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RESUMO
“ANTICORPOS ANTI-NGF E METODOS DE UTILIZAQAO DOS MESMOS”

A invencgao refere-se a anticorpos anti-NGF (tais como
anticorpos antagonistas anti-NGF) e a polinucledétidos que
codificam os mesmos. A invencdo refere-se ainda a
utilizacdo desses anticorpos e/ou polinucledtidos no
tratamento e/ou na prevencdo da dor, incluindo dor pds-

cirurgica, dor de artrite reumatoide e dor de osteocartrite.



DESCRICAO

“ANTICORPOS ANTI-NGF E METODOS DE UTILIZAQAO DOS MESMOS”

CAMPO DA INVENCAO

A invencgado refere-se a anticorpos anti-NGF (tais como
anticorpos antagonistas anti-NGF). A invengédo refere-se
ainda a utilizacdo desses anticorpos no tratamento e/ou na
prevengdo da dor, incluindo dor pds-cirtrgica, dor de
artrite reumatoide e dor de osteoartrite.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

O fator de crescimento do nervo (NGF) foi a primeira
neurotrofina a ser identificada, e a sua funcdo no
desenvolvimento e na sobrevivéncia dos neurdnios centrais e
periféricos foi bem caracterizada. O NGF mostrou ser um
fator de manutencao e sobrevivéncia critico no
desenvolvimento de neurdénios sensoriais embriondrios e
simpaticos periféricos, bem como de neurdénios colinérgicos
do cérebro anterior basal. Smeyne et al., Nature 368:246-
249 (1994) e Crowley et al., Cell 76:1001-1011 (19%94). O
NGF aumenta a expressao de neuropéptidos nos neurdnios
sensoriais (Lindsay and Harmer, Nature 337:362-364 (1989))
e a respetiva atividade é mediada através de dois recetores
diferentes ligados por membrana, o recetor TrkA e o recetor
de neurotrofinas comum p75 (por vezes denominados recetores
NGF de “alta afinidade” e de “baixa afinidade”,
respetivamente). Chao et al., Science 232:518-521 (1986).
Para obter uma recapitulacao sobre o NGF, consulte Huang et
al., Annu. Rev. Neurosci. 24:677-736 (2001); Bibel et al.,
Genes Dev. 14:2919-2937 (2000). A estrutura cristalina de
NGF e NGF no complexo com o recetor trkA foi determinada.
Consulte Nature 254:411 (1991); Nature 401:184-188 (1996).

O fator de crescimento do nervo (NGF) foi a primeira
neurotrofina a ser identificada, e a respetiva funcao no

desenvolvimento e na sobrevivéncia dos neurdnios centrals e



periféricos foili bem caracterizada. O NGF mostrou ser um
fator de manutencao e sobrevivéncia critico no
desenvolvimento de neurdénios sensoriais embriondrios e
simpaticos periféricos, bem como de neurdnios colinérgicos
do cérebro anterior basal (Smeyne, et al., Nature 368:246-
249 (1994) e Crowley, et al., Cell 76:1001-1011 (1994)). O
NGF aumenta a expressao de neuropéptidos nos neurdnios
sensoriais (Lindsay, et al., Nature 337:362-364 (1989)), e
a respetiva atividade é mediada através de doils recetores
diferentes ligados por membrana, o recetor tirosina quinase
TrkA e o recetor p75, que estd relacionado estruturalmente
com outros membros da familia de recetores do fator de
necrose tumoral (Chao, et al., Science 232:518-521 (1986)).

Além destes efeitos no sistema nervoso, o NGF tem sido
cada vez mais wutilizado em processos fora do sistema
nervoso. Por exemplo, 0 NGF mostrou melhorar a
permeabilidade wvascular (Otten, et al., Eur J Pharmacol.
106:199-201 (1984)), melhorar as respostas imunitdrias da
célula T e B (Otten, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EUA
86:10059-10063 (1989)), induzir diferenciacadao de linfdécitos
e proliferacdao de mastdcitos e causar a libertacdao de
sinais bioldgicos soluveis a partir de mastdcitos (Matsuda,
et al., Proc. Natl. Acad Sci. EUA §85:6508-6512 (1988);
Pearce, et al., J. Physiol. 372:379-393 (1986); Bischoff,
et al., Blood 79:2662-2669 (1992); Horigome, et al., J.
Biol. Chem. 268:14881-14887 (1993)). Embora 0 NGF
adicionado de forma exdgena tenha mostrado ser capaz de ter
todos estes efeitos, ¢ 1importante referir que sd raras
vezes fol mostrado que o NGF enddbgeno ¢é importante em
qualguer um destes processos in vivo (Torcia, et al., Cell.
85(3): 345-56 (1996)). Por conseguinte, nao é claro qual
poderd ser o efeito, se existir algum, da inibicdo da
bioatividade de NGF enddgeno.

O NGF ¢é produzido por diversos tipos de célula,

incluindo mastdécitos (Leon, et al., Proc. Natl. Acad Sci.



EUA 91: 3739-3743 (1994)), 1linfdécitos B (Torcia, et al.,
Cell 85:345-356 (1996), queratindécitos (Di Marco, et al.,
J. Biol. Chem. 268:22838-22846)), células do musculo 1liso
(Ueyama, et al., J. Hypertens. 11:1061-1065 (1993)),
fibroblastos (Lindholm, et al., Eur. J. Neurosci. 2:795-801
(1990)), células epiteliais brdéngquicas (Kassel, et al.,
Clin, Exp. Allergy 31:1432-40 (200 1)), células mesangiais
renais (Steiner, et al., Am. J. Physiol. 261:F792-798
(1991)) e miotubos do muasculo-esquelético (Schwartz, et
al., J Photochem. Photobiol. B66:195-200 (2002)). Os
recetores NGF foram descobertos numa variedade de tipos de
célula fora do sistema nervoso. Por exemplo, TrkA foi
descoberto em mondécitos humanos, linfécitos T e B e
mastdécitos.

Foi observada uma associacdo entre niveis de NGF
maiores e uma variedade de condicgdes inflamatdrias nos
pacientes humanos, bem como em diversos modelos animais.
Estas incluem lupus eritematoso sistémico (Bracci-Laudiero,
et al., Neuroreport 4:563-565 (1993)), esclerose multipla
(Bracci-Laudiero, et al., Neurosci. Lett. 147:9-12 (1992)),
psoriase (Raychaudhuri, et al., Acta Derm. 1’enereol.
78:84-86 (1998)), artrite (Falcim, et al., Ann. Rheum. Dis.
55:745-748 (1996)), cistite intersticial (Okragly, et al.,
J. Urology 161:438-441 (1999)) e asma (Braun, et al., Eur.
Jlmmunol. 28:3240-3251 (1998)).

Constantemente, um nivel elevado de NGF nos tecidos
periféricos € associado a hiperalgesia e inflamacao, e tal
foi observado em diversas formas de artrite. A membrana
sinovial dos pacientes afetados por artrite reumatoide
expressa niveis elevados de NGF, enquanto na membrana
sinovial nao inflamada, o NGF foi declarado como nao sendo
detetdvel (Aloe, et al., Arch. Rheum. 35:351-355 (1992)).
Foram observados resultados semelhantes em ratos com
artrite reumatoide induzida experimentalmente (Aloe, et
al., Clin. Exp. Rheumatol. 10:203-204 (1992)). Foram



declarados niveis elevados de NGF em ratinhos artriticos
transgénicos juntamente com um aumento no numero de
mastdécitos (Alcoce, el al., Int. J. Tissue Reactions-Exp.
Clin. Aspects 15: 139-143 (1993)). A Publicacao PCT n.° WO
02/096458 divulga a utilizacdo de anticorpos anti-NGF de
determinadas propriedades no tratamento de varios
disturbios relacionados com NGF, tal como uma condicao
inflamatdéria (por ex. artrite reumatoide). Foi declarado
que um anticorpo anti-NGF purificado injetado nos ratinhos
transgénicos artriticos transportando o gene do fator-o de
necrose tumoral (INF-o) humano provocou uma redugao no
numero de mastdcitos, bem como uma diminuicdo nos niveis de
histamina e substédncia P na membrana sinovial dos ratinhos
com artrite (Aloe et al., Rheumatol. Int. 14: 249-252
(1995)). Foi demonstrado que a administracdao exdgena de um
anticorpo NGF reduziu o nivel melhorado de TNF-o que ocorre
nos ratinhos artriticos (Manni et al., Rheumatol. Int. 18:
97-102 (1998)).

Igualmente, a maior expressao de NGF e recetor NGF de
alta afinidade (TrkA) foi observada nos condrdcitos da
ostecartrite humana (Iannone et al., Rheumatology 41:1413-
1418 (2002)).

Foram declarados anticorpos antagonistas anti-NGF de
roedor. Consulte, por ex., Hongo et al, Hybridoma (2000)
19(3): 215-227; Ruberti et Al. (1993) Cell. Molec.
Neurobiol. 13(5): 559-568. Contudo, guando os anticorpos de
roedor sao utilizados terapeuticamente em seres humanos, é
desenvolvida uma resposta de anticorpo antimurino humano
num numero significativo de individuos tratados. Além
disso, as funcgbdes efetoras dos anticorpos de ratinho
provaram ser menos eficazes no contexto humano. Deste modo,
existe uma séria necessidade de anticorpos antagonistas
anti-NGF, incluindo anticorpos antagonistas anti-NGF

humanizados.



BREVE SUMARIO DA INVENCAO

A invencadao aqui divulgada refere-se a anticorpos para
o fator de crescimento do nervo.
Num aspeto, a invencdo fornece um anticorpo antifator de
crescimento do nervo (NGF) ou fragmento do mesmo, que
compreende:

(a) trés CDRs de uma regido varidvel de cadeia pesada
de SEQ. ID N.° 1; e

(b) trés CDRs de uma regido variadvel de cadeia leve
de SEQ. ID N.° 2;
em que as CDRs sao CDRs de Kabat, CDRs de Chothia, ou uma
combinacdo de CDRs de Kabat e Chothia, e em que o anticorpo
ou fragmento do mesmo liga o NGF humano com uma Kp de 2 nM
ou menos, conforme determinado pela ressondncia de plasma
de superficie BIAcore.
Noutro aspeto, a invencao fornece um anticorpo antifator de
crescimento do nervo (NGF) ou fragmento do mesmo, dgue
compreende:

(a) uma regido variavel de cadeia pesada que
compreende:

(i) wuma regidao CDR1 de SEQ. ID N.° 3;

(ii) uma regido CDR2 de SEQ. ID N.° 4;

(iii) wuma regido CDR3 selecionada a partir do grupo
que consiste nas SEQ. ID N.°s 58 e 60; e

(b) uma regiao varidvel de cadeia leve que
compreende:

(1) uma regidao CDR1 de SEQ. ID N.° 6;

(ii) uma regidao CDR2 de SEQ. ID N.° 7;

(1i1i) wuma regido CDR3 selecionada a partir do grupo
que consiste nas SEQ. ID N.°s 57, 59 e 61;
em que o anticorpo ou fragmento do mesmo liga o NGF humano
com uma Kp de 2nM ou menos conforme determinado pela
ressonédncia de plasma de superficie BIAcore.
Noutro aspeto, a 1nvencao corresponde a um anticorpo

humanizado e de afinidade maturada, E3, que liga



especificamente o fator de crescimento do nervo (“NGE”)
humano e de roedor. As sequéncias de aminodcidos das
regides varidveils de cadeia pesada e cadeia leve de E3 sao
ilustradas nas Figuras 1A (SEQ. ID N.° 1) e 1B (SEQ. ID N.°
2), respetivamente. As porgcbes de CDR do anticorpo E3
(incluindo CDRs de Chothia e de Kabat) sao representadas
esquematicamente nas Figuras 1A e 1B. As sequéncias de
aminodcidos de cadeilas pesadas e leves de E3 e das CDRs
alargadas individuais s&o 1ilustradas i1gualmente abaixo
(Consulte “sequéncias de anticorpos” abaixo).

Noutro aspeto, a invengao corresponde a um anticorpo
que compreende um fragmento ou uma regido do anticorpo E3
(agqui alternadamente denominado “E3”). Numa forma de
realizacdo, o fragmento é uma cadeia leve do anticorpo E3,
conforme ilustrado na Figura 1B. Noutra forma de
realizacdo, o fragmento €& uma cadeia pesada do anticorpo
E3, conforme ilustrado na Figura 1A. Ainda noutra forma de
realizacgéo, o fragmento contém uma ou mails regides
varidveis de uma cadeia leve e/ou de uma cadeia pesada do
anticorpo E3. Ainda noutra forma de realizacdo, o fragmento
contém uma ou mais regides determinantes de
complementaridade (CDRs) de uma cadeia leve e/ou de uma
cadeia pesada do anticorpo E3, conforme ilustrado nas
Figuras 1A e 1B.

Noutro aspeto, a invencao corresponde a um anticorpo
que compreende uma cadeia leve que ¢é codificada por um
polinucledétido produzido por uma célula hospedeira com um
numero de depdsito de ATCC N.° PTA-4893 ou ATCC N.° PTA-
4894. Noutro aspeto, a invencgao corresponde a um anticorpo
que compreende uma cadeia pesada que € codificada por um
polinucledétido produzido por uma célula hospedeira com um
numero de depdsito de ATCC N.° PTA-4895. Noutro aspeto, a
invencao corresponde a um anticorpo que compreende (a) uma
cadeia leve que € <codificada por um polinucledtido

produzido por uma célula hospedeira com um numero de



depdsito de ATCC N.° PTA-4894 ou ATCC N.° PTA-4893; e (b)
uma cadeia pesada que € codificada por um polinucledétido
produzido por uma célula hospedeira com um numero de
depdésito de ATCC N.° PTA-4895 (por uma questao de
conveniéncia, os polinucledétidos produzidos por uma célula
hospedeira depositada sao aqui referidos como tendo um
numero de depdsito de ATCC N.°s PTA-4894, PTRA-4893 e PTA-
4895) . Noutro aspeto, a invencado corresponde a um anticorpo
que compreende uma regido variadvel de cadeia leve de uma
cadeia leve que €& codificada por um polinucledtido
produzido por uma célula hospedeira com um numero de
depdsito de ATCC N.° PTA-4894 ou ATCC N.° PTA-4893. Noutro
aspeto, a invencdo corresponde a um anticorpo que
compreende uma regido varidvel de cadeia pesada de uma
cadeia pesada que ¢é codificada por um polinucledtido
produzido por uma célula hospedeira com um numero de
depdsito de ATCC N.° PTA-4895. Noutro aspeto, a invencgao
corresponde a um anticorpo que compreende (a) uma regiao
varidvel de cadeia leve de uma cadeia leve que € codificada
por um polinucledtido produzido por uma célula hospedeira
com um numero de depdsito de ATCC N.° PTA-4894 ou ATCC N.°
PTA-4893, e (b) uma regido varidvel de cadeia pesada de uma
cadeia pesada que é codificada por um polinucledtido
produzido por uma célula hospedeira com um numero de
depdsito de ATCC N.° PTA-4895. Noutro aspeto ainda, a
invengdo corresponde a um anticorpo que compreende uma ou
mais CDRs codificadas por (a) um polinucledétido produzido
por uma célula hospedeira com um numero de depdsito de ATCC
N.° PTA-4894; e/ou (b) uma cadeia pesada que € codificada
por um polinucledétido produzido por uma célula hospedeira
com um numero de depdsito de ATCC N.° PTA-4895.

Em algumas formas de realizacéao, o) anticorpo
compreende a regidao constante de cadeia ©pesada IgG2a
humana. Em algumas formas de realizacgcao, o anticorpo

compreende a regidao constante de cadeia leve kappa humana.



Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo compreende uma
regido constante modificada, tal como uma regido constante
que ¢é imunologicamente inerte, por ex. nao aciona a lise
mediada pelo complemento ou nao estimula a citotoxicidade
mediada por células dependente de anticorpos (ADCC) .
Noutras formas de realizacéao, a regiao constante é
modificada conforme descrito em Eur. J. Immunol. (1999)
29:2613-2624; Pedido de Patente PCT/GB99/01441; e/ou Pedido
de Patente UK 9809951.8. Noutras formas de realizacgéao
ainda, o anticorpo compreende uma regido constante de
cadeia pesada IgG2a humana que compreende as seguintes
mutagdes: A330P331 a S330S8331 (numeragdo de aminodcidos
relativamente a sequéncia de IgG2a de tipo selvagem). Eur.
J. Immunol. (1999) 29:2613-2624.

Noutro aspeto, a 1invencao fornece polipéptidos (que
podem ou nao ser um anticorpo) gque compreendem qualquer um
ou mais dos seguintes: a) uma ou mais CDRs do anticorpo E3
ilustradas nas Figuras 1A e 1B; b) CDR H3 da cadeia pesada
do anticorpo E3 ilustrada na Figura 1A; c¢) CDR L3 da cadeia
leve do anticorpo E3 ilustrada na Figura 1B; d) trés CDRs
da cadeia leve do anticorpo E3 ilustradas na Figura 1B; e)
trés CDRs da cadeia pesada do anticorpo E3 ilustradas na
Figura 1A; e f) trés CDRs da cadeia leve e trés CDRs da
cadeia pesada do anticorpo E3 ilustradas nas Figuras 1A e
1B. A invencdo fornece ainda polipéptidos (gue podem ou nao
ser um anticorpo) gue compreendem gqualquer um ou mais dos
seguintes: a) uma ou mais (uma, duas, trés, quatro, cinco
ou seis) CDRs derivadas do anticorpo E3 ilustradas nas
Figuras 1A e 1B; b) uma CDR derivada de CDR H3 da cadeia
pesada do anticorpo E3 ilustrada na Figura 1A; e/ou c) uma
CDR derivada de CDR L3 da cadeia leve do anticorpo E3
ilustrada na Figura 1B. Em algumas formas de realizacgao, as
CDRs podem ser CDRs de Kabat, CDRs de Chothia, ou uma
combinacdo de CDRs de Kabat e Chothia (aqui denominadas

CDRs *"alargadas” ou “combinadas”). Em algumas formas de



realizacdo, os polipéptidos (tal como um anticorpo) ligam o
NGF (tal como o NGF humano). Em algumas formas de
realizacao, os polipéptidos compreendem gqualguer uma das
configuracdes de CDR (incluindo combinacdes, variantes,
etc.) aqui descritas.

Além disso, sao descritos polipéptidos (tal como um
anticorpo) que compreendem uma regido varidvel de cadeia
pesada que compreende SEQ. ID N.° 9, em que 134 corresponde
asS, L, V, A ou I; e N35 é substituido por N, T ou S. Por
uma questao de conveniéncia, “substituido” ou “corresponde”
neste contexto ou referéncia a um aminodcido refere-se aqui
a escolhas de aminoadcidos para uma determinada posicgéo.
Como & <claro, a substituicdo, ou escolha, pode ser o
aminodcido representado numa SEQ. ID ou Figura.

Além disso, sao descritos polipéptidos (tal como um
anticorpo) que compreendem uma regido varidvel de cadeia
pesada que compreende SEQ. ID N.° 10, em que M50
corresponde a M, I, G, Q, S ou L; A62 corresponde a A ou S;
e L63 corresponde a L ou V.

Além disso, sao descritos polipéptidos (tal como um
anticorpo) que compreendem uma regido varidvel de cadeia
pesada que compreende SEQ. ID N.° 11, em que Y100
corresponde a Y, L ou R; em que Y101l corresponde a Y ou W;
em gque G103 corresponde a G, A ou S; em gque T104
corresponde a T ou S; em que S105 corresponde a S, A ou T;
em que Y106 corresponde a Y, R, T ou M; em que Y107
corresponde a Y ou F; em que F108 corresponde a F ou W; em
que D109 corresponde a D, N ou G; e em que Y110 corresponde
ayY, K, S, R ou T.

Sao descritos igualmente polipéptidos (tal como um
anticorpo) que compreendem uma regido varidvel de cadeia
pesada que compreende SEQ. ID N.° 11, em que Y100
corresponde a Y, L ou R; em que Y101l corresponde a Y ou W;
em que G103 corresponde a G, A ou S; em gqgque T104

corresponde a T ou S; em que S105 corresponde a S, A ou T;
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em que Y106 corresponde a Y, R, T ou M; em que Y107
corresponde a Y ou F; em que F108 corresponde a F ou W; em
que D109 corresponde a S, A, C, G, D, N, T ou G; e em que
Y110 corresponde a gqualquer aminoacido.

Sao descritos igualmente polipéptidos (tal como um
anticorpo) que compreendem uma regido varidvel de cadeia
pesada que compreende SEQ. ID N.° 11, em que (G98
corresponde a G, S, A, C, V, N, D ou T; em que G99
corresponde a G, S, A, C, V, N, D ou T; em qgque Y100
corresponde a Y, L ou R; em que Y101 corresponde a Y ou W;
em que G103 corresponde a G, A ou S; em dgque T104
corresponde a T ou S; em que S105 corresponde a S, A ou T;
em que Y106 corresponde a Y, R, T ou M; em que Y107
corresponde a Y ou F; em que F108 corresponde a F ou W; em
que D109 corresponde a S, A, C, G, D, N, T ou G; e em que
Y110 corresponde a qualquer aminoacido.

Sao descritos igualmente polipéptidos (tal como um
anticorpo) que compreendem uma regido varidvel de cadeia
leve que compreende SEQ. ID N.° 12, em que S26 corresponde
a S ou F; D28 corresponde a D, S, A ou Y; e H32 corresponde
a H, N ou Q.

