb

Tyx

Ser

Glu

80

Thr



Glu Val Gln Leu Leu Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Gla Pro Gly Gly
15

Ser Leu Arg Leu Ser Cys Ala Ala Ser Gly Phe Thr Phe Ser Ser Tyr
20 25 30

Ala Met Ser Trp Val Arg Gln Ala Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Val
35 40 45

Ser Ala Tle Ser Gly Ser Gly Gly Ser Thr Tyr Tyr Ala Asp Ser val
50 55 60

Lys Gly Arg Phe Thr Ile Ser Arg Asp Asn Ser Lys Asn Thr Leu Tyr
a5 70 15 80

Leu Gln Met Asn Ser Leu Arg Ala Glu Asp Thr Ala Val Tyr Tyr Cys
85 g0 95

Ala Lys

<210> 20
<211> 15
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 20

Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Sexr Ser
1 L 10 15

<210> 21
<211> 95
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 21

88



Glu Ile val

Glu Arg Ala

Leu Ala Trp

Tyr Asp Ala

35

50

Ser Gly Ser

65

Glu Asp Phe

<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

1

<210>
<211>
<212>
<213>
<400>

22
12
PRT

Leu

Thr

20

Ser

Gly

Ala

Thr

5

Leu

Gln

Asn

Thr

val
85

Homo sapiens

22

23
453
PRT

Homo sapiens

23

Gln

Serxr

Gln

Arg

Asp

70

TYyr

ser

Cys

Lysa

Ala

55

FPhe

TYr

Frxo

Arg

Pro

4Q

Thr

Thr

Cys

89

Ala

aAla

25

Gly

Gly

Leu

Gln

Thr

10

Ser

Gln

Ile

Thr

Gln
80

Leu

Gin

Ala

Pro

Ile

73

Arg

Ser

Ser

Pro

Ala

&0

Ser

Ser

Leu

val

Axrg

45

Arg

Ser

Asn

Trp Thr Phe Gly Gln Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys
5 10

Ser

Ser

3¢

Leu

Fhe

Leu

TYp

Pro

15

Ser

Leu

Ser

Glu

Pro
95

Gly

TyL

Ile

Gly

Pro
840



Glu

Ser

Thr

Ala

Lys

&5

Leu

Ala

Trp

Pro

Thy

1435

Thre

Pre

Thr

Aan

Ser
228

val

Leu

Met

Tye

50

Gly

Gln

Arg

Gly

Sar

139

Ala

Val

Alzs

Val

His

210

Cys

Lys

Arg

Sex

33

Ile

Arg

Met

Gly

Gln

115

Val

Als

Ser

Val

Pro

185

Lys

Azp

Lsu

Leu

20

Trp

sex

Phe

Asn

Ala

100

Gly

Phe

Lau

Trp

Leu

180

Sex

Pro

Lys

Lay

Ser

Val

Lys

Thre

Sexr

85

Mat

Thr

Pro

Gly

Asn

163

Gln

Say

Ser

The

Glu

Cys

Arg

Gly

Nle

70

Leu

Tyr

Thr

Len

Cys

150

Sar

Sex

Sex

asn

His
230

Sarx
Ala
Gln
Gly
55

Sear
Arqg
Gly
Val
Ala
135

Lay

Gly

Ala

Thy

40

Gly

Arg

Ala

Asn

Thr

124

Pro

Val

Gly

Sar

25

Pra

Ser

Asp

Glu

Asp

108

val

Sex

Lys

Gly

10

Gly

Gly

Thr

Asn

Asp

S0

Phe

Sex

Ser

Asp

Leu

Phe

Lys

YL

Se

5

Thr

Phe

Serx

Lys

Tye
155

Gly Ala Leu Thr Ser

Ser

Leu

Thr

215

Thr

170

Gly Leu Tyr Sex

185

Gly Thr Gin Thr

200

Lys Val Asp Lys

Cys Pro Fro {ys

90

235

Vval
Thy
Arg
Tyx
o0

Lys
Ala
Tyxr
Ala
Ser
140

Phe

Gly val His

Lay Sear Ser

Tyr Ile Cya

Lys Val Glu

220

Pro Ala Pro

Gln

Phe

Leu

45

Pro

Asn

val

Pro

Sex

125

Thre

Fxo

205

Pro Gly

Sexr Thr

30

Glu Trp

Asp Thx

Thr Leu

Tyr Tyr

95

Met Asp
110
Thr Lys

Ser Gly

Gilu Pro

Gly

Tyr

Val

val

Tyx

80

Cya

Tyx

Gly

Gly

¥al
160

Thr Phe

175

190

Val val

Asn Val

Pro Lys

Glu Leu

240



Leu G8ly Gly Pro Ser Vval Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr
245 250 255