Sao descritos igualmente polipéptidos (tal como um
anticorpo) gque compreendem uma regido varidvel de cadeia
leve que compreende SEQ. ID N.° 13, em que I51 corresponde
a I, T, V ou A; e S56 corresponde a S ou T.

Sao descritos igualmente polipéptidos (tal como um
anticorpo) que compreendem uma regido varidvel de cadeia
leve que compreende SEQ. ID N.° 14, em que S91 corresponde
a S ou E; K92 corresponde a K, H, R ou S; e em qgque Y96
corresponde a Y ou R.

Sao descritos i1gualmente polipéptidos (tal como um
anticorpo) gque compreendem uma regido varidvel de cadeia
leve que compreende SEQ. ID N.° 14, em que S91 corresponde
a S ou E; K92 corresponde a qualgquer aminoacido; T93

corresponde a qualquer aminodcido; e em gque Y96 corresponde
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a ¥ ou R.

Sao descritos igualmente polipéptidos (tal como um
anticorpo) gque compreendem uma sequéncia de aminodcidos
ilustrada na SEQ. ID N.° 9, em que 134 corresponde a S, L,
V, A ou I; e N35 corresponde a N, T ou S.

Sao descritos igualmente polipéptidos (tal como um
anticorpo) que compreendem uma sequéncia de aminodcidos
ilustrada na SEQ. ID N.° 10, em que M50 corresponde a M, I,
G, Q, S ou L; A62 corresponde a A ou S; e L63 corresponde a
L ou V.

Sao descritos igualmente polipéptidos (tal como um
anticorpo) gque compreendem uma sequéncia de aminodcidos
ilustrada na SEQ. ID N.° 11, em que Y100 corresponde a Y, L
ou R; em que Y101 corresponde a Y ou W; em gque G103
corresponde a G, A ou S; em que T1l04 corresponde a T ou S;
em que S105 corresponde a S, A ou T; em que Y106
corresponde a Y, R, T ou M; em que Y107 corresponde a Y ou
F; em que F108 corresponde a F ou W; em que D109
corresponde a D, N ou G; e em que Y110 corresponde a Y, K,
S, R ou T.

Sao descritos igualmente polipéptidos (tal como um
anticorpo) que compreendem uma sequéncia de aminoacidos
ilustrada na SEQ. ID N.° 11, em que Y100 corresponde a Y, L
ou R; em que Y101 corresponde a Y ou W; em que G103
corresponde a G, A ou S; em que T104 corresponde a T ou S;
em que S105 corresponde a S, A ou T; em que Y106
corresponde a Y, R, T ou M; em que Y107 corresponde a Y ou
F; em que F108 corresponde a F ou W; em que D109
corresponde a S, A, C, G, D, N, T ou G; e em qgque Y110
corresponde a qualquer aminodcido.

Sao descritos i1gualmente polipéptidos (tal como um
anticorpo) que compreendem uma sequéncia de aminodcidos
ilustrada na SEQ. ID N.° 11, em que G98 corresponde a G, S,
A, C, V, N, Dou T; em que G99 corresponde a G, S, A, C, V,

N, D ou T; em que Y100 corresponde a Y, L ou R; em que Y101



12

corresponde a Y ou W; em que G103 corresponde a G, A ou S;
em que T104 corresponde a T ou S; em que S105 corresponde a
S, A ou T; em que Y106 corresponde a Y, R, T ou M; em que
Y107 corresponde a Y ou F; em que F108 corresponde a F ou
W; em que D109 corresponde a S, A, C, G, D, N, T ou G; e em
que Y110 corresponde a qualguer aminoédcido.

Sao descritos igualmente polipéptidos (tal como um
anticorpo) que compreendem uma sequéncia de aminoacidos
ilustrada na SEQ. ID N.° 12, em que S$S26 corresponde a S ou
F; D28 corresponde a D, S, A ou Y; e H32 corresponde a H, N
ou Q.

Sao descritos igualmente polipéptidos (tal como um
anticorpo) gque compreendem uma sequéncia de aminodcidos
ilustrada na SEQ. ID N.° 13, em que I51 corresponde a I, T,
V ou A; e S56 corresponde a S ou T.

Sao descritos igualmente polipéptidos (tal como um
anticorpo) que compreendem uma sequéncia de aminodcidos
ilustrada na SEQ. ID N.° 14, em que S91 corresponde a S ou
E; K92 corresponde a K, H, R ou S; e em que Y96 corresponde
a ¥ ou R.

Sao descritos igualmente polipéptidos (tal como um
anticorpo) que compreendem uma sequéncia de aminoacidos
ilustrada na SEQ. ID N.° 14, em que S91 corresponde a S ou
E; K92 corresponde a qualquer aminodcido; T93 corresponde a
qualguer aminodcido; e em que Y96 corresponde a Y ou R.

Sao descritos igualmente polipéptidos (tais como
anticorpos, incluindo anticorpos humanizados) que
compreendem uma regido varidvel de cadeia pesada due
compreende a regidao CDR1 de SEQ. ID N.° 9, em gque 134
corresponde a S, L, V A ou I; e N35 corresponde a N, T ou
S; a regidao CDR2 de SEQ. ID N.° 10, em gque M50 corresponde
a M, I, G, Q, S ou L; A62 corresponde a A ou S; e L63
corresponde a L ou V; e a regidao CDR3 de SEQ. ID N.° 11, em
que Y100 corresponde a Y, L ou R; em que Y101 corresponde a

Y ou W; em gque G103 corresponde a G, A ou S; em que T104
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corresponde a T ou S; em que S105 corresponde a S, A ou T;
em que Y106 corresponde a Y, R, T ou M; em qgque Y107
corresponde a Y ou F; em que F108 corresponde a F ou W; em
que D109 corresponde a D, N ou G; em que Y110 corresponde a
Y, K, S, R ou T. Em algumas formas de realizacdo, a regiao
varidvel de cadeia pesada compreende a regido CDR3 de SEQ.
ID N.° 11, em que Y100 corresponde a Y, L ou R; em que Y101
corresponde a Y ou W; em que G103 corresponde a G, A ou S;
em que T104 corresponde a T ou S; em que S105 corresponde a
S, A ou T; em que Y106 corresponde a Y, R, T ou M; em que
Y107 corresponde a Y ou F; em que F108 corresponde a F ou
W; em que D109 corresponde a S, A, C, G, D, N, T ou G; em
que Y110 corresponde a qualquer aminodcido. Noutras formas
de realizacéao, a regido variavel de cadeia pesada
compreende a regido CDR3 de SEQ ID N.° 11, em que G98
corresponde a G, S, A, C, V, N, D ou T; em que G99
corresponde a G, S, A, C, V, N, D ou T; em que Y100
corresponde a Y, L ou R; em que Y101l corresponde a Y ou W;
em que G103 corresponde a G, A ou S; em dque T104
corresponde a T ou S; em que S105 corresponde a S, A ou T;
em que Y106 corresponde a Y, R, T ou M; em qgque Y107
corresponde a Y ou F; em que F108 corresponde a F ou W; em
que D109 corresponde a S, A, C, G, D, N, T ou G; e em que
Y110 corresponde a qualquer aminodcido. Em algumas formas
de realizacdo, o polipéptido (tal como um anticorpo)
compreende ainda uma regido varidvel de cadeia leve de
anticorpo.

Sdo descritos i1gualmente polipéptidos (tal como um
anticorpo) gque compreendem uma regido varidvel de cadeia
leve gque compreende a regiao CDR1 de SEQ. ID N.° 12, em dgue
S26 corresponde a S ou F; D28 corresponde a D, S, A ou Y; e
H32 corresponde a H, N ou Q; a regidao CDR2 de SEQ. ID N.°
13, em que 151 corresponde a I, T, V ou A; e 856
corresponde a S ou T; e a regidao CDR3 de SEQ. ID N.° 14, em

que S91 corresponde a S ou E; K92 corresponde a K, H, R ou
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S; e em que Y96 corresponde a Y ou R. Em algumas formas de
realizacdo, a regido varidvel de cadeia leve compreende a
regido CDR3 de SEQ. ID N.° 14, em que S91 corresponde a S
ou E; K92 corresponde a qualquer aminodcido; T93
corresponde a qualquer aminodcido; e em gque Y96 corresponde
a Y ou R. Em algumas formas de realizacdo, o polipéptido
(tal como um anticorpo) compreende ainda uma cadeia pesada
de anticorpo.

Sao descritos igualmente polipéptidos (tal como um
anticorpo) que compreendem (a) uma regido variavel de
cadeia pesada que compreende a regidao CDR1 de SEQ. ID N.°
9, em que 134 corresponde a S, L, V, A ou I; e N35
corresponde a N, T ou S; a regido CDR2 de SEQ. ID N.° 10,
em que M50 corresponde a M, I, G, Q, S ou L; A62
corresponde a A ou S; e L63 corresponde a L ou V; e a
regido CDR3 de SEQ. ID N.° 11, em que Y100 corresponde a Y,
L ou R; em qgque Y10l corresponde a Y ou W; em que G103
corresponde a G, A ou S; em que T1l04 corresponde a T ou S;
em que S105 corresponde a S, A ou T; em que Y106
corresponde a Y, R, T ou M; em que Y107 corresponde a Y ou
F; em que F108 corresponde a F ou W; em que D109
corresponde a D, N ou G; em que Y110 corresponde a Y, K, S,
R ou T; e (b) uma regido varidvel de cadeia leve dque
compreende a regidao CDR1 de SEQ. ID N.° 12, em qgque S26
corresponde a S ou F; D28 corresponde a D, S, A ou Y; e H32
corresponde a H, N ou Q; a regido CDR2 de SEQ. ID N.° 13,
em que I51 corresponde a I, T, V ou A; e S56 corresponde a
S ou T; e a regiao CDR3 de SEQ. ID N.° 14, em que S91
corresponde a S ou E; K92 corresponde a K, H, R ou S; e em
que Y96 corresponde a Y ou R. Em algumas formas de
realizacgdo, a regido varidvel de cadeia leve compreende a
regido CDR3 de SEQ. ID N.° 14, em gque S91 corresponde a S
ou E; K92 corresponde a qualqguer aminoacido; T93
corresponde a qualquer aminodcido; em que Y96 corresponde a

Y ou R. Em algumas formas de realizacdo, a regido variavel
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de cadeia pesada compreende a regidao CDR3 de SEQ. ID N.°
11, em que Y100 corresponde a Y, L ou R; em que Y101
corresponde a Y ou W; em que G103 corresponde a G, A ou S;
em que T104 corresponde a T ou S; em que S105 corresponde a
S, A ou T; em que Y106 corresponde a Y, R, T ou M; em que
Y107 corresponde a Y ou F; em que F108 corresponde a F ou
W; em que D109 corresponde a S, A, C, G, D, N, T ou G; em
que Y110 corresponde a qualquer aminodcido. Noutras formas
de realizacao, a regido variadvel de —cadeia pesada
compreende a regidao CDR3 de SEQ ID N.° 11, em gque G98
corresponde a G, S, A, C, V, N, D ou T; em que G99
corresponde a G, S, A, C, V, N, D ou T; em qgque Y100
corresponde a Y, L ou R; em que Y101 corresponde a Y ou W;
em que G103 corresponde a G, A ou S; em dgque T104
corresponde a T ou S; em que S105 corresponde a S, A ou T;
em que Y106 corresponde a Y, R, T ou M; em que Y107
corresponde a Y ou F; em que F108 corresponde a F ou W; em
que D109 corresponde a S, A, C, G, D, N, T ou G; e em que
Y110 corresponde a qualguer aminodcido. Em algumas formas
de realizacao, o polipéptido compreende ainda uma cadeia
leve de anticorpo.

Sao descritos igualmente polipéptidos (tal como um
anticorpo, incluindo um anticorpo humanizado) que
compreendem uma sequéncia de aminodcidos ilustrada na SEQ.
ID N.° 9, em que I34 corresponde a S, L, V, A ou I; e N35
corresponde a N, T ou S; uma sequéncia de aminodcidos
ilustrada na SEQ. ID N.° 10, em que M50 corresponde a M, I,
G, Q, S ou L; A62 corresponde a A ou S; e L63 corresponde a
L ou V; e uma sequéncia de aminodcidos ilustrada na SEQ. ID
N.° 11, em que Y100 corresponde a Y, L ou R; em que Y101
corresponde a Y ou W; em que G103 corresponde a G, A ou S;
em que T104 corresponde a T ou S; em que S105 corresponde a
S, A ou T; em que Y106 corresponde a Y, R, T ou M; em que
Y107 corresponde a Y ou F; em que F108 corresponde a F ou

W; em qgque D109 corresponde a D, N ou G; em gque Y110
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corresponde a Y, K, S, R ou T. Em algumas formas de
realizacdao, o polipéptido compreende uma sequéncia de
aminodcidos ilustrada na SEQ. ID N.° 11, em gque Y100
corresponde a Y, L ou R; e em que Y101l corresponde a Y ou
W; em que G103 corresponde a G, A ou S; em que T104
corresponde a T ou S; em que S105 corresponde a S, A ou T;
em que Y106 corresponde a Y, R, T ou M; em que Y107
corresponde a Y ou F; em que F108 corresponde a F ou W; em
que D109 corresponde a S, A, C, G, D, N, T ou G; e em que
Y110 corresponde a qualquer aminodcido. Noutras formas de
realizacgdo, o polipéptido compreende uma sequéncia de
aminodcidos ilustrada na SEQ. ID N.° 11, em que G98
corresponde a G, S, A, C, V, N, D ou T; em que G99
corresponde a G, S, A, C, V, N, D ou T; em que Y100
corresponde a Y, L ou R; em que Y101l corresponde a Y ou W;
em que G103 corresponde a G, A ou S; em dgque T104
corresponde a T ou S; em que S105 corresponde a S, A ou T;
em que Y106 corresponde a Y, R, T ou M; em qgque Y107
corresponde a Y ou F; em que F108 corresponde a F ou W; em
que D109 corresponde a S, A, C, G, D, N, T ou G; e em que
Y110 corresponde a qualquer aminodcido. Em algumas formas
de realizacdo, o polipéptido (tal como um anticorpo)
compreende ainda uma regido varidvel de cadeia leve de
anticorpo.

Sao descritos igualmente polipéptidos (tal como um
anticorpo) que compreendem uma sequéncia de aminodcidos
ilustrada na SEQ. ID N.° 12, em que S$S26 corresponde a S ou
F; D28 corresponde a D, S, A ou Y; e H32 corresponde a H, N
ou Q; uma sequéncia de aminodcidos ilustrada na SEQ. ID N.°
13, em que 1I51 corresponde a I, T, V ou A; e 856
corresponde a S ou T; e uma sequéncia de aminodcidos
ilustrada na SEQ. ID N.° 14, em que S91 corresponde a S ou
E; K92 corresponde a K, H, R ou S; e em que Y96 corresponde
a Y ou R. Em algumas formas de realizacdo, o polipéptido

compreende uma sequéncia de aminodcidos ilustrada na SEQ.
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ID N.° 14, em que S91 corresponde a S ou E; K92 corresponde
a qualqgquer aminodacido; T93 corresponde a qualqguer
aminodcido; e em gue Y96 corresponde a Y ou R. Em algumas
formas de realizacdo, o polipéptido (tal como um anticorpo)
compreende ainda uma regido varidvel de cadeia pesada de
anticorpo.

Sao descritos igualmente polipéptidos (tal como um
anticorpo) que compreendem (a) uma sequéncia de aminodacidos
ilustrada na SEQ. ID N.° 9, em que I34 corresponde a S, L,
V, A ou I; e N35 corresponde a N, T ou S; uma sequéncia de
aminodcidos ilustrada na SEQ. ID N.° 10, em que M50
corresponde a M, I, G, Q, S ou L; A62 corresponde a A ou S;
e L63 corresponde a L ou V; e uma sequéncia de aminodcidos
ilustrada na SEQ. ID N.° 11, em que Y100 corresponde a Y, L
ou R; em que Y101 corresponde a Y ou W; em que G103
corresponde a G, A ou S; em que T104 corresponde a T ou S;
em que S105 corresponde a S, A ou T; em que Y106
corresponde a Y, R, T ou M; em que Y107 corresponde a Y ou
F; em que F108 corresponde a F ou W; em que D109
corresponde a D, N ou G; e em gque Y110 corresponde a Y, K,
S, R ou T; e (b) uma sequéncia de aminodcidos ilustrada na
SEQ. ID N.° 12, em que 826 corresponde a S ou F; D28
corresponde a D, S, A ou Y; e H32 corresponde a H, N ou Q;
uma sequéncia de aminodcidos ilustrada na SEQ. ID N.° 13,
em que I51 corresponde a I, T, V ou A; e S56 corresponde a
S ou T; e uma sequéncia de aminodcidos ilustrada na SEQ. ID
N.° 14, em que S91 corresponde a S ou E; K92 corresponde a
K, H, R ou S; e em que Y96 corresponde a Y ou R. Em algumas
formas de realizacao, o polipéptido compreende uma
sequéncia de aminodcidos ilustrada na SEQ. ID N.° 14, em
que S91 corresponde a S ou E; K92 corresponde a qualquer
aminodcido; T93 corresponde a gqualquer aminodcido; e em que
Y96 corresponde a Y ou R. Em algumas formas de realizacéao,
0 polipéptido compreende uma sequéncia de aminoacidos

ilustrada na SEQ. ID N.° 11, em que Y100 corresponde a Y, L
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ou R; em qgue Y101 corresponde a Y ou W; em gque G103
corresponde a G, A ou S; em que T1l04 corresponde a T ou S;
em gque S105 corresponde a S, A ou T; em gque Y106
corresponde a Y, R, T ou M; em que Y107 corresponde a Y ou
F; em que F108 corresponde a F ou W; em que D109
corresponde a S, A, C, G, D, N, T ou G; em qgque Y110
corresponde a qualquer aminodcido. Noutras formas de
realizacdo, o polipéptido compreende uma sequéncia de
aminodcidos ilustrada na SEQ. ID N.° 11, em que G98
corresponde a G, S, A, C, V, N, D ou T; em que G99
corresponde a G, S, A, C, V, N, D ou T; em que Y100
corresponde a Y, L ou R; em que Y101l corresponde a Y ou W;
em que G103 corresponde a G, A ou S; em dgque T104
corresponde a T ou S; em que S105 corresponde a S, A ou T;
em que Y106 corresponde a Y, R, T ou M; em qgque Y107
corresponde a Y ou F; em que F108 corresponde a F ou W; em
que D109 corresponde a S, A, C, G, D, N, T ou G; e em que
Y110 corresponde a qualquer aminodcido. Em algumas formas
de realizacdo, o polipéptido compreende ainda uma regido
varidvel de cadeia leve de anticorpo.

Sao descritos igualmente polipéptidos (tais como
anticorpos) que compreendem uma regido varidvel de cadeia
pesada que compreende: (a) uma regidao CDR1 de SEQ. ID N.°
9, em que I34 corresponde a S, L, V A ou I; e N35 é
substituido por N, T ou S; (b) uma regidao CDR2 de SEQ. ID
N.° 10, em qgque M50 corresponde a I, G, Q, S ou L; A62
corresponde a A ou S; e L63 corresponde a L ou V; e (c) uma
regido CDR3 de SEQ. ID N.° 11, em que Y100 corresponde a Y,
L ou R; em qgque Y10l corresponde a Y ou W; em que G103
corresponde a G, A ou S; em que T1l04 corresponde a T ou S;
em que S105 corresponde a S, A ou T; em que Y106
corresponde a Y, R, T ou M; em que Y107 corresponde a Y ou
F; em que F108 corresponde a F ou W; em que D109
corresponde a D, N ou G; e em que Y110 corresponde a Y, K,

S, Rou T; em que o anticorpo liga o NGF.
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Sao descritos igualmente polipéptidos (tais como
anticorpos) que compreendem uma regido varidvel de cadeia
leve que compreende: (a) uma regiao CDR1 de SEQ. ID N.° 12,
em que S26 corresponde a S ou F; D28 corresponde a D, S, A
ou Y; e H32 corresponde a H, N ou Q; (b) uma regido CDR2 de
SEQ. ID N.° 13, em que I51 corresponde a I, T, V ou A; e
S56 corresponde a S ou T; e (c) uma regido CDR3 de SEQ. ID
N.° 14, em que K92 corresponde a K, H, R ou S; e em que Y96
corresponde a Y ou R; em gque o anticorpo liga o NGF.

Sao descritos igualmente polipéptidos (tais como
anticorpos) que compreendem (a) uma regido variavel de
cadeia pesada gque compreende: (i) uma regidao CDR1 de SEQ.
ID N.° 9, em que 134 é substituido por S, L, V, A ou I; e
N35 é substituido por N, T ou S; (ii) uma regiao CDR2 de
SEQ. ID N.° 10, em que M50 corresponde a I, G, Q, S ou L;
D62 corresponde a A ou S; e L63 corresponde a L ou V; e
(iii) wuma regido CDR3 de SEQ. ID N.° 11, em que Y100
corresponde a Y, L ou R; em que Y101l corresponde a Y ou W;
em que G103 corresponde a G, A ou S; em dque T104
corresponde a T ou S; em que S105 corresponde a S, A ou T;
em que Y106 corresponde a Y, R, T ou M; em qgque Y107
corresponde a Y ou F; em que F108 corresponde a F ou W; em
que D109 corresponde a D, N ou G; em gque Y110 corresponde a
Y, K, S, R ou T; e (b) uma regido varidvel de cadeia leve
que compreende: (i) uma regido CDR1 de SEQ. ID N.° 12, em
que S26 corresponde a S ou F; D28 corresponde a D, S, A ou
Y; e H32 corresponde a H, N ou Q; (ii) uma regidao CDR2 de
SEQ. ID N.° 13, em que I51 corresponde a I, T, V ou A; e
S56 corresponde a S ou T; e (iii) uma regido CDR3 de SEQ.
ID N.° 14, em que S91 corresponde a S ou E; K92 corresponde
a K, H, R ou S; e em gque Y96 corresponde a Y ou R; em que o
anticorpo liga o NGF.

Salvo indicacdo em contrario, a escolha (por ex.
substituig¢do) de um aminodcido numa localizacgdo é efetuada

independentemente da selecdo de um aminocdcido em qualquer
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outra localizacéo.

Em algumas formas de realizacdao, os polinucledtidos
(tal como um anticorpo) ligam o NGF (tal como o NGF
humano). Em algumas formas de realizacdo, os polipéptidos
compreendem qualquer uma das configuracdes de CDR
(incluindo combinac¢des, variacdes, etc.) aqui descritas.

Tal como é evidente a partir da descricdao aqui
apresentada, a numeracdo de regides variaveis aqui
utilizada €& a numeracao sequencial. Um perito na técnica
compreende prontamente que existem diversos sistemas de
numeracao de anticorpos (tal como numeracgdao de Kabat e de
Chothia), e como converter a numerac¢ao sequencial noutro
sistema de numeracdo, tal como numeracao de Kabat ou
numerac¢ao de Chothia.

E descrito igualmente um polipéptido (tal como um
anticorpo) que compreende uma sequéncia de aminodcidos (tal
como uma sequéncia CDR3) selecionada a partir da SEQ. ID
N.° 46 ou 50. Noutras formas de realizacdao ainda, o
polipéptido compreende ainda uma ou mais das sequéncias de
aminoadcidos ilustradas nas SEQ. ID N.°s 3, 4, 5, 6, 7 e 8.
Noutras formas de realizacéao ainda, o) polipéptido
compreende ainda uma ou mais das sequéncias de aminoacidos
ilustradas nas SEQ. ID N.°s 9, 10, 11, 12, 13, 14 e 15.

E descrito igualmente um polipéptido (tal como um
anticorpo) que compreende uma sequéncia de aminodcidos (tal
como uma regido CDR, tal como uma regido CDRH1 e/ou CDR H2)
selecionada a partir de (a) SEQ. ID N.°s 28 e/ou 29; (b)
SEQ. ID N.°s 30 e/ou 31; (c) SEQ. ID N.°s 32 e/ou 33; (d)
SEQ. ID N.°s 34 e/ou 35; (e) SEQ. ID N.°s 36 e/ou 37; (f)
SEQ. ID N.°s 38 e/ou 39; e (g) SEQ. ID N.°s 40 e 41. Em
algumas formas de realizacdo, o polipéptido compreende uma
sequéncia de aminodcidos (tal como uma regido CDR HI)
selecionada a partir das SEQ. ID N.°s 28, 30, 32, 34, 36,
38 e 40. Em algumas formas de realizagao, o polipéptido

compreende uma sequéncia de aminodcidos (tal como uma
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regido CDR H2) selecionada a partir das SEQ. ID N.°s 29,
31, 33, 35, 37, 39 e 41. Noutras formas de realizacao
ainda, o polipéptido compreende ainda wuma ou mais das
sequéncias de aminodcidos ilustradas nas SEQ. ID N.°s 3, 4,
5, 6, 7 e 8. Noutras formas de realizacao ainda, o
polipéptido compreende ainda uma ou mais das sequéncias de
aminodcidos ilustradas nas SEQ. ID N.°s 9, 10, 11, 12, 13,
14 e 15.

E descrito igualmente um polipéptido (tal como um
anticorpo) que compreende uma sequéncia de aminodcidos (tal
como uma regido CDR, tal como uma regido CDRL1 e/ou CDR L2)
selecionada a partir de (a) SEQ. ID N.°s 18 e/ou 19; (b)
SEQ. ID N.°s 20 e/ou 21; e (c) SEQ. ID N.°s 22 e/ou 23. Em
algumas formas de realizacgdo, o polipéptido compreende uma
sequéncia de aminodcidos (tal como uma regido CDR L1)
selecionada a partir das SEQ. ID N.°s 18, 20 e 22. Em
algumas formas de realizacgdo, o polipéptido compreende uma
sequéncia de aminodcidos (tal como uma regido CDR L2)
selecionada a partir das SEQ. ID N.°s 19, 21 e 23. Noutras
formas de realizacdao ainda, o polipéptido compreende ainda
uma ou mais das sequéncias de aminodcidos ilustradas nas
SEQ. ID N.°s 3, 4, 5, 6, 7 e 8. Noutras formas de
realizacdo ainda, o polipéptido compreende ainda uma ou
mais das sequéncias de aminodcidos ilustradas nas SEQ. ID
N.°s 9, 10, 11, 12, 13, 14 e 15.

Noutro aspeto, a invencao fornece um polipéptido (tal
como um anticorpo) que compreende uma sequéncia de
aminodcidos (tal como uma regido CDR, tal como uma regido
CDRL3 e/ou CDR H3) selecionada a partir de (a) SEQ. ID N.°s
51 e/ou 52; (b) SEQ. ID N.°s 55 e/ou 56; (c) SEQ. ID N.°s
57 e/ou 58; (d) SEQ. ID N.°s 59 e/ou 60; (e) SEQ. ID N.°s
61 e/ou 62; (f) SEQ. ID N.°s 63 e/ou 64. Em algumas formas
de realizacado, o polipéptido compreende uma sequéncia de
aminodcidos (tal como uma regido CDR L3) selecionada a
partir das SEQ. ID N.°s 51, 55, 57, 59, 61 e 63. Em algumas
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formas de realizacao, o0 polipéptido compreende uma
sequéncia de aminodcidos (tal como uma regido CDR H3)
selecionada a partir das SEQ. ID N.°s 52, 56, 58, 60, 62 e
64. Noutras formas de realizacdo ainda, o polipéptido
compreende ainda uma sequéncia de aminodcidos ilustrada
numa ou mais das SEQ. ID N.°s 18, 19, 30 e 31. Noutras
formas de realizacdo ainda, o polipéptido compreende ainda
uma ou mais das sequéncias de aminodcidos ilustradas nas
SEQ. ID N.°s 3, 4, 5, 6, 7 e 8. Noutras formas de
realizacdo ainda, o polipéptido compreende ainda uma ou
mais das sequéncias de aminodcidos ilustradas nas SEQ. ID
N.°s 9, 10, 11, 12, 13, 14 e 15.

Noutro aspeto, a invencado fornece um polipéptido (tal
como um anticorpo) gque compreende uma ou mais de uma
sequéncia de aminoéacidos (tal como uma regiao CDR)
ilustrada nas SEQ. ID N.°s 61, 63, 18, 19, 30 e 31.

Num aspeto, a invencao fornece um anticorpo anti-NGF
(tal como um anticorpo antagonista) que liga o NGF (tal
como um NGF humano) com uma alta afinidade. Em algumas
formas de realizacdo, a alta afinidade corresponde (a) a
ligagcdo de NGF com uma Kp de menos de cerca de 2 nM (tal
como qualquer valor de cerca de 1 nM, 800 pM, 600 pM, 400
pM, 200 pM, 100 pM, 90 pM, 80 pM, 70 pM, 60 pM, 50 pM ou
menos), e/ou uma k.¢ mais lenta do que cerca de 6x10°° sfﬁ;
e/ou (b) a inibicdao (reducao e/ou bloqueio) da
sobrevivéncia dependente de NGF humano de neurdnios
trigeminais E13.5 de ratinho com um IC50 (na presenca de
cerca de 15 pM de NGF) de cerca de qualquer valor entre 200
pM, 150 pM, 100 pM, 80 pM, 60 pM, 40 pM, 20 pM, 10 pM ou
menos; e/ou (c) a inibicdo (reducdo e/ou bloqueio) da
sobrevivéncia dependente de NGF humano de neurdnios
trigeminais E13.5 de ratinho com um IC50 (na presenca de
cerca de 1,5 pM de NGF) de cerca de qualquer valor entre 50
eM, 40 pM, 30 pM, 10 pM, 20 pM, 10 pM, 5 pM, 2 pM, 1 pM ou

menos; e/ou (d) a inibicgdo (reducdao e/ou blogueio) da
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sobrevivéncia dependente de NGF de rato de neurdnios
trigeminais E13.5 de ratinho com um IC50 (na presenca de
cerca de 15 pM de NGF) de cerca de qualquer valor entre 150
eM, 125 pM, 100 pM, 80 pM, 60 pM, 40 pM, 30 pM, 20 pM, 10
pPM, 5 pM ou menos; e/ou (e) a 1inibicdo (reducdo e/ou
bloqueio) da sobrevivéncia dependente de NGF de rato de
neurénios trigeminais E13.5 de ratinho com um IC50 (na
presenga de cerca de 1,5 pM de NGF) de cerca de qualquer
valor entre 30 pM, 25 pM, 20 pM, 15 pM, 10 pM, 5 pM, 4 pM,
3 pM, 2 pM, 1 pM ou menos; e/ou (f) a ligacdo de NGF com
afinidade mais alta em comparagao com O recetor trkA.
Noutro aspeto, a i1invencdo fornece polipéptidos (tal
como um anticorpo), em que o0s polipéptidos (a) ligam o NGF
(tal como o NGEF humano) com uma Kp de menos de cerca de 2
nM (tal como qualquer valor de cerca de 1 nM, 800 pM, 600
eM, 400 pM, 200 pM, 100pM, 90 pM, 80 pM, 70 pM, 60 pM, 50
pPM ou menos), e/ou uma k.rr mais lenta do que cerca de 6x10°
> s1); e/ou (b) inibem a sobrevivéncia dependente de NGF
humano de neurdénios trigeminais E13.5 de ratinho com um
IC50 (na presenca de cerca de 15 pM de NGF) de cerca de
qualquer valor entre 200 pM, 150 pM, 100 pM, 80 pM, 60 pM,
40 pM, 20 pM, 10 pM ou menos; e/ou (c) inibem a
sobrevivéncia dependente de NGF humano de neurdnios
trigeminais E13.5 de ratinho com um IC50 (na presenca de
cerca de 1,5 pM de NGF) de cerca de qualquer valor entre 50
eM, 40 pM, 30 pM, 10 pM, 20 pM, 10 pM, 5 pM, 2 pM, 1 pM ou
menos; e/ou ligam o NGF com afinidade mais alta em
comparagao com O recetor trkA. Em algumas formas de
realizagao, o0s polipéptidos (a) ligam o NGF com uma K, de
menos de cerca de 2 nM; e/ou (b) inibem a sobrevivéncia
dependente de NGF humano de neurdénios trigeminais E13.5 de
ratinho com um IC50 de cerca de 100 pM ou menos, em que O
IC50 é medido na presenca de cerca de 15 pM de NGF; e/ou
(c) 1inibem a sobrevivéncia dependente de NGF humano de

neurénios trigeminais E13.5 de ratinho com um IC50 de cerca
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de 10 pM ou menos, em que o IC50 é medido na presenca de
cerca de 1,5 pM de NGF, e em que o IC50 ¢ medido na
presengca de cerca de 15 pM de NGF. Em algumas formas de
realizacdo, os polipéptidos (a) ligam o NGF com uma K, de
menos de cerca de 100 pM; e/ou (b) inibem a sobrevivéncia
dependente de NGF humano de neurdénios trigeminais E13.5 de
ratinho com um IC50 de cerca de 20 pM ou menos, em gue O
IC50 é medido na presenca de cerca de 15 pM de NGF; e/ou
(c) inibem a sobrevivéncia dependente de NGF humano de
neurénios trigeminais E13.5 de ratinho com um IC50 de cerca
de 2 pM ou menos, em gque o IC50 é medido na presencga de
cerca de 1,5 pM de NGF.

Tal como € evidente a partir da descricdo aqui
apresentada, sado especificamente excluidas da invencgao as
formas de realizacdo de polipéptidos que consistem na
sequéncia de aminodcidos idéntica para uma sequéncia de
aminodcidos de anticorpo monoclonal de ratinho, 911. As
sequéncias CDR alargadas de Mab 911 sao ilustradas nas
Figuras 1A e 1B e nas SEQ. ID N.°s 9 a 14.

Em algumas formas de realizacdo, a invencado fornece
qualquer um dos anticorpos ou polipéptidos acima, em que o
polipéptido (tal como um anticorpo) € isolado. Em algumas
formas de realizacdo, o polipéptido (tal como um anticorpo)
€& substancialmente purificado. Noutras formas de realizacao
ainda, o polipéptido (tal como um anticorpo) é de afinidade
maturada. Noutras formas de realizacdo, o anticorpo € um
anticorpo antagonista. Em algumas formas de realizacdo, o
polipéptido (tal como um anticorpo) compreende sequéncias
de constitui¢des humanas. Noutras formas de realizacao
ainda, o polipéptido (tal como um anticorpo) compreende um
ou mais residuos de constituicdo nao humana. Em algumas
formas de realizacdo, o polipéptido (tal como um anticorpo)
liga o NGF (tal como o NGF humano) com uma Kp de 2 nM ou
menos. Em algumas formas de realizacadao, o polipéptido

compreende uma ou mais (tal como 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ou



25

mais) substituicdes de aminodcidos humanos em relacdao a uma
sequéncia de aminodcidos ndo humanos (tal como uma
sequéncia de regides varidveis, tal como uma sequéncia CDR,
tal como uma sequéncia de constituig¢des). Em algumas formas
de realizacao, o polipétido compreende pelo menos 1, pelo
menos 2, ou mais, tais como pelo menos 3, 4, 5, 6, ou mais,
substituicdes de aminodcidos em relacgdo a uma sequéncia de
aminodcidos de polipéptido precursor (tal como um sequéncia
de aminodcidos de anticorpo 911, tal como qualguer uma ou
mais das SED. ID N.°s 9 a 14). Em algumas formas de
realizacdo, a afinidade de ligacdo do anticorpo foi
alterada (em algumas formas de realizacdo, aumentada) em
relacdo a afinidade de um anticorpo precursor (tal como Mab
911). Noutras formas de realizacdo ainda, a afinidade de
ligagdo do anticorpo ¢é mais baixa do gque afinidade de
ligagao do recetor trkA para o NGF (tal como o NGF humano).
Em algumas formas de realizacgao, os polipéptidos podem ser
anticorpos. Em algumas formas de realizacgdo, os anticorpos
sdo anticorpos humanos. Noutras formas de realizagido, 0S
anticorpos sao anticorpos humanizados. Noutras formas de
realizacdao ainda, os anticorpos sdao anticorpos monoclonais.
Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo é um anticorpo
de afinidade maturada.

A invencgdo fornece polinucleétidos (incluindo um
polinucledétido isolado) que compreendem polinucledétidos que
codificam qualquer uma das formas de realizagao acima.

Noutro aspeto, a invencao fornece um polinucledtido
isolado que compreende um polinucledtido que codifica um
fragmento ou uma regiao do anticorpo E3 (agui
alternadamente denominado “E3”). Numa forma de realizacéao,
o fragmento é uma cadeia leve do anticorpo E3, conforme
ilustrado na Figura 1B. Noutra forma de realizagdo, o
fragmento é uma cadeia pesada do anticorpo E3, conforme
ilustrado na Figura 1A. Ainda noutra forma de realizacgdo, o

fragmento contém uma ou mais regides varidveis de uma
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cadeia leve e/ou de uma cadeia pesada do anticorpo E3.
Ainda noutra forma de realizacdo, o fragmento contém uma ou
mais regides determinantes de complementaridade (CDRs) de
uma cadeia leve e/ou de uma cadeia pesada do anticorpo E3,
conforme ilustrado na Figuras 1A e 1B.

Noutro aspeto, a invencao corresponde a um
polinucledétido isolado gue compreende um polinucledtido que
codifica um anticorpo E3. Em algumas formas de realizacao,
o polinucledtido compreende um ou ambos o0s polinucledtidos
ilustrados nas Figuras 2 e 3.

Noutro aspeto, a invencgao corresponde a um
polinucledétido isolado que codifica uma cadeia leve E3 com
um numero de depdsito de ATCC N.° PTA-4893 ou ATCC N.° PTA-
4894 . Noutro aspeto, a invencgao corresponde a um
polinucledtido isolado que codifica uma cadeia pesada E3
com um numero de depdsito de ATCC N.° PTA-4895. Ainda
noutro aspeto, a invencado corresponde a um polinucledtido
isolado que compreende (a) uma regido variavel codificada
no polinucledtido com um numero de depdsito de ATCC N.°
PTA-4893 ou PTA-4894 e (b) uma regido varidvel codificada
no polinucledétido com um numero de depdsito de ATCC N.°
PTA-4895. Noutro aspeto, a 1invencgao corresponde a um
polinucledétido isolado que compreende (a) uma ou mais CDRs
codificadas no polinucledtido com um numero de depdsito de
ATCC N.° PTA-4893 ou PTA-4894; e/ou (b) uma ou mailis CDRs
codificadas no polinucledétido com um numero de depdsito de
ATCC N.° PTA-4895.

Noutro aspeto, a invencdo fornece polinucledtidos que
codificam qualquer um dos anticorpos (incluindo fragmentos
de anticorpo) ou polipéptidos aqui descritos.

Noutro aspeto, a invencao fornece vetores (incluindo
vetores de expressdao e clonagem) e células hospedeiras que
compreendem qualquer um dos polinucledétidos aqui
divulgados.

Tal como €& evidente a partir da descricdo aqui
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apresentada, sdo especificamente incluidas a partir da
invencao as formas de realizacdo de polinucledtidos que
consistem na sequéncia de polinucledétidos idéntica para uma
sequéncia de polinucledétidos de anticorpo monoclonal de
ratinho, 911. As seqguéncias CDR alargadas de Mab 911 séao
ilustradas nas Figuras 1A e 1B e nas SEQ. ID N.°s 9 a 14.

Noutro aspeto, a invencao corresponde a uma célula
hospedeira gque compreende um polinucledétido que codifica
uma cadeia leve E3 e um polinucledétido que codifica uma
cadeia pesada E3, em gque o polinucledétido que codifica uma
cadeia leve E3 tem um numero de depdsito de ATCC N.° PTA-
4893 e/ou ATCC N.° PTA-4894, e o polinucledtido que
codifica uma cadeia pesada E3 tem um numero de depdsito de
ATCC N.° PTA-4895. Em algumas formas de realizacdo, a
célula hospedeira compreende um polinucledétido que codifica
(a) uma regido varidvel codificada no polinucledétido com um
numero de depdsito de ATCC N.° PTA-4893 ou PTA-4894 e/ou
(b) uma regiao varidvel codificada no polinucledétido com um
numero de depdsito de ATCC N.° PTA-4895. Em algumas formas
de realizacao, a célula hospedeira compreende um
polinucledétido que codifica (a) uma ou mais CDRs
codificadas no polinucledétido com um numero de depdsito de
ATCC N.° PTA-4893 ou PTA-4894; e/ou (b) uma ou mails CDRs
codificadas no polinucledtido com um numero de depdsito de
ATCC N.° PTA-4895. Em algumas formas de realizacao, a
célula hospedeira é uma célula de mamifero.

E descrito igualmente um complexo de NGF ligado pelo
anticorpo E3. Noutro aspeto, o complexo €& 1isolado. Noutro
aspeto, o complexo é substancialmente purificado.

E descrito igualmente um complexo de NGF ligado por
qualquer um dos anticorpos ou polipéptidos aqui descritos.
Noutro aspeto, o complexo é 1isolado. Noutro aspeto, o©
complexo € substancialmente purificado.

Noutro aspeto, a invengao corresponde a uma composicao

farmacéutica gque compreende qualquer um dos polipéptidos
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(incluindo anticorpos, tal <como o anticorpo E3) ou
polinucledtidos aqui descritos, tais como composicdes
farmacéuticas que compreendem o anticorpo E3 ou um
anticorpo gque compreende um fragmento do anticorpo E3, e um
excipiente farmaceuticamente aceitavel.

Noutro aspeto, a invencao corresponde a um método de
geracao do anticorpo E3 que compreende a preparacdao de uma
célula hospedeira que compreende um vetor de expressdao que
codifica o anticorpo E3; a cultura da célula hospedeira ou
a progenitura da mesma em condig¢des que permitem a producao
do anticorpo E3; e a purificacdo do anticorpo E3. Em
algumas formas de realizacao, o vetor de expressao
compreende uma ou ambas as sequéncias de polinucledtidos
ilustradas nas Figuras 2 e 3.

Noutro aspeto, a invencao corresponde a um método de
geracdao do anticorpo E3 que compreende a expressao de um
polinucledtido que codifica a cadeia leve E3 e um
polinucledtido que codifica a cadeia pesada E3 numa célula
adequada, em que o polinucledétido que codifica a cadeia
leve E3 tem um nuUmero de depdsito de ATCC N.° PTA-4893 e/ou
ATCC N.° PTA-4894, e o polinucledétido que codifica a cadeia
pesada E3 tem um numero de depdsito de ATCC N.° PTA-4895;
geralmente seguido pela recuperacdo e/ou isolamento do
anticorpo.