Leu Met Ile Ser Arg Thr Pro Glu Vval Thr Cys Val val Val Asp Val
260 265 270

Ser His Glu Asp Pro Glu Val Lya Phe Asn Trp Tyr Val Asp Gly Vval
275 280 285

Glu Val His ARan Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Ala Ser
280 295 300

Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu
308 310 315 320

Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala
325 330 338

Fro Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Lys Gly Gln Fro Arg Glu Pro
340 345 350

Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thx Lys Asn Gin
355 360 365

val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr PFro Ser Asp Ile Ala
370 375 380

val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr Thr
38% 350 395 400

Fro PFro Val Leu Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyr Ser Lys Leu
405 410 415

Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Sex
420 425 430

Val Mat His Glu Gly Leu His Asn His Tyr Thr Gln Lys Ser Leu Sex
435 440 445

Leu Ser Pro Gly Lys
450

91



REIVINDICACOES

1. Um anticorpo anti-TrkA caracterizado por compreender:

uma das seguintes combinacdes de cadeias leves e pesadas:
SEQ ID NO: 3 e SEQ ID NO: 9, SEQ ID NO: 5 e SEQ ID NO: 7
ou SEQ ID NO: 5 e SEQ ID NO: 9.

2. Um anticorpo, de acordo com a reivindicacéao 1,
caracterizado por se ligar com maior afinidade a TrkA do que

a TrkB.

3. Um anticorpo, de acordo com qualqgquer uma das
reivindicacdes precedentes, caracterizado por ser capaz de

bloguear ou reduzir a ligacdo de NGF ao receptor TrkA.

4, Um anticorpo, de acordo com qualqgquer uma das
reivindicacdes precedentes, caracterizado por ser capaz de
blogquear ou reduzir uma ou mais actividades bioldgicas que
seriam de outra forma induzidas pela 1ligacdo de NGF ao

receptor TrkA.

5. Um anticorpo de acordo, com qualqgquer uma das
reivindicacdes precedentes, caracterizado por compreender

uma regido constante derivada de um n&do roedor.

6. Um anticorpo, de acordo com qualqgquer uma das
reivindicacdes precedentes, caracterizado por compreender
uma regido constante humana ou uma regido constante com pelo

menos 75% de identidade de sequéncia com uma regido constante

humana.
7. Um anticorpo, de acordo com qualqgquer uma das
reivindicacdes precedentes, caracterizado por compreender



uma regido constante IgG humana ou uma regido constante com

pelo menos 75% de identidade de sequéncia com ela.

8. Um anticorpo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes precedentes, caracterizado por compreender
uma regido constante qgque tenha uma ou mais alteracdes de
aminodacidos em relacéo a uma regisao constante de
imunoglobulina humana que previna/reduza uma ou mais das

situacdes seguintes:

a) activacdo do complemento;
b) lise mediada por complemento;
c) activacdo de células T;

d) ligacgdo a um receptor Fc.

9. Um anticorpo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes precedentes, caracterizado por proporcionar
um valor de DO a 450/630 nm maior que 0,1 num ensaio ELISA de

ligacdo TrkA-IgG.

10. Um anticorpo, de acordo com qualqgquer uma das
reivindicacdes precedentes, caracterizado por proporcionar
um aumento na coloracdo FACS de células TF1l, num ensaio de
ligagcdo celular a base de FACS de expressdo de TrkA na
superficie de células TF1l, que seja um aumento superior a 1,0

vezes.

11. Um anticorpo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes precedentes, caracterizado por ter um valor
de Kp menor que 4,18x 107® M em relacdo a ligacdo TrkA-IgG num
ensaio de anédlise de ressonédncia plasménica superficial, onde

TrkA-IgG é imobilizado num chip sensor CM-5



12. Um anticorpo, de acordo com qualqgquer uma das
reivindicacdes precedentes, caracterizado por apresentar
pelo menos 90% de humanizacdo, medida nas regibes estruturais

totais da regido variédvel de pelo menos uma cadeia.

13. Um anticorpo, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes precedentes, caracterizado por apresentar
pelo menos 95% de humanizacdo, medida nas regides estruturais

totais da regido varidvel de pelo menos uma cadeia.

14. Um anticorpo, de acordo com qualqgquer uma das
reivindicacdes 12 ou 13, caracterizado por apresentar pelo
menos a percentagem de humanizacdo dada numa das referidas
reivindicacdes, em relacdo as regides estruturais para ambas

as cadeias leves e pesadas.

15. Um derivado de um anticorpo, de acordo com gualgquer uma

das reivindicac¢des precedentes, caracterizado por ser:

a) um fragmento do referido anticorpo, onde o fragmento
estd sob a forma de cadeias ScFv, ser um fragmento de Fv
ou Fab,

b) um multimero de fragmentos tais como minicorpos, ScFv
bis (ou superior), diacorpos, triacorpos, tetracorpos,
multimeros Fab,

c) um produto de fusdo do fragmento de anticorpo referido

ou multimero de fragmentos e uma outra fraccéo.

lo. Um derivado, de acordo com a reivindicacéao 15,
caracterizado por ser um produto de fusdo e uma outra fraccgédo
ser um agente seleccionado entre o0s seguintes: um agente de
diagndéstico, um agente terapéutico, um agente de marcacgdo, um
agente que aumenta a semi-vida e/ou que reduz a

imunogenicidade do referido derivado num hospedeiro humano.