Noutro aspeto, a invencao fornece métodos de geracgao
de qualguer um dos polipéptidos (tais como anticorpos) aqui
descritos mediante a expressao de um ou mais
polinucledtidos que codificam o anticorpo (que pode ser
expressado separadamente como uma cadeia leve ou pesada
tnica, ou uma cadeia leve e uma pesada podem ser
expressadas a partir de um vetor) numa célula adequada,
geralmente seguidos pela recuperacdao e/ou isolamento do
anticorpo ou polipéptidos de interesse.

E descrito igualmente um método de antagonismo da

atividade bioldégica de NGF (tal como o NGF humano)
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utilizando qualquer um dos polipéptidos (incluindo
anticorpos, tais como o anticorpo E3) aqui divulgados. Numa
forma de realizacadao, o método compreende a colocacgao do
fator de <crescimento do nervo humano em contacto com
qualquer um dos polipéptidos (incluindo o anticorpo E3)
aqui descritos, em que a atividade NGF (tal como a
atividade do fator de crescimento do nervo humano) ¢é
antagonizada, reduzida, blogqueada ou suprimida.

E descrito igualmente um método de detecdo do NGF
utilizando qualquer um dos polipéptidos (incluindo
anticorpos, tal como o anticorpo E3) aqui descritos. A
presenca de NGF ¢é detetada através da detecdo de um
complexo entre o NGF e qualquer um dos polipéptidos aqui
descritos (tal como o anticorpo E3). O termo “detecgao”,
conforme aqui utilizado, inclui a detecdo qualitativa e/ou
quantitativa (niveis de medigado) com ou sem referéncia a um
controlo.

Noutro aspeto, o anticorpo da invencadao é utilizado num
método de tratamento da dor mediante administracdo de uma
gquantidade eficaz de uma composigcdo que compreende o
anticorpo E3 ou qualguer uma das formas de realizacao de
polipéptidos (incluindo o anticorpo) ou de polinucledtidos
aqui descritas. Em algumas formas de realizacao, a dor é
uma dor pdés-cirurgica.

E descrito igualmente um método de prevencdo ou
tratamento da dor de artrite reumatoide num individuo
mediante administracao de uma qguantidade eficaz de
anticorpo antagonista anti-NGF no individuo. Foi
demonstrado, de acordo com a invengdao, gque um anticorpo
antagonista anti-NGF & capaz de inibir ou bloquear a dor
associada a artrite reumatoide. Em algumas formas de
realizacdo, a dor é mitigada num prazo de cerca de 24 horas
apdés a administracao do anticorpo antagonista anti-NGF. Em
algumas formas de realizacao, a dor é mitigada num prazo de

cerca de 4 dias apdés a administracdo do anticorpo
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antagonista anti-NGF. Em algumas formas de realizacédo, a
dor é mitigada antes da observacado ou na auséncia de uma
indicagdo de melhora da condicdo inflamatéria do individuo.

Sdo descritos igualmente métodos de reducdo da
incidéncia da dor de artrite reumatoide, melhoramento da
dor de artrite reumatoide, supressao da dor de artrite
reumatoide, atenuacdo da dor de artrite reumatoide e/ou
adiamento do comego, do desenvolvimento ou da progressao da
dor de artrite reumatoide num individuo, em que ©s
referidos métodos compreendem a administracdao de uma
quantidade eficaz de anticorpo antagonista anti-NGF no
individuo.

E descrito igualmente um método de prevencdo ou
tratamento da dor de osteocartrite num individuo mediante
administracdao de uma quantidade eficaz de anticorpo
antagonista anti-NGF no individuo.

Sdo descritos igualmente métodos de tratamento de
caquexia inflamatdéria (perda de peso) associada a artrite
reumatoide num individuo, que compreendem a administracao
de uma quantidade eficaz de um anticorpo antagonista anti-
NGF. Além disso, sao descritos métodos de reducao da
incidéncia da dor de osteoartrite, melhoramento da dor de
osteocartrite, supressao da dor de ostecartrite, atenuacao
da dor de osteoartrite e/ou adiamento do comeco, do
desenvolvimento ou da progressdao da dor de osteoartrite num
individuo, em que os referidos métodos compreendem a
administracdo de uma quantidade eficaz de anticorpo
antagonista anti-NGF no individuo.

Noutro aspeto, a invencgao fornece kits e composicgdes
que compreendem qualgquer uma ou mais das composicdes aqui
descritas. Estes kits, geralmente numa embalagem adequada e
fornecidos «com instrugdes apropriadas, sdo Uteis para
qualgquer um dos métodos aqui descritos.

A invencéao fornece igualmente qualquer um dos

anticorpos, composicdes e kits descritos para qualquer
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utilizacdo aqui descrita, seja no contexto da utilizacgao
como medicamento e/ou seja na utilizacdo para fabrico de um
medicamento.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

FIGURA 1A: 1ilustra a sequéncia de aminodcidos da
regido varidvel de cadeia pesada do anticorpo E3 (designado
por *“6” e “5 4+ maturacao de afinidade H3"”). As CDRs de
Chothia e CDRs de Kabat sao representadas por texto
sublinhado e texto a negrito e em itdlico, respetivamente.
A Figura 1A ilustra igualmente o alinhamento das seguintes
sequéncias de aminodcidos da regido variavel de cadeia
pesada; (2) a sequéncia de aceitadores de linha germinal
humana VH4-59 (designado por “VH4-59” ou *“2"); (3) as
sequéncias de aceitadores enxertadas com as CDRs alargadas
do anticorpo 911 de ratinho (designado por “enxertado com
CDR” ou “3”); (4) as sequéncias de aceitadores enxertadas
com CDR incluindo a substituicgdo V71K (designado por “3+uma
mutacao de estrutura” ou “4"); (5) o clone contendo CDRs H1
e H2 de afinidade maturada (designado por “5” ou “4+
maturagdo de afinidade H1, H2"); e o anticorpo E3 (conforme
descrito acima).

FIGURA 1B: ilustra a sequéncia de aminodcidos da
regido varidvel de cadeia leve do anticorpo E3 (designado
por *“5” ou “4 + maturacadao de afinidade L3”). As CDRs de
Chothia e CDRs de Kabat sdo representadas por texto
sublinhado e texto a negrito e em itdlico, respetivamente.
LA Figura 1B ilustra igualmente o alinhamento das seguintes
sequéncias de aminodcidos da regido varidvel de cadeia
leve: (2) a sequéncia de aceitadores de linha germinal
humana 08 (designado por “08” ou “2"); (3) as sequéncias de
aceitadores enxertadas com as CDRs alargadas do anticorpo
911 de ratinho (designado por *“enxertado com CDR” ou “3");
(4) as sequéncias de aceitadores enxertadas com CDR
(designado por “3+ maturacao de afinidade L1, L2" ou “4");

(5) o clone gque contém CDRs Ll e L2 de afinidade maturada
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(designado por “5” ou “4+ mutacdo de afinidade L3"); e o
anticorpo E3 (conforme descrito acima).

FIGURA 2: ilustra um polinucledétido gue compreende uma
sequéncia de polinucledétidos que codifica a regido variavel
de cadeia pesada do anticorpo E3.

FIGURA 3: ilustra um polinucledétido gue compreende uma
sequéncia de polinucledétidos que codifica a regido variavel
de cadeia leve do anticorpo E3.

FIGURA 4: é um grafico que representa a sobrevivéncia
dependente de NGF de neurdnios E13.5 na presenca de uma
concentragdo varidvel de NGF humano e de rato. 0O eixo X
corresponde a concentracdo de NGF (ng/ml) e o eixo Y
corresponde aos neurdnios contados.

FIGURA 5: ¢é um grafico gque compara o efeito de
bloqueio de NGF de varios Fabs na presenca de 0,04 ng/ml de
NGF humano (aproximadamente 1,5 pM; ilustrado no painel
inferior) ou 0,4 ng/ml de NGF humano (aproximadamente 15
PM; ilustrado no painel superior). Foi estimada a
sobrevivéncia de neurédénios trigeminais E13.5 de ratinho em
vadrias concentracgbes de Fab E3; 911 Fab murino; e Fab H19-
L129 e Fab 8L2-6D5. O IC50 (em pM) foi calculado para cada
Fab em cada concentracdao de NGF, tal como ¢ ilustrado na
Tabela 9. O Fab E3 blogueou fortemente a sobrevivéncia de
neurdénios trigeminais dependente de NGF humano, com um IC50
de aproximadamente 21 pM na presenca de 15 pM de NGF
humano, e um IC50 de aproximadamente 1,2 pM na presenca de
1,5 pM de ©NGF humano. Os Fabs 3C e H19-L129 também
bloguearam fortemente a sobrevivéncia de neurénios
trigeminais dependente de NGF humano. Em ambos os painéis,
0 eixo X corresponde a concentracdo de anticorpo (nM) e o
eixo Y corresponde aos neurdnios contados. 1,5 pM de NGF
estavam em torno do IC50, enquanto 15 pM representavam uma
concentracao de saturacao de NGF.

FIGURA 6: ¢é um grafico que compara o efeito de

blogqueio de NGF de varios Fabs na presenga de 0,04 ng/ml de



33

NGF de rato (aproximadamente 1,5 pM; ilustrado no painel
inferior) ou 0,4 ng/ml de NGF de rato (aproximadamente 15
pM; ilustrado no painel superior). A sobrevivéncia de
neurdénios trigeminais E13.5 de ratinho em varias
concentracdes de Fab E3; Fab 911 murino; e Fab H19-L129 e
8L2-6D5 foi estimada conforme descrito acima. O IC50 (em
pM) foi calculado para cada Fab em cada concentracao de
NGF, tal como ¢ ilustrado na Tabela 9. O Fab E3 bloqueou
fortemente a sobrevivéncia de neurdénios trigeminais
dependente de NGF humano, com um IC50 de aproximadamente
31,6 pM na presenga de 15 pM de NGF de rato, e um IC50 de
aproximadamente 1,3 pM na presenca de 1,5 pM de NGF de
rato. Os Fabs 3C e H19-L129 também bloquearam fortemente a
sobrevivéncia de neurdénios trigeminais dependente de NGF de
rato. 1,5 pM de NGF estavam em torno do IC50, enquanto 15
PM representavam uma concentracao de saturacdao de NGF. Em
ambos o0s painéis, o eixo X corresponde & concentracao de
anticorpo (nM) e o eixo Y corresponde aos neurdnios
contados.

FIGURA 7: € um grafico que representa a dor em repouso
estimada 24 horas apds a cirurgia e mostra que o tratamento
com 0,02 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,6 mg/kg ou 1 mg/kg de
anticorpo E3 anti-NGF reduziu a dor. “*” indica uma
diferenca estatisticamente significativa (p<0,5) do
controlo negativo.

FIGURA 8: & um grafico que representa a dor em repouso
estimada 24 horas apds a cirurgia e mostra que o tratamento
com 0,5 mg/kg de anticorpo E3 anti-NGF reduziu
significativamente (p<0,005) a dor em repouso quando
injetado duas horas apds a cirurgia.

FIGURA 9: é um grafico gque mostra os resultados da
andlise BIAcore da afinidade de 1ligacdo ao NGF humano do
anticorpo de ratinho 911 (Fab). O anticorpo de ratinho 911
ligou o NGF com uma Kp de 3,7 nM, k. de 8,4x107°s ' e k., de
2,2x10"Ms .
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FIGURA 10: €& um grafico gque mostra os resultados da
andlise BIAcore da afinidade de 1ligacdo ao NGF humano do
anticorpo E3 (Fab) (referido como “3E Fab”). O E3 ligou o
NGF humano com uma Kp de aproximadamente 0,07 nM (e com uma
Kon de cerca de 6,0 x 10° D({s’% e uma Kk.rr de cerca de
4,2x107°s ).

FIGURA 11: & um grafico que ilustra que o anticorpo E3
bloqueia a interacdao do NGF com o0s respetivos recetores,
trkA e p75, conforme estimado pela percentagem de ligacao
detetada entre NGF e trkA (ilustrado como circulos pretos)
e NGF e p75 (ilustrado como quadrados vazios). 0 eixo X
corresponde a concentracdo de anticorpo 3E (Fab) e o eixo Y
corresponde a ligacdo de NGF (percentagem maxima de RU). As
concentracdes maiores de Fab E3 bloquearam a interacao do
NGF com p75 e trkA, conforme ilustrado pelo sinal diminuido
(medido em RU). Quando a concentracado de anticorpo E3 (Fab)
igualou a concentracdo de NGF, nao foi observada nenhuma
ligagdo de NGF (conforme ilustrado por um sinal de zero).

FIGURA 12: é um grafico que representa a capacidade de
blogueio de NGF humano do anticorpo inteiro E3 e Fab E3.
Foi estimada a sobrevivéncia de neurdénios trigeminais de
ratinho E13.5 na presenga de NGF humano e varias
concentragbdes de Fab E3 e anticorpo E3. 0O eixo X
corresponde a locais de ligacdo de NGF (nM) e o eixo Y
corresponde a contagem normalizada de neurdnios trigeminais
(TG). O anticorpo inteiro E3 e Fab 3E mostraram niveis
semelhantes de inibicdo de sobrevivéncia dependente de NGF
de neurdnios trigeminais gquando a concentracdo de todo o
anticorpo e Fab foi normalizada para o numero de locais de
ligagcdo de NGF (Fab tem um local de 1ligagdao e todo o
anticorpo tem dois locais de ligacgao).

FIGURA 13: é um grafico que representa a capacidade de
varias concentracgdes (20, 4, 0,8, 0,16, 0,032, 0,0064,
0,00128 e 0,0 nM) de anticorpo E3 (tridngulos cheios;

referido como “3E”), anticorpo 911 (circulos cheios), e uma
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imunoadesina de recetor trkA (quadrados sombreados;
referido como “trkA-Fc”) para inibir a sobrevivéncia
dependente de NGF de neurdénios trigeminais E13.5 na
presengca de 0,4 ng/ml de NGF humano (condigdes de
saturacao) . 0O eixo X corresponde a concentracao de
anticorpo (nM) e a concentracao Y corresponde aos neurdnios
contados. Estes resultados demonstraram que o anticorpo E3
bloqueou o NGF significativamente melhor do gue o anticorpo
anti-NGF monoclonal de ratinho 911 ou a imunoadesina trkA.
FIGURA 14: é um grafico que ilustra que o anticorpo
antagonista anti-NGF E3 (denominado *“3E” na figura) ou Fab
911 nao inibiu a sobrevivéncia neuronal provocada por NT3,
NT4/5 e MSP, mesmo nas concentracgdes de anticorpo téo
elevadas como 200 nM. Os dados representaram a percentagem
média de sobrevivéncia apds 48 horas na cultura (xerro
padrdo da média, n=3 para cada ponto de dados) em relacdo a
sobrevivéncia observada no controlo positivo para cada
experiéncia (100% de sobrevivéncia de neurdnios trigeminais
desenvolvidos na presenca de concentracdo de NGF de
saturacdo) . Varias concentracgdes (20 nM, 2 nM ou 0,2 nM) de
E3 Fab (denominado “3E” na figura) e anticorpo de ratinho
911 Fab foram utilizadas na presenca de nenhuma
neurotrofina adicionada (denominado “controlo”), 400 pM de
NGF (denominado “NGF-400pM”), 10 nM de NT3 (denominado
“NT3-10nM”) ou 600 pM de MSP (denominado “MSP-600 pM”).
FIGURA 15: é um grafico que ilustra que o anticorpo
antagonista anti-NGF E3 (Fab ou anticorpo inteiro)
(denominado *“3E” na figura) ou anticorpo de ratinho 911
(Fab ou anticorpo inteiro) nado inibiu a sobrevivéncia
neuronal provocada por NT3, NT4/5 e MSP, mesmo em
concentragdes de anticorpo tao elevadas como 200 nM. Varias
concentragdes (200 nM e 80 nM) de E3 Fab, anticorpo
inteiro, anticorpo de ratinho 911, anticorpo inteiro e Fab
foram wutilizadas na presengca de nenhumas neurotrofinas
sem fator”), 400 pM de NGF
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adicionadas (denominado
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(denominado “NGF-400pM”), 10 nM de NT3 (denominado “NT3-
10nM”) ou 600 pM de MSP (denominado “MSP-600 pM”).

FIGURA 16: é um grafico que ilustra que o anticorpo
antagonista anti-NGF E3 ou Fab E3 nao inibiu a
sobrevivéncia de neurdénios nodosos E17 provocada por BDNF,
NT4/5 ou LIF. O anticorpo antagonista anti-NGF de ratinho
911 foi igualmente testado, e foram observados resultados
semelhantes. Varias concentracgdes (200 nM ou 80 nM) de
anticorpo inteiro E3 (denominado “3E” na figura), Fab E3,
anticorpo inteiro 911 ou Fab 911 foram testadas na presenca
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de nenhumas neurotrofinas adicionadas (denominado sem
fatores”), 400 pM de BDNF (denominado “BDNF-400pM”), 400 pM
de NT4/5 (denominado “NT4/5-400pM”) ou 2,5 nM de LIF
(denominado “LIF-2,5 nM”).

FIGURA 17: é um grafico que ilustra que o anticorpo
antagonista anti-NGF E3 ou Fab E3 nao inibiu a
sobrevivéncia de neurdénios nodosos E17 provocada por BDNF,
NT4/5 ou LIF. Varias concentracdes (200 nM, 20 nM, 2nM) de
Fab E3 (denominado “3E” na figura) ou Fab 911 foram
testadas na presenca de nenhumas neurotrofinas adicionadas
(denominado *“controlo”), 400 pM de BDNF (denominado “BDNF-
400pM”), 400 pM de NT4/5 (denominado “NT4/5-400pM”) ou 2,5
nM de LIF (denominado “LIP-2,5 nM”).

FIGURA 18: ¢é um grafico que demonstra a resposta
nocicetiva em ratos artriticos (modelo de artrite
reumatoide) apds a administracdo de anticorpos anti-NGF (E3
e 911) no D14 e D19. Foram administrados E3 (Ilmg/kg, i.v.
no dia 14 e dia 19), 911 (10 mg/kg, i.v. no dia 14 e dia
19) ou indo (3 mg/kg de indometacina, p.o diariamente
durante 10 dias) nos ratinhos artriticos. 0Os valores de
intensidade de vocalizacao sao expressados em mV CoOmo
médias + EPM.

FIGURA 19: & um grafico que demonstra os efeitos dos
anticorpos anti-NGF no peso corporal na artrite em ratos

(modelo de artrite reumatoide) apds a administracao de
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anticorpos anti-NGF no D14 e D19. Foram administrados E3
(Ilmg/kg, i.v. no dia 14 e dia 19), 911 (10 mg/kg, i.v. no
dia 14 e dia 19) ou indo (3 mg/kg de indometacina, p.o
diariamente durante 10 dias) nos ratinhos artriticos. Os
valores de peso corporal sao expressados em gramas Ccomo
média + EPM.

FIGURA 20: é um grafico que demonstra a resposta
nocicetiva em ratos artriticos (modelo de artrite
reumatoide) apds a administracdo de doses diferentes de
anticorpo anti-NGF E3 (0,003 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,3 mg/kg e
5 mg/kg) no D14 e DI18. 0Os valores de intensidade de
vocalizacdao sao expressados em mV como médias *= EPM.

FIGURA 21: é um grafico que demonstra os efeitos de
anticorpo anti-NGF E3 na percentagem de peso no Dia 14
(normalizado no Dia 14) em ratos artriticos (modelo de
artrite reumatoide) apobds a administracao de doses
diferentes de anticorpo anti-NGF E3 (0,03 mg/kg, 0,3 mg/kg
e 5 mg/kg) no D14 e D18.

FIGURA 22: é um grafico que demonstra os efeitos de
anticorpo anti-NGF E3 na perda de peso em ratos artriticos
(modelo de artrite reumatoide) apds a administracao de
doses diferentes de anticorpo anti-NGF E3 (0,03 mg/kg, 0,3
mg/kg e 5 mg/kg) no D14 e D18. Os valores de perda de peso
estavam normalizados no Dia 0.

FIGURA 23: representa a sequéncia de aminodcidos da
regido variadvel de cadeia pesada E3 (Fig. 23A) e a
sequéncia de aminodcidos da regido varidvel de cadeia leve
(Fig. 23B), conforme numerado utilizando numeracao
sequencial, numeracadao de Kabat e numeracdo de Chothia.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A invencgao aqgui divulgada fornece anticorpos
antagonistas anti-NGF que ligam o NGF (tal como o NGF
humano) com alta afinidade. A invencao fornece ainda
anticorpos e polipéptidos derivados do E3 que liga o NGF, e

métodos de criacdo e utilizacdo destes anticorpos. Em
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algumas formas de realizacdao, a invencdo fornece um
anticorpo humanizado, E3, que liga ao fator de crescimento
do nervo (“NGF”), e métodos de criacao de utilizacao deste
anticorpo. A invencdo fornece igualmente polipéptidos E3
(incluindo anticorpos) que ligam o NGF, e polinucledtidos
que codificam o polipéptido e/ou anticorpo E3.

Sdo descritos igualmente métodos de prevencdo e/ou
tratamento da dor de artrite reumatoide num individuo
mediante administracdo de uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um anticorpo antagonista anti-NGF.

Sdo descritos igualmente métodos de prevencgdo e/ou
tratamento da dor de osteocartrite num individuo mediante
administracdao de uma quantidade terapeuticamente eficaz de
um anticorpo antagonista anti-NGF.

Sao descritos igualmente métodos de ajuste da
afinidade de um anticorpo e métodos de caracterizacao de
uma regiao CDR.

Técnicas Gerais

A pratica da presente invengdo 1ird utilizar, salvo
indicacdo em contrario, técnicas convencionais de biologia
molecular (incluindo técnicas recombinantes),
microbiologia, biologia celular, bioquimica e imunologia,
que estdo inseridas no ambito da técnica. Essas técnicas
sdo explicadas integralmente na literatura, tal como
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, segunda edicao
(Sambrook et al., 1989) Cold Spring Harbor Press;
Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait, ed., 1984); Methods
in Molecular Biology, Humana Press; Cell Biology: A
Laboratory Notebook (J.E. Cellis, ed., 1998) Academic
Press; Animal Cell Culture (R.I. Freshney, ed., 1987);
Introduction to Cell and Tissue Culture (J.P. Mather and
P.E. Roberts, 1998) Plenum Press; Cell and Tissue Culture:
Laboratory Procedures (A. Doyle, J.B. Griffths e D.G.
Newell, eds., 1993-1998) J. Wiley and Sons; Methods 1in

Enzymology (Academic Press, Inc.); Handbook of Experimental
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Immunology (D.M. Weir e C.C. Blackwell, eds.); Gene
Transfer Vectors for Mammalian Cells (J.M. Miller and M.P.
Calos, eds., 1987); Current Protocols in Molecular Biology
(F.M. Ausubel et al., eds., 1987); PCR: The Polymerase
Chain Reaction, (Mullis et al., eds., 1994); Current
Protocols in Immunology (J.E. Coligan et al., eds., 1991);
Short Protocols 1in Molecular Biology (Wiley and Sons,
1999); Immunobiology (C.A. Janeway and P. Travers, 1997);
Antibodies (P. Finch, 1997); Antibodies: a practical
approach (D. Catty., ed., IRL Press, 1988-1989); Monoclonal
antibodies: a practical approach (P. Shepherd and C. Dean,
eds., Oxford University Press, 2000); Using antibodies: a
laboratory manual (E. Harlow and D. Lane (Cold Spring
Harbor Laboratory Press, 1999); The Antibodies (M. Zanetti
and J.D. Capra, eds., Harwood Academic Publishers, 1995); e
Cancer: Principles and Practice of Oncology (V.T. DeVita et
al., eds., J.B. Lippincott Company, 1993).
Definicdes

Um “anticorpo” é uma molécula de imunoglobulina capaz
de uma ligagdo especifica a um alvo, tal como um hidrato de
carbono, polinucledétido, lipido, polipéptido, etc., através
de, pelo menos, um local de reconhecimento do antigénio,
situado na regido varidvel da molécula de imunoglobulina.
Conforme aqui utilizado, o termo abrange ndo sé anticorpos
policlonais ou monoclonais intactos, como também fragmentos
dos mesmos (tais como Fab, Fab’, F(ab’),, Fv), cadeia unica
(ScFv), mutantes dos mesmos, proteinas de fusdo que
compreendem uma porcao de anticorpo, e qualquer outra
configuracdo modificada da molécula de imunoglobulina que
compreenda um local de reconhecimento do antigénio. Um
anticorpo inclui um anticorpo de qualquer classe, tal como
IgG, IgA ou IgM (ou subclasse do mesmo), e o anticorpo nao
necessita de ser de nenhuma classe especifica. Dependendo
da sequéncia de aminodcidos do anticorpo do dominio

constante das respetivas cadeias pesadas, as
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imunoglobulinas podem ser atribuidas a classes diferentes.
Existem cinco classes principais de imunoglobulinas: IgA,
Igh, IgE, IgG e IgM, e diversas destas podem ser ainda
divididas em subclasses (isotipos), por ex. IgGl, IgGz2,
IgG3, IgG4, IgAl e IgA2. Os dominios constantes de cadeia
pesada que correspondem a classes diferentes de
imunoglobulinas chamam-se alfa, delta, épsilon, gama e mu,
respetivamente. As estruturas de subunidade e as
configuracdes tridimensionais de <classes diferentes de
imunoglobulinas sdo bem conhecidas.

“Fv” & um fragmento de anticorpo que contém um local
de ligacgao e de reconhecimento do antigénio completo. Numa
espécie Fv de duas cadeias, esta regido consiste num dimero
de dominio varidvel de uma cadeia pesada e uma leve em
associacdo prdxima e nao covalente. Numa espécie Fv de
cadeia Unica, o dominio varidvel de uma cadeia pesada e uma
leve pode ser ligado de forma covalente por um ligante de
péptido flexivel, de modo a que as cadeias leves e pesadas
possam ser associadas numa estrutura dimérica andloga a
existente numa espécie Fv de duas cadeias. E nesta
configuracdo qgue as trés CDRs de cada dominio wvariavel
interagem para definir uma especificidade de 1ligacado do
antigénio na superficie do dimero VH-VL. Contudo, até um
tnico dominio varidvel (ou metade de um Fv compreendendo
apenas 3 CDRs especificas para um antigénio) tem a
capacidade de reconhecer e ligar o antigénio, embora
geralmente numa afinidade mais baixa em comparagdao com o
local de ligacao total.

0 fragmento Fab contém igualmente o dominio constante
da cadeia leve e o primeiro dominio constante (CH1) da
cadeia pesada. 0Os fragmentos Fab’ diferem dos fragmentos
Fab na adicdo de alguns residuos no carboxi-terminal do
dominio CH1 de cadeia ©pesada incluindo wuma ou mais
cisteinas das regides de charneira do anticorpo.

Um “anticorpo monoclonal” refere-se a uma populacgao de



41

anticorpos homogénea, em gque o anticorpo monoclonal é
constituido por aminodcidos (que ocorrem de forma natural e
qgque ocorrem de forma nado natural) que estdo envolvidos na
ligacdo seletiva de um antigénio. Uma populacao de
anticorpos monoclonais € altamente especifica, e é
direcionada para um uUnico local antigénico. O termo
“anticorpo monoclonal” abrange nao so anticorpos
monoclonais intactos e anticorpos monoclonais completos,
como também fragmentos dos mesmos (tais como Fab, Fab’,
F(ab’),, Fv), cadeila unica (ScFv), mutantes dos mesmos,
proteinas de fusdo que compreendem uma porg¢ao de anticorpo,
e qualgquer outra configuracdo modificada da molécula de
imunoglobulina que compreenda um local de reconhecimento do
antigénio da especificidade requerida e a capacidade de
ligar a um antigénio. Nao pretende ser limitado guanto a
fonte do anticorpo ou ao modo como € criado (por ex. por
hibridoma, selecao de bacteridéfagos, expressao
recombinante, animais transgénicos, etc.).

Conforme aqui utilizado, “anticorpo humano” significa
um anticorpo gque contém uma sequéncia de aminoacidos
correspondente a de um anticorpo produzido por um ser
humano e/ou criado wutilizando qualquer uma das técnicas
para criar anticorpos humanos conhecidas na técnica ou aqui
divulgadas. Esta definicdao de um anticorpo humano inclui
anticorpos que compreendem, pelo menos, um polipéptido de
cadeia pesada humana ou, pelo menos, um polipéptido de
cadeia leve humana. Um desses exemplos € um anticorpo que
compreende polipéptidos de cadeia leve murina e cadeia
pesada humana. Os anticorpos humanos podem ser produzidos
utilizando varias técnicas conhecidas na técnica. Numa
forma de realizacdo, o anticorpo humano ¢ selecionado a
partir de uma biblioteca de bacteriéfagos, em que essa
biblioteca de Dbacteridéfagos expressa anticorpos humanos
(Vaughan et al., 1996, Nature Biotechnology, 14:309-314;
Sheets et al., 1998, PNAS, (EUA) 95:6157-6162; Hoogenboom e
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Winter, 1991, J. Mol. Biol., 227:381; Marks et al., 1991,
J. Mol. Biol., 222:581). 0s anticorpos humanos podem ser
igualmente criados introduzindo 1ldécus de imunoglobulina
humana nos animais transgénicos, por ex. ratinhos nos quais
0os genes de imunoglobulina enddégena tenham sido tornados
inativos parcial ou completamente. Esta abordagem &
descrita nas Patentes U.S. 5.545.807; 5.545.806; 5.569.825;
5.625.126; 5.633.425; e 5.661.016. Em alternativa, o)
anticorpo humano pode ser preparado mediante a
imortalizacdo de linfdécitos B humanos que produzem um
anticorpo direcionado para um antigénio-alvo (esses
linfécitos B podem ser recuperados a partir de um individuo
ou podem ter sido imunizados in vitro). Consulte, por ex.,
Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan
R. Liss, pag. 77 (1985); Boerner et al., 1991, J. Immunol.,
147 (1):86-95; e a Patente U.S. 5.750.373.

0 termo “anticorpos quiméricos” refere-se aos
anticorpos em que uma porc¢ao de cada uma das sequéncias de
aminodcidos de cadeias pesadas e leves € homdloga as
sequéncias correspondentes nos anticorpos derivados de uma
determinada espécie ou pertencentes a uma determinada
classe, engquanto o segmento restante das cadeias é homdélogo
as sequéncias correspondentes noutros anticorpos.
Normalmente, nestes anticorpos quiméricos, a regiao
varidvel das cadeias leves e pesadas 1imita as regides
varidveis dos anticorpos derivados de uma espécie de
mamiferos, enquanto as porgdes constantes sdo homdélogas as
sequéncias nos anticorpos derivados de outra espécie. Uma
vantagem clara destas formas quiméricas é o facto de, por
exemplo, as regides variaveis poderem ser convenientemente
derivadas de origens conhecidas presentemente, utilizando
células B ou hibridomas prontamente disponiveis de
organismos hospedeiros nao humanos em conjunto com regides
constantes derivadas de, por exemplo, preparacdes de

células humanas. Enquanto a regido varidvel tem a vantagem
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da facilidade de preparacao, e de a especificidade nao ser
afetada pela respetiva fonte, a regiao constante sendo
humana tem menos probabilidade de deduzir uma resposta
imunitdria de uma pessoa quando os anticorpos sdo injetados
do que uma regido constante de uma fonte nao humana.
Contudo, a definicdo ndo se limita a este exemplo
especifico.

Uma “regido Fc funcional” tem, pelo menos, uma funcao
efetora de uma regido Fc de sequéncia nativa. As *“funcdes
efetoras” exemplares incluem ligacdo de Clqg; citotoxicidade
dependente do complemento (CDC); ligacado de recetor Fc;
citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpos
(ADCC); fagocitose; e diminuicdo de recetores de superficie
celular (por ex., recetor de célula B, BCR), etc.
Geralmente, essas funcgdes efetoras necessitam que a regiao
Fc seja combinada com um dominio de ligagao (por ex. um
dominio wvaridvel de anticorpo) e podem ser estimadas
utilizando vAarios ensaios conhecidos na técnica para
avaliar essas funcdes efetoras de anticorpo.

Uma “regidao Fc de sequéncia nativa” compreende uma
sequéncia de aminodacidos idéntica a sequéncia de
aminodcidos de uma regido Fc¢ encontrada na natureza. Uma
“regiao Fc variante” compreende uma sequéncia de
aminodcidos que difere da de uma regido Fc de sequéncia
nativa em virtude de, pelo menos, uma modificacdo de
aminodcidos, mas mantém, pelo menos, uma funcdo efetora da
regido Fc de sequéncia nativa. Preferencialmente, a regiao
Fc variante tem, pelo menos, uma substituicao de
aminodcidos em comparacdo com uma regido Fc de sequéncia
nativa ou com a regido Fc de um polipéptido precursor, por
ex. entre cerca de uma a cerca de dez substituicdes de
aminodcidos, e preferencialmente entre cerca de uma a cerca
de cinco substituicdes de aminocdcidos numa regido Fc de
sequéncia nativa ou na regiao Fc do polipéptido precursor.

A regido Fc variante terd preferencialmente, pelo menos,
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cerca de 80% de identidade de sequéncia com uma regidao Fc
de sequéncia nativa e/ou com uma regido Fc de um
polipéptido precursor, e mais preferencialmente, pelo
menos, cerca de 90% de identidade de sequéncia, e ainda
mais preferencialmente, pelo menos, cerca de 95% de
identidade de sequéncia.

Conforme aqui utilizado, “citotoxicidade mediada por
células dependente de anticorpos” e “ADCC” referem-se a uma
reacao mediada por células, na gqual as células citotédxicas
nao especificas gque expressam recetores Fc (FcRs) (por ex.
células assassinas naturais (NK), neutrdfilos e macrdfagos)
reconhecem o anticorpo ligado numa célula-alvo e causam
subsequentemente a lise da célula-alvo. A atividade ADCC de
uma molécula de interesse pode ser estimada utilizando um
ensaio ADCC in vitro, tal como descrito na Patente U.S.
5.500.362 ou 5.821.337. As células efetoras Tuteis para
esses ensaios incluem células mononucleares do sangue
periférico (PBMC) e células NK. Em alternativa, ou além
disso, a atividade ADCC da molécula de interesse pode ser
estimada in vivo, por ex. num modelo animal, conforme
divulgado em Clynes et al., 1998, PNAS (EUA), 95:652-656.

Conforme aqui utilizado, “recetor Fc” e “FCcR”
descrevem um recetor que liga a regido Fc de um anticorpo.
O FcR preferido é um FcR humano de sequéncia nativa. Além
disso, um FcR preferido é um que liga um anticorpo IgG (um
recetor gama) e inclui recetores das subclasses FcyRI,
FcFcyRII e FcFcyRIII, incluindo variantes alélicas e, em
alternativa, formas juntas destes recetores. 0s recetores
FcFcyRII incluem FcFcyRIIA (um *“recetor de ativagao”) e
FcFcyRIIB (um “recetor de inibicao”), que tém sequéncias de
aminocdcidos semelhantes que diferem essencialmente nos
dominios citoplasméaticos das mesmas. Os FcRs sdo revistos
em Ravetch e Kinet, 1991, Ann. Rev. Immunol., 9:457-92;
Capel et al., 1994, Immunomethods, 4:25-34; e de Haas et
al., 1995, J. Lab. C(Clin. Med, 126:330-41. *“FcR” inclui
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igualmente o recetor neonatal, FcRn, que & responsavel pela
transferéncia de IgGs maternos para o feto (Guyer et al.,
1976, J. Immunol., 117:587; e Kim et al., 1994, J.
Immunol., 24:249).

A “citotoxicidade dependente do complemento” e “CDC”
referem-se a provocacgdo de lise num alvo na presenca de
complemento. A via de ativacdo do complemento é iniciada
pela ligacdo do primeiro componente do sistema do
complemento (Clg) a uma molécula (por ex. um anticorpo)
complexa com um antigénio cognato. Para estimar a ativacao
do complemento, pode ser efetuado um ensaio CDC, por ex.
conforme descrito em Gazzano-Santoro et al., J. Immunol.
Methods, 202:163 (1996).

Conforme aqui utilizado, o©os termos “E3”, “3E” e
“anticorpo E3” sao utilizados alternadamente para fazer
referéncia a um anticorpo que compreende a sequéncia de
aminodcidos das regides varidveis de cadeia pesada e cadeia
leve ilustradas nas Figuras 1A (SEQ. ID N.° 1) e 1B (SEQ.
ID N.° 2), respetivamente. As porcgdes de CDR do anticorpo
E3 (incluindo CDRs de Chothia e de Kabat) sao representadas
esquematicamente nas Figuras 1A e 1B. As Figuras 2 e 3
ilustram polinucledétidos que codificam cadeias pesadas e
leves, respetivamente, compreendendo as regides varidveis
de cadeia pesada e leve ilustradas nas Figuras 1A e 1B,
respetivamente. A geracdo e a caracterizacdao de E3 séo
descritas nos Exemplos. Sao associadas funcgdes bioldgicas
diferentes a E3, incluindo, mas sem limitacdo, a capacidade
de ligar ao NGF e inibir a atividade bioldgica de NGF e/ou
as vias a jusante mediadas pela sinalizacdo de NGF; e a
capacidade de inibir a sobrevivéncia dependente de NGF de
neurdénios trigeminais E13.5 de ratinho. Conforme aqui
apresentado, os anticorpos da invencgdo podem ter qualquer
uma ou mais destas caracteristicas. Em algumas formas de
realizacao, o termo “E3"” refere-se a imunoglobulina

codificada por (a) um polinucledtido que codifica a cadeia
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leve E3 que tem um numero de depdsito de ATCC N.° PTA-4893
ou ATCC N.° PTA-4894, e (b) um polinucledtido que codifica
uma cadeia pesada E3 que tem um numero de depdsito de ATCC
N.° PTA-4895.

Conforme aqui wutilizado, a ligacdao de “imunidade
especifica” de anticorpos refere-se a interacdo de ligacao
especifica do antigénio que ocorre entre o local de
combinacdo do antigénio de um anticorpo e o antigénio
especifico reconhecido por esse anticorpo (ou seja, o
anticorpo reage com a proteina num ensaio ELISA ou outro
imunoensaio, e ndo reage de forma detetdvel com proteinas
nao relacionadas).

Um epitopo que “liga especificamente” ou “liga
preferencialmente” (aqui utilizado alternadamente) a um
anticorpo ou um polipéptido é um termo bem interpretado na
técnica, e o0s métodos ©para determinar essa ligacao
especifica ou preferencial sao igualmente bem conhecidos na
técnica. E suposto uma molécula mostrar a “ligacéao
especifica” ou a *“ligacdo preferencial” se reagir ou for
associada de forma mais frequente, mais réapida, com maior
duracdo e/ou com maior afinidade a uma determinada célula
ou substdncia do que a substédncias ou células alternativas.
Um anticorpo “liga especificamente” ou “liga
preferencialmente” a um alvo se ligar com maior afinidade,
avidez, mails prontamente e/ou com maior duracdo do que liga
a outras substéncias. Por exemplo, um anticorpo que liga
especifica ou preferencialmente a um epitopo NGF é um
anticorpo gque liga este epitopo com maior afinidade,
avidez, mais prontamente e/ou com maior duracdo do que liga
a outros epitopos NGF ou epitopos nao NGF. Mediante a
leitura desta definicdo, parte-se igualmente do principio
de que, por exemplo, um anticorpo (ou parte ou epitopo) que
ligue especifica ou preferencialmente a um primeiro alvo
pode ou nao ligar especifica ou preferencialmente a um

segundo alvo. Como tal, a *“ligacado especifica” ou “ligacéo
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preferencial” nédo necessita forcosamente (embora possa
incluir) da ligacao exclusiva. Geralmente, mas nao
necessariamente, a referéncia a ligacdo significa ligacao
preferencial.

Os termos “polipéptido”, “oligopéptido”, “péptido” e
“proteina” sao aqui utilizados alternadamente para fazer
referéncia a polimeros de aminodacidos de qualquer
comprimento. O polimero pode ser linear ou ramificado,
compreender aminodcidos modificados e ser interrompido por
ndo—aminodcidos. Os termos abrangem igualmente um polimero
de aminodcido modificado naturalmente ou por intervencao;
por exemplo, formacao de ligacdes dissulfureto,
glicosilacao, lipidacao, acetilacao, fosforilacao, ou
qualgquer outra manipulacdo ou modificacéao, tal como
conjugacadao com um componente de rotulacdao. Igualmente
incluidos na definicdo estédo, por exemplo, o0s polipéptidos
que contém um ou mais andlogos de aminocdcido (incluindo,
por exemplo, aminodcidos né&do naturais, etc.), bem como
outras modificacdes conhecidas na técnica. Parte-se do
principio de que, uma vez que 08 polipéptidos desta
invencdao se baseiam num anticorpo, os polipéptidos podem
ocorrer como cadeias uUnicas ou cadeias associadas.