17. Um seu derivado, de acordo com a reivindicacdo 16,

caracterizado por o agente terapéutico ser uma citotoxina.

18. Um anticorpo ou seu derivado, de acordo com qualquer uma
das reivindicacdes precedentes, caracterizado por ser

PEGuilado.

19. Um anticorpo ou derivado, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes precedentes, caracterizado por estar numa

forma imobilizada.

20. Um anticorpo ou derivado, de acordo com qualgquer uma das

reivindicacdes 1 a 19, para uso em medicina.

21. Um anticorpo ou derivado, de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 19, para uso em tratamento de dor.

22. Um anticorpo ou derivado. de acordo com qualgquer uma das

reivindicac¢cdes 1 a 19, para uso em tratamento de dor crdnica.

23. Um anticorpo ou derivado, de acordo com qualquer uma das

reivindicacdes 1 a 19, para uso em tratamento de dor aguda.

24. Um anticorpo ou derivado. de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 19, para uso em tratamento de dor
associada a uma ou mais das situacdes seguintes: pancreatite,
pedras nos rins, endometriose, DII, doenca de Crohn,
aderéncias pods-cirtrgicas, pedras na vesicula, dores de
cabeca, dismenorréia, dores musculares, entorses, dor
visceral, quistos nos ovarios, prostatite, cistite, cistite
intersticial, dor pods-operatdria, enxaqueca, neuralgia do
trigémeo, dor de queimaduras e/ou de feridas, dor associada a

trauma, dor neuropadtica, dor associada a lesdes musculo-



esqueléticas, artrite reumatdide, osteoartrite, espondilite
anquilosante, patologias periarticulares, dor oncoldgica, dor

de metédstases désseas, infeccdo por HIV.

25. Um anticorpo ou derivado, de acordo com qualgquer uma das
reivindicacdes 1 a 19, para uso em tratamento de cancro, de
distturbio neuronal (por exemplo, um disturbio
neurodegenerativo), doenca de Alzheimer, Diabetes mellitus,
de um disturbio wviral, de um distirbio mediado por HIV, de

lepra ou de um distlrbio inflamatério.

26. Um anticorpo ou derivado, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 21 a 25, caracterizado por o tratamento

envolver ADCC.

27. Uma combinacdo de um anticorpo ou derivado, de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 19, e um analgésico, para
administracéao simulténea, sequencial ou concertada em

medicina.

28. Uma combinacdo de um anticorpo ou derivado, de acordo com
qualquer uma das reivindicagtes 1 a 19, e NGF, para
administracéo simulténea, sequencial ou concertada em

medicina.

29. Uma combinacdo de um anticorpo ou derivado, de acordo com
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 19, e outro anticorpo
anti-TrkA ou seu derivado, para administracdo simultéanea,

sequencial ou concertada em medicina.

30. Uma composicdo farmacéutica caracterizada por compreender
um anticorpo ou seu derivado, de acordo com gualgquer uma das
reivindicacdes 1 a 19, e um veiculo ou excipiente

farmaceuticamente aceitéavel.



31. Uma composicdo farmacéutica caracterizada por compreender
um anticorpo, de acordo com qualquer uma das reivindicac®es 1

a 19, e outro agente farmaceuticamente activo.

32. Uma composicéo farmacéutica, de acordo com a
reivindicacdo 31, caracterizada por o outro agente referido

ser um ou mals de:

a) um agente analgésico;
b)outro anticorpo anti-TrkA ou seu derivado;
c) NGE;

d) um agente anti-cancro.

33. Um anticorpo ou seu derivado, de acordo com gqualguer uma
das reivindicacbes 1 a 19, para uso em diagndéstico ou

progndstico.

34, Um anticorpo ou seu derivado para uso em diagndstico ou
progndéstico de qualquer das doencas ou disturbios

especificados nas reivindicacdes 21 a 25.

35. Um 4&cido nucleico que codifica um anticorpo ou seu
derivado, de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes 1 a

19.

36. Um vector compreendendo um acido nucleico de acordo com a

reivindicacdo 35.

37. Um mamifero transgénico ndo humano gue expressa um
anticorpo ou seu derivado, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 e 19, ou que possa ser induzido a fornecer

essa expressdao.



38. Um kit de partes que compreende um anticorpo ou derivado,
de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 e 19,
juntamente com instrucdes que orientam a sua utilizacdo por

um sujeito como um analgésico.
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Figura 11
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