O termo “polinucledétido” ou “acido nucleico”, conforme
aqui wutilizado alternadamente, refere-se a polimeros de
nucledétidos de qualquer comprimento e inclui ADN e ARN. Os
nucledétidos podem ser desoxirribonucledtidos,
ribonucledtidos, nucledtidos modificados ou Dbases, e/ou
respetivos andlogos, ou qualquer substrato gque possa ser
incorporado num polimero por ADN ou ARN polimerase. Um
polinucledtido pode compreender nucledétidos modificados,
tais como nucledétidos metilados e respetivos andalogos. Se
estiver presente, a modificacdo da estrutura de nucledtidos
pode ser transmitida antes ou depois da montagem do
polimero. A sequéncia de nucledétidos pode ser interrompida

por componentes nao-nucledétidos. Um polinucledtido pode ser
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ainda modificado apds a polimerizacado, tal como por
conjugacgao com um componente de rotulagdao. Outros tipos de
modificacdes incluem, por exemplo, “coberturas”,
substituicdo de um ou mais dos nucledétidos qgue ocorrem
naturalmente por um andalogo, modificacdes internucledtido,
tais como, por exemplo, as com ligacgdes nao carregadas (por
ex., metilfosfonatos, fosfotriésteres, fosforamidatos,
carbamatos, etc.) e com ligacgdes carregadas (por ex.,
fosforotiocatos, fosforoditioatos, etc.), as que contém
partes pendentes, tais como, por exemplo, proteinas (por
ex., nucleases, toxinas, anticorpos, péptidos de sinal,
poli-L-1lisina, etc.), as com 1intercaladores (por ex.,
acridina, psoraleno, etc.), as gue contém qguelatores (por
ex., metals, metals radioativos, boro, metais oxidantes,
etc.), as que contém alguilantes, as com ligacdes
modificadas (por ex., &cidos nucleicos alfa-anoméricos,
etc.), bem como formas nao modificadas dos polinucledtidos.
Além disso, qualguer um dos grupos hidroxilo habitualmente
presentes nos acgucares pode ser substituido, por exemplo,
por grupos fosfonato ou grupos fosfato, protegidos por
grupos de protecdao padrao ou ativados para preparar
ligagdes adicionais a nucledtidos adicionais, ou pode ser
conjugado com suportes sdélidos. Os terminais OH 5’ e 37
podem ser fosforilados ou substituidos por aminas ou partes
de grupos de cobertura orgédnica de 1 a 20 &tomos de
carbono. Outros hidroxilos podem ser igualmente
derivatizados para grupos de protecao padrao. Os
polinucledétidos também podem conter formas andlogas de
acucares ribose ou desoxirribose geralmente conhecidas na
técnica, incluindo, por exemplo, 2’'-O-metil, 2’-0-alil, 2'-
fluoro ou 2’'-azido-ribose, andlogos carbociclicos de
acucar, acgucares o-anoméricos, acgucares epiméricos, tais
como arabinose, xiloses ou lixoses, acglUcares piranose,
acucares furanose, sedoheptuloses, andlogos aciclicos e

andalogos nucleosideos abadsicos, tal como metilrribosideo.
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Uma ou mais ligacdes fosfodiéster podem ser substituidas
por grupos de ligacdo alternativos. Estes grupos de ligacéao
alternativos 1incluem, mas nao se limitam a, formas de
realizacéo em que o) fosfato é substituido por
P(0O)S(“tiocato”), P(S)S (“ditioato”), “(0O)NR, (“amidato”),
P(O)R, P(O)OR’, CO ou CH, (“formacetal”), em que cada R ou
R’ ¢é independentemente H ou alquilo substituido ou nao
substituido (1-20 C) gue contém opcionalmente uma ligacao
(-0-) éter, arilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalguenilo
ou araldilo. Nem todas as ligacgdes num polinucledtido
necessitam de ser idénticas. A descricao anterior aplica-se
a todos os polinucledétidos aqui referidos, incluindo ARN e
ADN.

Um “regido wvaridvel” de um anticorpo refere-se a
regido varidvel da cadeia leve de anticorpo ou a regiao
varidvel da cadeia pesada de anticorpo, quer sozinha quer
em conjunto. Cada uma das regides varidveis da cadeia
pesada e leve consiste em quatro regides de estrutura (FR)
ligadas por trés regides determinantes de complementaridade
(CDRs) igualmente conhecidas como regides hipervaridveis.
As CDRs em cada cadeia sdao mantidas juntas e prdximas pelas
FRs e, com as CDRs da outra cadeia, contribuem para a
formagcdao do local de ligagdao do antigénio de anticorpos.
Existem, pelo menos, duas técnicas para determinar CDRs:
(1) uma abordagem baseada na variabilidade da sequéncia de
espécies cruzadas (ou seja, Kabat et al. Sequences of
Proteins of Immunological Interest, (52 ed., 1991, National
Institutes of Health, Bethesda MD)); e (2) uma abordagem
baseada nos estudos cristalograficos de complexos
antigénio—-anticorpo (Chothia et al. (1989) Nature 342:877;
Al-lazikani et al (1997) J. Molec. Biol. 273:927-948)).
Conforme aqui wutilizado, uma CDR pode referir-se a CDRs
definidas por uma das duas abordagens ou por uma combinacao
de ambas as abordagens.

Um “regido constante” de um anticorpo refere-se a
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regido constante da cadeia leve de anticorpo ou a regiéo
constante da cadeia pesada de anticorpo, gquer sozinha quer
em conjunto.

Conforme aqui utilizado, 0s termos “fator de
crescimento do nervo” e “NGF” referem-se ao fator de
crescimento do nervo e variantes do mesmo que mantém, pelo
menos, parte da atividade bioldgica de NGF. Conforme aqui
utilizado, o NGF inclui todas as espécies mamiferas do NGF
de sequéncia nativa, incluindo humana, canina, felina,
equina ou bovina.

O "recetor NGF” refere-se a um polipéptido ligado ou
ativado por NGF. 0Os recetores NGF incluem o recetor TrkA e
o recetor p75 de qualquer espécie mamifera, incluindo, mas
ndo se limitando a, humana, canina, felina, equina, primata
ou bovina.

Conforme aqui wutilizado, um “anticorpo antagonista
anti-NGF” (alternadamente denominado *“anticorpo anti-NGF”)
refere-se a um anticorpo que € capaz de ligar ao NGF e
inibir a atividade bioldégica de NGF e/ou as vias a jusante
mediadas pela sinalizacdo de NGF. Um anticorpo antagonista
anti-NGF abrange anticorpos que bloqueiam, antagonizam,
suprimem ou reduzem (incluindo significativamente) a
atividade bioldégica de NGF, incluindo as vias a Jjusante
mediadas pela sinalizacdao de NGF, tais como a ligacao de
recetor e/ou deducdo de uma resposta celular ao NGF. Para
efeitos da presente invencdo, partir-se-a explicitamente do
principio de que o termo “anticorpo antagonista anti-NGE”
abrange todos os termos, titulos e caracteristicas e
estados funcionais identificados anteriormente, de acordo
com o0s quais o préprio NGF, uma atividade bioldgica de NGF
(incluindo, mas sem limitacdo, a respetiva capacidade de
mediar qualquer aspeto da dor ©pds-cirurgica) ou as
consequéncias da atividade bioldgica sao substancialmente
anulados, diminuidos ou neutralizados de alguma maneira

significativa. Em algumas formas de realizacao, um
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anticorpo antagonista anti-NGF liga o NGF e previne a
dimerizacdo do NGF e/ou ligacdo a um recetor NGF (tal como
P75 e/ou trkA). Noutras formas de realizacdo, um anticorpo
anti-NGF liga o NGF e previne a dimerizacdo do recetor trkA
e/ou a autofosforilacdo de trkA.

Sao aqui fornecidos exemplos de anticorpos antagonistas
anti-NGF.

Geralmente, *“atividade bioldgica” de NGF refere-se a
capacidade de 1ligar recetores NGF e/ou ativar vias de
sinalizacdo de recetor NGF. Sem limitacdo, uma atividade
bioldgica inclui uma ou mais das seguintes: a capacidade de
ligar um recetor NGF (tal como p75 e/ou trkA); a capacidade
de provocar dimerizacdo e/ou autofosforilacdo do recetor
trkA; a capacidade de ativar uma via de sinalizagdo de
recetor NGF; a capacidade de ©provocar diferenciacao,
proliferacdao, sobrevivéncia, crescimento de células e
outras alteracgdes na fisiologia da célula, incluindo (no
caso dos neurdnios, incluindo o neurdénio central e
periférico) alteracao na morfologia neuronal,
sinaptogénese, funcado sindptica, neurotransmissor e/ou
libertacdao de neuropéptidos e regeneracdo a seguir a leséo;
a capacidade de ©provocar sobrevivéncia de neurdnios
trigeminais E13.5 de ratinho; e a capacidade de mediar a
dor, incluindo a dor pdés—-cirurgica.

Conforme aqui utilizado, “substancialmente puro”
refere-se a material que &, pelo menos, 50% puro (ou seja,
sem substédncias contaminadoras), mais preferencialmente,
pelo menos, 90% puro, mais preferencialmente, pelo menos,
95% puro, mais preferencialmente, pelo menos, 98% puro,
mais preferencialmente, pelo menos, 99% puro.

Uma “célula hospedeira” inclui uma célula individual
ou cultura de células que pode ser ou foili um recipiente
para vetores para a incorporacao de insercdes de
polinucledétidos. As células hospedeiras incluem a

progenitura de uma Unica célula hospedeira, e a progenitura
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ndo necessita de ser completamente idéntica (na morfologia
ou no complemento ADN gendémico) a célula principal original
devido a mutacadao natural, acidental ou deliberada. Uma
célula hospedeira inclui células transfetadas in vivo com
polinucleétidos desta invencao.

Conforme aqui utilizado, “tratamento” ¢ uma abordagem
para obter resultados clinicos desejados ou benéficos. Para
efeitos desta invencdo, o0s resultados clinicos desejados ou
benéficos incluem, mas nao se limitam a, um ou mais dos
seguintes: melhora ou mitigacdo de qualgquer aspeto da dor,
incluindo dor aguda, c¢rénica, inflamatdéria, neuropdtica,
pbés—-cirtrgica, dor de artrite reumatoide ou dor de
osteocartrite. Para efeitos desta invencado, o0s resultados
clinicos desejados ou benéficos incluem, mas nao se limitam
a, um ou mais dos seguintes: incluindo a diminuicdo da
gravidade, a mitigagcdo de um ou mais sintomas associados a
dor, incluindo qualquer aspeto da dor (tal como
encurtamento da duracao da dor, reducao da sensacao de dor
ou sensibilidade a dor).

Uma “quantidade eficaz” de farmaco, composto ou
composicao farmacéutica é uma quantidade suficiente para
produzir resultados c¢linicos desejados ou Dbenéficos,
incluindo resultados «c¢linicos, tais como mitigagdo ou
reducdao da sensacao de dor. Uma quantidade eficaz pode ser
administrada numa ou mais administracgdes. Para efeitos
desta invencdo, uma quantidade eficaz de farmaco, composto
ou composicadao farmacéutica € uma quantidade suficiente para
tratar, melhorar, reduzir a intensidade e/ou prevenir a
dor, incluindo a dor pdbs-cirurgica, a dor de artrite
reumatoide e/ou a dor de osteoartrite. Em algumas formas de
realizacao, a *“quantidade eficaz” pode reduzir a dor em
repouso ou a dor induzida mecanicamente (incluindo dor a
seguir a movimento), ou ambas, e pode ser administrada
antes, durante ou apdés uma 1incisao, corte, rutura ou

ferimento e/ou antes, durante ou apds estimulo doloroso.
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Tal como é subentendido no contexto clinico, uma quantidade
eficaz de um farmaco, composto ou composicdo farmacéutica
pode ou nao ser alcancada em conjunto com outro farmaco,
composto ou composicao farmacéutica. Deste modo, uma
“quantidade eficaz” pode ser considerada no contexto da
administracdo de um ou mais agentes terapéuticos, e pode
ser considerado um uUnico agente para ser fornecido numa
quantidade eficaz se, em conjunto com um ou mais agentes,
puder ser ou for alcancado um resultado desejavel.

A *“reducadao da incidéncia” da dor significa reducao da
gravidade (gque pode incluir a redugdo da necessidade e/ou
quantidade de (por ex. exposicao a) outros farmacos e/ou
terapias geralmente utilizados para estas condicdes,
incluindo, por exemplo, opidceos), duracdo e/ou frequéncia
(incluindo, por exemplo, adiamento ou aumento do tempo para
a dor pdés-cirtrgica num individuo). Tal como é interpretado
pelos peritos na técnica, os individuos podem variar em
termos da respetiva resposta ao tratamento e, como tal, por
exemplo um “método de redugdo da incidéncia da dor de
artrite reumatoide ou dor de osteocartrite num individuo”
retrata a administracdo do anticorpo antagonista anti-NGF
com base numa expectativa razoavel de que essa
administracdo pode causar provavelmente uma redugdo na
incidéncia nesse individuo especifico.

O “melhoramento” de uma dor ou de um ou mais sintomas
de uma dor (tal como dor de artrite reumatoide ou dor de
osteocartrite) significa uma diminuic¢do ou melhora de um ou
mais sintomas de uma dor em comparagdo com a nao-
administracdo de um anticorpo antagonista anti-NGF. O
“melhoramento” inclui igualmente o encurtamento ou reducao
da duracao de um sintoma.

A “atenuacao” de uma dor ou de um ou mais sintomas de
uma dor (tal como dor de artrite reumatoide ou dor de
osteocartrite) significa a diminuicdo da extensdao de uma ou

mais manifestag¢des clinicas 1ndesejaveis da dor pds-
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cirurgica num individuo ou populacdo de individuos tratados

com um anticorpo antagonista anti-NGF de acordo com a

invencao.
Conforme aqui utilizado, o) “adiamento” do
desenvolvimento da dor significa diferir, atrasar,

abrandar, retardar, estabilizar e/ou demorar a progressao
da dor, tal como a dor pds-cirtrgica, dor de artrite
reumatoide ou dor de osteoartrite. Este adiamento pode ser
de duracbes variaveis de tempo, dependendo do historial da
doenca e/ou dos individuos que estdo a ser tratados. Tal
como ¢é evidente para um perito na técnica, um adiamento
suficiente ou significativo pode efetivamente abranger a
prevencdo, de modo a que o individuo ndo desenvolva dor. Um
método que *“adie” o desenvolvimento do sintoma € um método
que reduz a probabilidade de desenvolvimento do sintoma num
determinado periodo de tempo e/ou reduz a extensdo dos
sintomas num determinado periodo de tempo, em comparacao
com a nao-utilizacdao do método. Normalmente, essas
comparacdes sdao baseadas em estudos clinicos, utilizando um
numero estatisticamente significativo de pessoas.

Conforme aqui utilizado, “dor” refere-se a dor de
qualquer etiologia, incluindo dor aguda e crénica, e
qualquer dor com um componente inflamatdério. Os exemplos de
dor incluem dor pbés—-cirtrgica, dor pbs—-operatdria
(incluindo dor dentéaria), enxaqueca, dor de cabeca e
nevralgia do trigémio, dor associada a queimadura, ferida
ou pedra no rim, dor associada a traumatismo (incluindo
ferimento traumdtico na cabeca), dor neuropatica, dor
associada a disturbios musculo-esqueléticos, tais como
artrite reumatoide, osteocartrite, espondilite anquilosante,
artropatias seronegativas (naoc reumatoides), reumatismo nao
articular e disturbios periarticulares, e dor associada a
cancro (incluindo “dor transitdéria” e dor associada a
cancro terminal), neuropatia periférica e nevralgia pds-

herpética. Os exemplos de dor com um componente
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inflamatério (além de alguns dos descritos acima) incluem
dor reumdatica, dor associada a mucosite e dismenorreia.

A “dor pds-cirurgica” (alternadamente denominada “pbds-—
incisional” ou “dor pds—-traumdtica”) refere-se a dor que
surge ou resulta de um traumatismo externo, tal como um
corte, perfuracao, incisdao, rutura ou ferida no tecido de
um individuo (incluindo a gue surge a partir de todos os
procedimentos ciruargicos, quer invasivos quer nao
invasivos). Conforme aqui utilizado, a dor pds-cirurgica
ndao inclui a dor qgue ocorre (surge ou é originada) sem um
traumatismo fisico externo. Em algumas formas de
realizagdo, a dor pds-cirurgica ¢é uma dor interna ou
externa (incluindo periférica), e a ferida, o corte, o
traumatismo, a rutura ou a incisao podem ocorrer de forma
acidental (tal como com uma ferida traumdtica) ou
deliberada (tal como com uma incis&o cirurgica). Conforme
aqui utilizado, “dor” inclui nocicec¢adao e a sensacgao de dor,
e a dor pode ser estimada objetiva e subjetivamente,
utilizando classificacgdes da dor e outros métodos bem
conhecidos na técnica. A dor pds-cirurgica, conforme aqui
utilizado, inclui alodinia (ou seja, maior resposta a um
estimulo normalmente ndo nocivo) e hiperalgesia (ou seja,
maior resposta a um estimulo normalmente nocivo ou
desagradavel), que pode, por conseguinte, ser de natureza
térmica ou mecéanica (tatil). Em algumas formas de
realizacdao, a dor caracteriza-se por sensibilidade térmica,
sensibilidade mecénica e/ou dor em repouso. Em algumas
formas de realizacdo, a dor pds—-cirurgica compreende dor
induzida mecanicamente ou dor em repouso. Noutras formas de
realizacdo, a dor pds-cirurgica compreende dor em repouso.
A dor pode ser uma dor primdria ou secundaria, tal como é
bem conhecido na técnica.

Uma “amostra bioldégica” abrange uma variedade de tipos
de amostra obtidos a partir de um individuo e pode ser

utilizada num ensaio de diagndstico ou de monitorizacgao. A
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definicdo abrange amostras de sangue e outros liquidos de
origem bioldgica, amostras de tecido sdélido, tais como um
espécime de Dbidpsia ou culturas de tecido ou células
derivadas das mesmas, e a vrespetiva progenitura. A
definicdo inclui igualmente amostras que foram manipuladas
de algum modo apdés a respetiva aquisicao, tal como através
de tratamento com reagentes, solubilizacao ou
enriquecimento para determinados componentes, tais como
proteinas ou polinucledétidos, ou incorporagdo numa matriz
semissdlida ou sdédélida para efeitos de seccionamento. O
termo “amostra bioldgica” abrange uma amostra clinica e
inclui igualmente amostras de células na cultura,
sobrenadantes de células, lisados de células, soro, plasma,
fluido bioldgico e tecido.

Um “individuoc” é um vertebrado, preferencialmente um
mamifero, mais preferencialmente um ser humano. Os
mamiferos incluem, mas nao se limitam a, animais de criacéo
(tals como vacas), animais de desporto, animais de
estimacdo (tais como gatos, caes e cavalos), primatas,
ratinhos e ratos.

Conforme aqui utilizado, “vetor” significa uma
construcdo, que ¢é capaz de fornecer, e preferencialmente
expressar, um ou mais genes ou sequéncias de interesse numa
célula hospedeira. Os exemplos de vetores incluem, mas nao
se limitam a, vetores virails, vetores de expressadao de ARN e
ADN nu, vetores de plasmideos, cosmideos ou bacteridfagos,
vetores de expressado de ARN e ADN associados a agentes de
condensacdo catidnicos, vetores de expressdao de ARN e ADN
encapsulados em lipossomas, e determinadas células
eucaridéticas, tais como células produtoras.

Conforme aqui utilizado, *“sequéncia de controlos de
expressdo” significa uma sequéncia de acidos nucleicos que
direciona a transcricdo de um acido nucleico. Uma sequéncia
de controlos de expressao pode ser um promotor, tal como um

promotor constitutivo ou induzido, ou um intensificador. A
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sequéncia de controlos de expressdo € ligada de modo
funcional a sequéncia de acidos nucleicos a ser transcrita.

Conforme aqui wutilizado, *“portador farmaceuticamente
aceitavel” inclui qualquer material que, guando combinado
com um ingrediente ativo, permite gue o ingrediente
mantenha a atividade bioldgica e nao seja reativo com o
sistema imunitdrio da pessoa. 0Os exemplos incluem, mas nao
se limitam a, gqualgquer um dos portadores farmacéuticos
padrao, tais como uma solucao salina tamponada com fosfato,
dgua, emulsbes, tais como emulsdao de Oleo/dagua e varios
tipos de agentes de humedecimento. Os diluentes preferidos
para administracao parentérica ou de aerossol sdo a salina
tamponada com fosfato ou a salina normal (0,9%). As
composicgdes que compreendem esses portadores sao formuladas
através de métodos convencionais bem conhecidos (consulte,
por exemplo, Remington’s Pharmaceutical Sciences, 182
edig¢do, A. Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, PA,
1990; e Remington, The Science and Practice of Pharmacy 202
Ed. Mack Publishing, 2000).

O termo “K.e”, conforme aqui wutilizado, pretende
referir-se a constante de taxa off para a dissociacdo de um
anticorpo do complexo anticorpo/antigénio.

O termo “Kp”, conforme aqui utilizado, ©pretende
referir-se a constante de dissociacdo de wuma interacao
anticorpo-antigénio.

ANTICORPO E3, E3 - ANTICORPOS DERIVADOS, COMPOSIQ6ES E
METODOS DE UTILIZAGAO
Composigbes E3, Composigbes Derivadas E3 e Métodos de
Criacdo de Composicdes

Esta invencao abrange composicdes, incluindo
composicdes farmacéuticas, gque compreendem um polipéptido
ou anticorpo E3; e polinucledétidos que compreendem
sequéncias que codificam um polipéptido ou anticorpo E3.
Conforme aqui utilizado, as composigdes compreendem um ou

mais anticorpos ou polipéptidos (gque podem ou nado ser um
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anticorpo) que ligam ao NGF, e/ou um ou mais
polinucledtidos que compreendem sequéncias que codificam um
ou mais anticorpos ou polipéptidos que ligam ao NGF. Estas
composigdes podem ainda compreender excipientes adequados,
tais como excipientes farmaceuticamente aceitaveis,
incluindo tampdes, gque sao bem conhecidos na técnica.

A invencdo abrange igualmente formas de realizacgado de
anticorpo, polipéptido e polinucledtido isolados. A
invencdo abrange igualmente formas de realizacdo de
anticorpo, polipéptido e polinucledétido substancialmente
puros.

Os anticorpos e polipéptidos da invencao caracterizam-
se por qualquer (uma ou mais) das seguintes
caracteristicas: (a) capacidade de ligar ao NGF; (b)
capacidade de reduzir e/ou inibir a atividade bioldgica de
NGF e/ou vias a jusante mediadas pela sinalizacdo de NGF;
(c) capacidade de reduzir e/ou inibir a sobrevivéncia
dependente de NGF de neurdnios trigeminais E13.5 de
ratinho; (d) auséncia de qualgquer reatividade cruzada
significativa de NT3, NT4/5 e/ou BDNF; (e) capacidade de
tratar e/ou prevenir dor (incluindo dor pds-cirtrgica); (f)
capacidade de aumentar o espago livre do NGF; (9)
capacidade de reduzir ou inibir a ativagdoc do recetor trkA,
conforme detetado, por exemplo, utilizando o ensaio de
ativacao de recetor gquinase (KIRA) (consulte a Patente U.S.
6.027.927).

As propriedades de ligacdo do anticorpo E3, que ligam
o NGF humano com alta afinidade e cinética de dissociacao
lenta, em comparagdo com o anticorpo monoclonal anti-NGF
murino precursor 911, sao resumidas abaixo. O E3 liga o NGF
humano com uma afinidade de ligacao de aproximadamente 50

dobras a mais do que anticorpo de ratinho precursor 911.
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anticorpo Kp Kose Kon
911 (Fab) 3,7 nM | 9x107°s™" | 2,2x10*M *s™?
E3 (Fab) 0,07 nM | <4x107°s™ | 6x10°M ‘st

O anticorpo E3 e anticorpos relacionados mostram
igualmente uma forte capacidade para antagonizar o NGF
humano, conforme estimado pelos ensaios in vitro (consulte
os Exemplos 2 e 3). Por exemplo, o anticorpo E3 antagoniza
a sobrevivéncia dependente de NGF de neurdnios trigeminais
E13 de ratinho num IC50 de cerca de 21 pM na presenca de 15
PM de NGF humano, e de cerca de 1,2 pM na presenca de 1,5
pM de NGF humano.

Por conseguinte, noutro aspeto, o0s anticorpos e o0s
polipéptidos da invencéo identificam-se e caracterizam-se
ainda por: (h) ligacdo de alta afinidade ao NGF humano com
baixa c¢inética de dissociacdo (em algumas formas de
realizacgdo, com uma K, de menos de cerca de 2 nM, e/ou uma
Koee mails lenta do que cerca de 6x10-5 s-1) e/ou (1)
capacidade de inibir (bloguear) a sobrevivéncia dependente
de NGF de neurdénios trigeminais E13.5 de ratinho com um
IC50 de cerca de 100 pM ou menos em cerca de 15 pM de NGF
(em algumas formas de realizagdo, NGF humano) e/ou um IC50
de cerca de 20 pM ou menos em cerca de 1,5 pM de NGF.

Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo liga o
NGF humano, e nao liga significativamente um NGF de outra
espécie vertebrada (em algumas formas de realizacéao,
mamifera). Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo
liga o NGF humano, bem como um ou mais NGF de outra espécie
vertebrada (em algumas formas de realizacdo, mamifera).
Noutras formas de realizacdo ainda, o anticorpo liga o NGF
e nao reage significativamente de forma cruzada com outras
neurotrofinas (tais como as neurotrofinas relacionadas,
NT3, NT4/5 e/ou BDNF). Em algumas formas de realizacdo, o

anticorpo liga o NGF, bem como, pelo menos, uma outra
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neurotrofina. Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo
liga a uma espécie mamifera de NGF, tal como um cavalo ou
um cao, mas nao liga significativamente ao NGF de outra
espécie mamifera.

Em algumas formas de realizacao, a invencao
corresponde a um anticorpo que compreende uma cadeia leve
que €& codificada por um polinucledétido produzido por uma
célula hospedeira com um numero de depdsito de ATCC N.°
PTA-4893 ou ATCC N.° PTA-4894. Noutro aspeto, a invencao
corresponde a um anticorpo gue compreende uma cadeia pesada
que ¢é codifica por um polinucledétido produzido por uma
célula hospedeira com um numero de depdsito de ATCC N.°
PTA-4895. A presente 1invencdo abrange igualmente vAarias
formulagdes de E3 e fragmentos de anticorpo equivalente
(por ex. Fab, Fab’, F(ab’),, Fv, Fc, etc.), cadeia unica
(ScFv), mutantes do mesmo, proteinas de fusao que
compreendem uma porg¢cao de anticorpo, e gualquer outra
configuracdo modificada de E3 que compreenda um local de
reconhecimento do antigénio (NGF) da especificidade
requerida. Os anticorpos equivalentes de E3, incluindo
fragmentos de anticorpo e polipéptido (que podem ou nao ser
anticorpos) de E3, e os polipéptidos que compreendem
fragmentos de polipéptido de E3 identificam-se e
caracterizam-se por qualquer (um ou mais) dos critérios
descritos acima.

Num aspeto, a invencdo fornece um anticorpo antifator
de crescimento do nervo (NGF) ou fragmento do mesmo, gue
compreende:

(a) uma regido varidvel de cadeia pesada que
compreende:

(1) uma regiao CDR1 de SEQ. ID N.° 3;

(i1) uma regiao CDR2 de SEQ. ID N.° 4;

(1ii) wuma regidao CDR3 selecionada a partir do grupo
que consiste nas SEQ. ID N.°s 5, 58 e 60; e

(b) uma regido variavel de cadeia leve que compreende:
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(i) uma regido CDR1 de SEQ. ID N.° 6;

(ii) uma regido CDR2 de SEQ. ID N.° 7;

(iii) uma regido CDR3 selecionada a partir do grupo que
congiste nas SEQ. ID N.°s 8, 57, 59 e 61;

em que o anticorpo ou fragmento do mesmo liga o NGF humano
com uma Kp de 2nM ou menos.

A invencdo fornece gqualquer um dos seguintes, ou
composicdes (incluindo composicgdes farmacéuticas) que
compreendem qualquer um dos seguintes: (a) anticorpo E3;
(b) um fragmento ou uma regidao do anticorpo E3; (c) uma
cadeia leve do anticorpo E3 conforme ilustrado na Figura
1B; (c) uma cadeia pesada do anticorpo E3 conforme
ilustrado na Figura 1A; (d) uma ou mals regides varidveis
de uma cadeia leve e/ou de uma cadeia pesada do anticorpo
E3; (e) uma ou mais CDRs (uma, duas, trés, quatro, cinco ou
seis CDRs) do anticorpo E3 ilustradas nas Figuras 1A e 1B;
(f) CDR H3 da cadeia pesada do anticorpo E3 ilustrada na
Figure 1A; (g) CDR L3 da cadeia 1leve do anticorpo E3
ilustrada na Figura 1B; (h) trés CDRs da cadeia leve do
anticorpo E3 ilustradas na Figura 1B; (i) trés CDRs da
cadeia pesada do anticorpo E3 ilustradas na Figura 124; (3)
trés CDRs da cadeia leve e trés CDRs da cadeia pesada do
anticorpo E3 ilustradas nas Figuras 1A e 1B; e (k) um
anticorpo que compreende qualquer um de (b) a (j). Tal como
¢ evidente a partir da descricdao aqui apresentada, sao
especificamente excluidas da invengdo as formas de
realizacdao de polipéptidos que consistem na sequéncia de
aminodcidos 1idéntica para uma sequéncia de aminodcidos de
anticorpo monoclonal de ratinho, 911. As sequéncias CDR
alargadas de Mab 911 sao ilustradas nas Figuras 1A e 1B e
nas SEQ. ID N.°s 9 a 14.

As porgdes de CDR do anticorpo E3 (incluindo CDRs de
Chothia e de Kabat) sao representadas esquematicamente nas
Figuras 1A e 1B e consistem nas seguintes sequéncias de
aminodcidos: (a) cadeia pesada CDR 1 (“CDR H1”) GFSLIGYDLN



62

(SEQ. ID N.° 3); (b) cadeia pesada CDR 2 ("“CDR H2")
IIWGDGTTDYNSAVKS (SEQ. ID N. 4); (c) cadeia pesada CDR 3
(“CDR H3") GGYWYATSYYFDY (SEQ. ID N.° 5); (d) cadeia leve
CDR 1 (“CDR L1”) RASQSISNNLN (SEQ. ID N.° 6); (e) cadeia
leve CDR 2 ("“CDR L2") YTSRFHS (SEQ. ID N.° 7); e (f) cadeia
leve CDR 3 (“CDR L3") QQEHTLPYT (SEQ. ID N.° 8). A
determinacdo das regides CDR faz parte do éambito da
técnica. Parte-se do principio de que, em algumas formas de
realizacdao, as CDRs podem ser uma combinacdo da CDR de
Kabat e de Chothia (igualmente denominadas “CDRs
combinadas” ou “CDRs alargadas”). Em algumas formas de
realizagdo, as CDRs compreendem a CDR de Kabat. Noutras
formas de realizacdo, as CDRs correspondem a CDR de
Chothia.

Em algumas formas de realizacao, a invencao fornece um
anticorpo que compreende, pelo menos, uma CDR
substancialmente homdéloga a pelo menos uma CDR, pelo menos
duas, pelo menos trés, pelo menos quatro, pelo menos cinco
CDRs de E3 (ou, em algumas formas de realizacao,
substancialmente homdéloga a todas as 6 CDRs de E3, ou
derivada do E3). Outras formas de realizacado incluem
anticorpos que tém, pelo menos, duas, trés, quatro, cinco
ou seis CDRs substancialmente homélogas a, pelo menos,
duas, trés, quatro, cinco ou seis CDRs de E3 ou derivadas
do E3. Parte-se do principio de que, para efeitos desta
invencdo, a especificidade de 1ligacdo e/ou a atividade
global (gque pode ser em termos de tratamento e/ou prevencdao
da dor ou inibicdo da sobrevivéncia dependente de NGF de
neurénios trigeminais de ratinho E13.5) sao geralmente
mantidas, embora a extensdo da atividade possa variar em
comparacaoc com o E3 (pode ser maior ou menor).

A invencao fornece igualmente um polipéptido (gue pode
ou nao ser um anticorpo) gque compreende uma sequéncia de
aminocdcidos de E3 (ilustrado nas Figuras 1A e 1B) que tem

qualquer um dos seguintes: pelo menos 5 aminodcidos
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contiguos, pelo menos 8 aminocdcidos contiguos, pelo menos
10 aminodcidos contiguos, pelo menos 15 aminodacidos
contiguos, pelo menos 20 aminodcidos contiguos, pelo menos
25 aminodcidos contiguos, pelo menos 30 aminodcidos
contiguos de uma sequéncia de E3, em que pelo menos 3 dos
aminodcidos sdo de uma regido variavel de E3, com o
conhecimento de que as formas de realizacdo que consistem
na sequéncia de aminodcidos idéntica para uma sequéncia de
aminodcidos de anticorpo monoclonal de ratinho, 911, séo
especificamente excluidas. As sequéncias de CDR alargadas
de Mab 911 sao ilustradas nas Figuras 1A e 1B, e nas SEQ.
ID N.°s 9 a 14. Numa forma de realizacdo, a regido variavel
¢ de uma cadeia leve de E3. Noutra forma de realizacdo, a
regido varidvel é de uma cadeia pesada de E3. Noutra forma
de realizacdo, os 5 (ou mais) aminodcidos contiguos sado de
uma regido determinante de complementaridade (CDR) de E3
ilustrada nas Figuras 1A e 1B.

Noutra forma de realizacdo, a invencao fornece um
polipéptido que compreende uma sequéncia de aminocdcidos de
E3 que tem qualquer um dos seguintes: pelo menos 5
aminodcidos contiguos, pelo menos 8 aminodcidos contiguos,
pelo menos cerca de 10 aminocdcidos contiguos, pelo menos
cerca de 15 aminodcidos contiguos, pelo menos cerca de 20
aminodcidos contiguos, pelo menos cerca de 25 aminodcidos
contiguos, pelo menos cerca de 30 aminodcidos contiguos de
uma sequéncia de E3, em que a sequéncia de E3 compreende
qualquer um ou mais dos seguintes: residuo de aminoacido
1L29 de CDRH1, 1I50 de CDRH2, W10l de CDRH3 e/ou Al03 de
CDRH3; e/ou residuo de aminodcido S$28 de CDRL1, N32 de
CDRL1, T51 de CDRL2, 91E de CDRL3 e/ou H92 de CDRL3, com o
conhecimento de que as formas de realizagdao que consistem
na sequéncia de aminodcidos idéntica para uma sequéncia de
aminodcidos de anticorpo monoclonal de ratinho, 911, séo
especificamente excluidas.

Tal como ¢é evidente, em toda esta divulgacéao, é
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utilizado um esgquema de numeracdo de aminodcidos sequencial
para fazer referéncia a residuos de aminocdcidos nas regides
varidveis (ou seja, o0s residuos de aminodcidos em cada
regido variavel sdo numerados por ordem). Tal como é bem
conhecido na técnica, o0s sistemas de numeracdao de Kabat
e/ou Chothia sdo uteis ao comparar dois anticorpos ou
polipéptidos, tal como um anticorpo E3 e uma variante E3
(ou polipéptido suspeito de ser uma variante E3). E bem
conhecida na técnica a forma como converter a numeracao
sequencial em numeracdo de Chothia e/ou Kabat, se desejado,
por exemplo, para utilizacdo na criacgcdao de comparacgdes
entre E3 e outro polipéptido. A Figura 23 representa as
regides varidveis E3 numeradas utilizando a numeracgdo de
Chothia e Kabat sequencial. Além disso, para facilitar a
comparac¢ao, habitualmente parte-se do principio de que os
residuos de constituicdo tém, de um modo geral, mas nem
sempre, aproximadamente o mesmo numero de residuos.
Contudo, as CDRs podem variar em tamanho (ou seja, &
possivel ter insergdes e/ou delecgdes de um ou mais residuos
de aminoédcidos). Ao comparar um anticorpo E3 e uma variante
E3 candidata (por exemplo, no caso de uma regidao CDR de uma
sequéncia candidata que é maior na sequéncia no anticorpo
E3 com o qual estd alinhado), devem ser seguidas as etapas
seguintes (embora sejam conhecidos na técnica outros
métodos). A sequéncia de anticorpos candidata estd alinhada
com as regides varidveis de cadeia pesada e cadeia leve do
anticorpo E3. O alinhamento pode ser efetuado manualmente
ou por computador utilizando programas informaticos
geralmente aceites. O alinhamento pode ser facilitado
utilizando alguns residuos de aminodcidos comuns a maioria
das sequéncias Fab. Por exemplo, as cadeilas leves e pesadas
tém normalmente duas cisteinas, que se encontram
frequentemente numa posicao conservada. Parte-se do
principio de que a sequéncia de aminoacidos de um anticorpo

de variante candidata pode ser maior (ou seja, ter residuos
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de aminodcidos inseridos) ou menor (ter residuos de
aminodcidos eliminados). E possivel adicionar sufixos ao
numero do residuo para indicar a insercdo de residuos
adicionais, ©por ex. residuo 34 abc. Relativamente a
sequéncias candidatas que, por exemplo, estejam alinhadas
com uma sequéncia E3 para, por exemplo, o0s residuos 33 e
35, mas nao tém nenhum residuo entre elas para alinhar com
o residuo 35, o residuo 35 simplesmente nao ¢ atribuido a
nenhum residuo. Noutra abordagem, é geralmente bem notdrio
que € possivel efetuar a comparagdo entre aminodcidos de
estrutura equivalente (por ex. a mesma posig¢do no complexo
antigénio—-anticorpo) ao comparar CDRs de comprimentos
diferentes. Por exemplo, a numeracdao de Chothia (Al-
Lazikani et al, supra) coloca geralmente (mas nao em todos
0s casos) 1insercgdes e delecdes nas posicdes estruturalmente
corretas. A equivaléncia estrutural também pode ser
deduzida ou demonstrada utilizado cristalografia de raios X
ou andlise de ciclo de duplo mutante (consulte Pons et al.
(1999) Prot. Sci. 8:958-968).

A afinidade de ligacdo de um anticorpo anti-NGF ao NGF
(tal como NGFh) pode ser de cerca de 0,10 a cerca de 0,80
nM, cerca de 0,15 a cerca de 0,75 nM e cerca de 0,18 a
cerca de 0,72 nM. Em algumas formas de realizacado, a
afinidade de ligacdao é de cerca de 2 pM, cerca de 5 pM,
cerca de 10 pM, cerca de 15 pM, cerca de 20 pM, cerca de 40
PM ou maior do que cerca de 40 pM. Numa forma de
realizacadao, a afinidade de ligacao é entre cerca de 2 pM e
22 pM. Noutras formas de realizacdo, a afinidade de ligacéo
é menos do que cerca de 2 nM, cerca de 1,5 nM, cerca de 1
nM, cerca de 900 pM, cerca de 800 pM, cerca de 700 pM,
cerca de 600 pM, cerca de 500 pM, cerca de 400 pM, cerca de
300 pM, cerca de 200 pM, cerca de 150 pM, cerca de 100 pM,
cerca de 90 pM, cerca de 80 pM, cerca de 70 pM, cerca de 60
PM, cerca de 50 pM, cerca de 40 pM, cerca de 30 pM, cerca

de 10 pM. Noutras formas de realizacdo, a afinidade de
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ligagdo é de cerca de 0,1 nM ou cerca de 0,07 nM. Noutras
formas de realizacadao, a afinidade de ligacdo € menos do que
cerca de 0,1 nM ou menos do que cerca de 0,07 nM. Noutras
formas de realizacdo, a afinidade de 1ligacdo € qualqguer
valor de cerca de 2 nM, cerca de 1,5 nM, cerca de 1 nM,
cerca de 900 pM, cerca de 800 pM, cerca de 700 pM, cerca de
600 pM, cerca de 500 pM, cerca de 400 pM, cerca de 300 pM,
cerca de 200 pM, cerca de 150 pM, cerca de 100 pM, cerca de
90 pM, cerca de 80 pM, cerca de 70 pM, cerca de 60 pM,
cerca de 50 pM, cerca de 40 pM, cerca de 30 pM, cerca de 10
PM a qualgquer valor de cerca de 2 pM, cerca de 5 pM, cerca
de 10 pM, cerca de 15 pM, cerca de 20 pM ou cerca de 40 pM.
Em algumas formas de realizacdo, a afinidade de ligacédo é
qualquer valor de cerca de 2 nM, cerca de 1,5 nM, cerca de
1 nM, cerca de 900 pM, cerca de 800 pM, cerca de 700 pM,
cerca de 600 pM, cerca de 500 pM, cerca de 400 pM, cerca de
300 pM, cerca de 200 pM, cerca de 150 pM, cerca de 100 pM,
cerca de 90 pM, cerca de 80 pM, cerca de 70 pM, cerca de 60
pPM, cerca de 50 pM, cerca de 40 pM, cerca de 30 pM, cerca
de 10 pM. Noutras formas de realizacao ainda, a afinidade
de ligacgdo é de cerca de 2 pM, cerca de 5 pM, cerca de 10
PM, cerca de 15 pM, cerca de 20 pM, cerca de 40 pM ou maior
do que cerca de 40 pM.

A afinidade de ligacao do anticorpo ao NGF pode ser
determinada utilizando os métodos Dbem conhecidos na
técnica. Uma forma de determinar a afinidade de ligacgado de
anticorpos ao NGF ¢é medindo a afinidade de fragmentos Fab
monofuncionais do anticorpo, conforme descrito nos
Exemplos. Para obter fragmentos Fab monofuncionais, um
anticorpo (por exemplo, IgG) pode ser clivado com papaina
ou expressado de forma recombinante. A afinidade de um
fragmento Fab anti-NGF de um anticorpo pode ser determinada
pela ressondncia de plasma de superficie (sistema de
ressonédncia de plasma de superficie (SPR) BlAcore3000m™,

BIAcore, INC, Piscaway NJ), conforme descrito nos Exemplos.
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Este protocolo é adequado para utilizacdo na determinacao
da afinidade de ligacdo de um anticorpo ao NGF de qualquer
espécie, incluindo NGF humano, NGF de outro vertebrado (em
algumas formas de realizacao, mamifero) (tal como NGF de
ratinho, NGF de rato, NGF de primata), bem como para
utilizacéao com outras neurotrofinas, tais como as
neurotrofinas relacionadas NT3, NT4/5 e/ou BDNF.

Em algumas formas de realizacadao, os anticorpos ou
péptidos da invencao podem inibir (reduzir e/ou bloguear) a
sobrevivéncia dependente de NGF humano de neurdnios
trigeminais E13.5 de ratinho com um IC50 (na presenca de
cerca de 15 pM de NGF) de cerca de qualgquer valor de 200
pM, 150 pM, 100 pM, 80 pM, 60 pM, 40 pM, 20 pM, 10 pM ou
menos. Em algumas formas de realizacdo, o0s anticorpos ou
péptidos da invencao podem inibir (reduzir e/ou bloguear) a
sobrevivéncia dependente de NGF humano de neurdnios
trigeminais E13.5 de ratinho com um IC50 (na presenca de
cerca de 1,5 pM de NGF) de cerca de qualquer valor de 50
eM, 40 pM, 30 pM, 10 pM, 20 pM, 10 pM, 5 pM, 2 pM, 1 pM ou
menos. Em algumas formas de realizacdo, o0s anticorpos ou
péptidos da invencao podem inibir (reduzir e/ou bloguear) a
sobrevivéncia dependente de NGF de rato de neurdnios
trigeminais E13.5 de ratinho com um IC50 (na presenca de
cerca de 15 pM de NGF) de cerca de qualgquer valor de 150
pM, 125 pM, 100 pM, 80 pM, 60 pM, 40 pM, 30 pM, 20 pM, 10
PM, 5 pM ou menos. Em algumas formas de realizacgado, os
anticorpos ou péptidos da invencao podem inibir (reduzir
e/ou blogquear) a sobrevivéncia dependente de NGF de rato de
neurénios trigeminais E13.5 de ratinho com um IC50 (na
presenca de cerca de 1,5 pM de NGF) de cerca de qualquer
valor de 30 pM, 25 pM, 20 pM, 15 pM, 10 pM, 5 pM, 4 pM, 3
pM, 2 pM, 1 pM ou menos. Os métodos de medigao da
sobrevivéncia dependente de NGF de neurdnios trigeminais
E13 de ratinho sao conhecidos na técnica e descritos, por

exemplo, no Exemplo 2.
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A invencdo fornece igualmente métodos de criacao de
qualqguer um  destes anticorpos ou polipéptidos. Os
anticorpos desta invencao podem ser criados através de
procedimentos conhecidos na técnica, e alguns dos quais séo
ilustrados nos Exemplos. Os polipéptidos podem  ser
produzidos por protedlise ou outra degradacao dos
anticorpos, através de métodos recombinantes (ou seja,
polipéptidos individuais ou de fusao), conforme descrito
acima, ou por sintese quimica. Os polipéptidos dos
anticorpos, especialmente os polipéptidos mais pequenos até
cerca de 50 aminodcidos, sao criados convenientemente por
sintese quimica. Os métodos de sintese quimica séao
conhecidos na técnica e estdo disponiveis comercialmente.
Por exemplo, um anticorpo E3 pode ser produzido por um
sintetizador de polipéptidos automatizado que utilize o
método de fase sélida. Consulte igualmente as Patentes U.S.
5.807.715; 4.816.567; e 6.331.415. Os anticorpos quiméricos
ou hibridos podem ser igualmente ©preparados in vitro
utilizando métodos conhecidos de composicdo guimica de
proteinas sintéticas, incluindo o que envolvem agentes de
reticulacao. Por exemplo, as imunotoxinas podem ser
construidas utilizando uma reacdo de troca de dissulfuretos
ou mediante formacgdo de uma ligacgdo tioéter. Os exemplos de
reagentes adequados para este fim incluem iminotiolato e
metil-4-mercaptobutirimidato.

Noutra alternativa, os anticorpos podem ser criados de
forma recombinante utilizando procedimentos gque sdao bem
conhecidos na técnica. Numa forma de realizagao, um
polinucledétido que compreende uma sequéncia que codifica as
regides de cadeia leve e varidveis do anticorpo E3
(ilustrado nas Figuras 1A e 1B) ¢é clonado num vetor para
expressao ou propagacao numa célula hospedeira (por ex,
células CHO). Noutra forma de realizacao, as sequéncias de
polinucledétidos 1ilustradas nas Figuras 2 e 3 sao clonadas

num ou mals vetores para expressdo ou propagagao. A
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sequéncia que codifica o anticorpo de interesse pode ser
mantida num vetor numa célula hospedeira e a célula
hospedeira pode ser entao expandida e congelada para
utilizagcdo futura. Os vetores (incluindo os vetores de
expressao) e as células hospedeiras sao aqui descritos mais
adiante. Os métodos de expressao de anticorpos de forma
recombinante em plantas ou leite foram divulgados.
Consulte, por exemplo, Peeters et al. (2001) Vaccine
19:2756; Lonberg, N. e D. Huszar (1995) Int.Rev.Immunol
13:65; e Pollock et al. (1999) J Immunol Methods 231:147.
Os métodos de criacgcdo de derivados de anticorpos, por
exemplo humanizados, cadeia unica, etc. sao conhecidos na
técnica.

A invencgédo abrange igualmente fragmentos de regido
varidavel de cadeia unica (“scFv”) de anticorpos desta
invencdo, tal como as E3. Os fragmentos de regido varidvel
de cadeia Unica s&o criados mediante ligacao de regides
varidveis de cadeia leve e/ou pesada utilizando um péptido
de ligacao pequeno. Bird et al. (1988) Science 242:423-426.
Um exemplo de um péptido de ligacao é (GGGGS)3 (SEQ. ID N.°
15), que liga aproximadamente 3,5 nm entre o carboxi-
terminal de uma regido varidvel e o amino-terminal da outra
regido varidvel. Os ligantes de outras sequéncias foram
concebidos e utilizados (Bird et al. (1988)). Como
consequéncia, o0s ligantes podem ser modificados para
funcdes adicionais, tais como ligacdo de farmacos ou
ligagcdo a suportes soélidos. As variantes de cadeia unica
podem ser produzidas quer de forma recombinante quer de
forma sintética. Para a produgdo sintética de scFv, pode
ser utilizado um sintetizador automatizado. Para a producgao
recombinante de scFv, pode ser introduzido um plasmideo
adequado contendo o polinucledétido que codifica o scFv numa
célula hospedeira adequada, gquer eucaridtica, tais como
células de 1levedura, planta, inseto ou mamifero, quer

procaridéticas, tal como E. coli. 0Os polinucledtidos dque
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codificam o scFv de 1interesse podem ser criados por
manipulacdes de rotina, tal como ligagao de
polinucledétidos. O scFv resultante pode ser isolado
utilizado técnicas de purificacdo de proteinas padrao
conhecidas na técnica.

Outras formas de anticorpos de cadeia uUnica, tais como
diacorpos, também sao abrangidas. Os diacorpos sao
anticorpos bivalentes e biespecicos, nos quais os dominios
VH e VL sao expressados numa cadeia uUnica de polipéptidos,
mas que utilizam um ligante que ¢é demasiado pequeno para
permitir o emparelhamento entre os dois dominios na mesma
cadeia, forgando assim os dominios a emparelharem-se com 0OS
dominios complementares de outra cadeia e criando dois
locais de ligacado do antigénio (consulte e.g., Holliger,
P., et al. (1993) Proc. Natl. Acad Sci. EUA 90:6444-6448;
Poljak, R. J., et al. (1994) Structure 2:1121-1123).

O anticorpo pode ser um anticorpo biespecifico, um
anticorpo monoclonal com especificidades de ligacado para,
pelo menos, dois antigénios diferentes. Um anticorpo
biespecifico pode ser preparado utilizando os anticorpos
aqui divulgados. Os métodos para criar anticorpos
biespecificos sdo conhecidos na técnica (consulte, e.g.,
Suresh et al., 1986, Methods in Enzymology 121:210).
Tradicionalmente, a producdao recombinante de anticorpos
biespecificos baseava-se na coexpressao de dois pares de
cadeia pesada-cadeia leve de imunoglobulina, com as duas
cadeias pesadas contendo especificidades diferentes
(Millstein e Cuello, 1983, Nature 305, 537-539).

De acordo com uma abordagem para criar anticorpos
biespecificos, os dominios wvaridveis de anticorpo com as
especificidades de ligacao desejadas (locais de combinacéao
anticorpo-antigénio) sdao  fundidos com sequéncias de
dominios constantes de imunoglobulina. Preferencialmente, a
fusdo ¢é com um dominio constante de cadeia pesada de

imunoglobulina, compreendendo pelo menos parte das regides
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de charneira, CH2 e CH3. E preferivel ter a primeira regido
constante de cadeia ©pesada (CH1), que contém o local
necessario para a ligacdo da cadeia leve, presente em pelo
menos uma das fusdes. Os ADNs que codificam as fusdes de
cadeia pesada de imunoglobulina e, se desejado, a cadeia
leve de imunoglobulina, sdao 1nseridos em vetores de
expressao separados e cotransfetados num organismo
hospedeiro adequado. Isto fornece uma grande flexibilidade
no ajuste das proporgdes mutuas dos trés fragmentos de
polipéptido nas formas de realizagcdo em que relagdes
desiguais das trés cadeias de polipéptidos utilizadas na
construcdo fornecem as producgdes OStimas. Contudo, é
possivel inserir as sequéncias de codificacdo para duas ou
para as trés cadeias de polipéptidos num vetor de expressao
quando a expressao de, pelo menos, duas cadeias de
polipéptidos em relacdes i1guais resulta em producdes
elevadas ou quando as relagdes nao tém nenhum significado
especial.

Numa abordagem, 0os anticorpos Dbiespecificos sao
compostos por uma cadeia pesada de imunoglobulina hibrida
com uma primeira especificidade de ligacao num bracgo, e um
par de cadeia pesada-cadeia leve de imunoglobulina hibrida
(fornecendo uma segunda especificidade de ligacdo) no outro
braco. Esta estrutura assimétrica, com uma cadeia leve de
imunoglobulina em apenas uma metade da molécula
biespecifica, facilita a separacgdo do composto biespecifico
desejado de combinacdes de cadeia de imunoglobulina
indesejadas. Esta abordagem & descrita na Publicacdo PCT
n.° WO 94/04690, publicada a 3 de marco de 1994.

Os anticorpos heteroconjugados, que compreendem dois
anticorpos unidos de forma covalente, também estdao no
ambito da invencdo. Esses anticorpos foram utilizados para
direcionar células do sistema imunitdrio para células
indesejadas (Patente U.S. 4.676.980), e para o tratamento
da infecdo VIH (Publicacdes de pedido de patente PCT n.°s
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WO 91/00360 e WO 92/200373; EP 03089). O0Os anticorpos
heteroconjugados podem ser criados utilizando gqualquer um
dos métodos de reticulacao convenientes. As técnicas e os
agentes de reticulacdo adeguados sdo bem conhecidos na
técnica, e sao descritos na Patente U.S. 4.676.980.

O anticorpo pode ser um anticorpo humanizado, por
exemplo, conforme conhecido na técnica e conforme aqui
descrito.

Os anticorpos podem ser modificados conforme descrito
na Publicacdo PCT n.° WO 99/58572, publicada a 18 de
novembro de 1999. Estes anticorpos compreendem, além de um
dominio de 1ligagao direcionado para a molécula-alvo, um
dominio efetor gue contém uma sequéncia de aminoacidos
substancialmente homdloga a todo ou parte de um dominio
constante de uma cadeia pesada de imunoglobulina humana.
Estes anticorpos sdo capazes de ligar a molécula-alvo sem
acionar uma lise dependente do complemento significativa,
ou a destruicao mediada por células do alvo.
Preferencialmente, o dominio efetor ¢é capaz de ligar
especificamente FcRn e/ou FcFcyRIIb. Normalmente, estes
baseiam-se nos dominios quiméricos derivados de um ou mais
dominios CH2 de cadeia pesada de imunoglobulina humana. Os
anticorpos modificados deste modo sdo preferidos para a
utilizacdao na terapia de anticorpo crénica, para evitar
reacbes inflamatdérias e outras reacgdes adversas a terapia
de anticorpo convencional.

A  invencao abrange modificacgcdes ao anticorpo E3,
incluindo anticorpos funcionalmente equivalentes gque nao
afetam significativamente as respetivas propriedades e
variantes que tém atividade melhorada ou diminuida. A
modificacdo de polipéptidos ¢é uma préatica de rotina na
técnica e é ainda exemplificada nos Exemplos. 0Os exemplos
de polipéptidos modificados incluem ©polipéptidos com
substituig¢des (incluindo substituig¢des conservadoras) de

residuos de aminodcidos, uma ou mais delecgdes ou adicgdes de
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aminodcidos que nédo alteram significativa e deleteriamente
a atividade funcional, ou utilizam andlogos quimicos.

Uma “variante” de polipéptido, conforme aqui
utilizado, ¢é um polipéptido que difere de uma proteina
nativa numa ou mais substituicdes, delecdes, adicbes e/ou
inserc¢des, de modo a que a imunorreatividade do polipéptido
ndo seja substancialmente diminuida. Por outras palavras, a
capacidade de uma variante de 1ligar especificamente o
antigénio pode ser melhorada ou inalterada, em relacadao a
proteina nativa, ou pode ser diminuida em menos de 50%, e

preferencialmente menos de 20%, em relagcdo a proteina

nativa. As variantes de polipéptido mostram
preferencialmente, pelo menos, cerca de 30%, mais
preferencialmente, pelo menos, cerca de 90% e mais

preferencialmente, pelo menos, cerca de 95% de identidade
(determinada conforme aqui descrito) para os polipéptidos
identificados.

As variantes da sequéncia de aminodcidos dos
anticorpos podem ser preparadas mediante a introducdo de
alteracdes de nucledétidos apropriadas no ADN do anticorpo,
ou por sintese de péptidos. Essas variantes incluem, por
exemplo, delecdes de, e/ou insercdes em, e/ou substituicdes
de residuos nas sequéncias de aminocdcidos da SEQ. ID N.° 1
ou 2 agqui descrita. Qualquer combinacdo de delecéao,
insercdo e substituicdo é efetuada para chegar a construcgéo
final, desde que a construcao final tenha as
caracteristicas desejadas. As alteracdes de aminodcidos
também  podem alterar os pProcessos pdés—-traducgao do
anticorpo, tal como alterar o numero ou a posicado dos
locais de glicosilacao.

Um método uUtil para a identificacdo de determinados
residuos ou regides do anticorpo gue sao localizacgdes
preferidas para mutagénese ou modificacéo chama-se
“mutagénese de varrimento por alaninas”, e é descrito por
Cunningham e Wells, 1989, Science, 244:1081-1085. Um
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residuo ou grupo de residuos-alvo é identificado (por ex.
residuos carregados, tais como arg, asp, his, lys e glu) e
substituido por um aminodcido neutro ou negativamente
carregado (mais preferencialmente alanina ou polialanina)
para afetar a interacdo dos aminodcidos com o antigénio.
Essas localizacgdes de aminoacidos que demonstram
sensibilidade funcional as substituicdes sao entao
refinadas mediante a introducdo de mais ou de outras
variantes nos locais de substituicdo, ou para o0S mesmos.
Deste modo, enquanto o local para a introducdao de uma
variacdo da sequéncia de aminoacidos é predeterminado, a
natureza da mutagcdao em si mesma nao necessita de ser
predeterminada. Por exemplo, para analisar o desempenho de
uma mutagdao num determinado local, € realizada a mutagénese
de varrimento por ala ou aleatdria no codédo-alvo ou na
regido, e as variantes de anticorpo expressadas sao
rastreadas relativamente a atividade desejada. A mutagénese
de varrimento por bibliotecas, conforme aqui descrito,
também pode ser utilizada para identificar localizac¢des num
anticorpo que sejam adegquadas para a mutagénese ou
modificacéao.

As 1nserc¢bes da sequéncia de aminodcidos incluem
fusdes de carboxi-terminal e/ou amino-terminal cujo
comprimento wvaria entre um residuo e polipéptidos com cem
ou mais residuos, bem como insercdes intrassequéncia de um
unico ou multiplos residuos de aminocdcidos. Os exemplos de
insercdes de terminal incluem um anticorpo com um residuo
de metionil N-terminal ou o anticorpo fundido com uma
etiqueta de epitopo. Outras variantes de insercdo da
molécula de anticorpo incluem a fusdo no N-terminal ou C-
terminal do anticorpo de uma enzima ou um polipéptido que
aumenta a meia-vida do soro do anticorpo.

As variantes de substituicdo tém, pelo menos, um
residuo de aminodcido na molécula de anticorpo removida e

um residuo diferente inserido no respetivo lugar. Os locais
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de maior interesse para mutagénese de substituicdo incluem
as regides hipervaridveis, mas as alteracdes de FR também
sao contempladas. As substituicgdes conservadoras sao
ilustradas na Tabela 1 por baixo do titulo “Substituicdes
Conservadoras”. Se essas substituigdes resultarem numa
alteracdo na atividade bioldgica, podem ser introduzidas
mais alteracdes substanciais, denominadas “Substituicdes
Exemplares” na Tabela 1, ou conforme ainda descrito abaixo
relativamente as classes de aminodcido, e os produtos podem

ser rastreados.

Tabela 1: Substituicgdes de Aminodcidos

Residuo Original Substituicgdes Substituigdes Exemplares
Conservadoras

Ala (A) Val Val; Leu; Ile

Arg (R) Lys Lys; Gln; Asn

lAsn (N) Gln Gln; His; Asp, Lys; Arg

Asp (D) Glu Glu; Asn

Cys (C) Ser Ser; Ala

Gln (Q) IAsn Asn; Glu

Glu (E) Asp Asp; Gln

Gly (G) Ala Ala

His (H) Arg Asn; Gln; Lys; Arg

Ile (I) Leu Leu; Val; Met; Ala; Phe;
Norleucina

Leu (L) Ile Norleucina; Ile; Val; Met;
Ala; Phe

Lys (K) IArg Arg; Gln; Asn

Met (M) Leu Leu; Phe; Ile

Phe (F) Tyr Leu; Val; Ile; Ala; Tyr

Pro (P) Ala Ala

Ser (S) Thr Thr

Thr (T) Ser Ser
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Residuo Original Substituicgdes Substituic¢bes Exemplares
Conservadoras
Trp (W) Tyr Tyr; Phe
Tyr (Y) Phe Trp; Phe; Thr; Ser
Val (V) Leu Ile; Leu; Met; Phe; Ala;
Norleucina
As modificacdes substanciais nas propriedades

bioldégicas do anticorpo sao realizadas mediante a selecéao
de substituic¢des que sejam significativamente diferentes no
respetivo efeito na manutencdao (a) da estrutura da espinha
dorsal do polipéptido na area da substituicdo, por exemplo,
como uma conformagao helicoidal ou em folhas, (b) da carga
ou hidrofobicidade da molécula no local-alvo, ou (c) da
capacidade da cadeia lateral. Os residuos que ocorrem
naturalmente sao divididos em grupos com base nas

propriedades de cadeia lateral comuns:

(1) Hidrofdébico: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, Ile;

(2) Hidréfilo neutro: Cys, Ser, Thr;

(3) Acido: Asp, Glu;

(4) Basico: Asn, Gln, His, Lys, Arg;

(5) Residuos que influenciam a orientacdo da cadeia: Gly,
Pro; e

(6) Aromédtico: Trp, Tyr, Phe.

As substituicdes nao conservadoras sao criadas
mediante a troca de um membro de uma destas classes por
outra classe.

Qualquer residuo de cisteina nado envolvido na
manutencdo da conformacado apropriada do anticorpo também
pode ser substituido, geralmente por serina, para melhorar
a estabilidade oxidante da molécula e ©prevenir uma
reticulacdo aberrante. Reciprocamente, as ligacdes de
cisteina podem ser adicionadas ao anticorpo para melhorar a
respetiva estabilidade, em particular guando o anticorpo é

um fragmento de anticorpo, tal como um fragmento Fv.
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As modificacdes de aminodcidos podem variar entre a
alteragcdo ou modificacdo de um ou mais aminodcidos e a
reformulacdao completa do desenho de uma regidao, tal como a
regido varidvel. As alteracgdes na regido varidvel podem
alterar a especificidade e/ou afinidade de 1ligacdo. Em
algumas formas de realizacao, nao sao efetuadas mais de uma
a cinco substituicgdes de aminodcidos conservadoras num
dominio CDR. Noutras formas de realizagao, nao sao
efetuadas mais de uma a trés substituicdes de aminodcidos
conservadoras num dominio de CDR3. ©Noutras formas de
realizacdo ainda, o dominio CDR ¢ CDRH3 e/ou CDR L3.

As modificacdes incluem igualmente polipéptidos
glicosilados e nao glicosilados, bem como polipéptidos com
outras modificagdes pds-tradugdo, tais como, por exemplo,
glicosilagao com acucares diferentes, acetilacao e
fosforilacdo. 0Os anticorpos sao glicosilados em posicdes
conservadas nas respetivas regides constantes (Jefferis e
Lund, 1997, Chem. Immunol. 65:111-128; Wright e Morrison,
1997, TibTECH 15:26-32) . As cadeias laterais de
oligossacaridos das 1imunoglobulinas afetam a funcdo da
proteina (Boyd et al., 1996, Mol. Immunol. 32:1311-1318;
Wittwe e Howard, 1990, Biochem. 29:4175-4180) e a interacéo
intramolecular entre porg¢des da glicoproteina, o gue pode
afetar a conformagdo e a superficie tridimensional
apresentada da glicoproteina (Hefferis e Lund, supra; Wyss
e Wagner, 1996, Current Opin. Biotech. 7:409-416). Os
oligossacadridos também podem servir para direcionar uma
determinada glicoproteina para determinadas moléculas
baseadas em estruturas de reconhecimento especificas. A
glicosilagdao de anticorpos foi igualmente declarada como
tendo influéncia na citotoxicidade celular dependente de
anticorpos (ADCC). Em particular, as células CHO com
expressao regulada por tetraciclina de R (1,4)-N-
acetilglucosaminiltransferase III (GnTIII), uma formacao

catalisadora de glicosiltransferase de GlcNAc de bissecéao,
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foram declaradas como tendo melhorado a atividade ADCC
(Umana et al., 1999, Mature Biotech. 17:176-180).

Normalmente, a glicosilacdo de anticorpos ¢ N-ligada
ou O-ligada. N-ligada refere-se a ligacdo da parte de
hidrato de carbono a cadeia lateral de um residuo de
asparagina. As sequéncias de tripéptidos asparagina-X-
serina e asparagina-X-treonina, em que X corresponde a
qualgquer aminocdcido exceto prolina, sdo as sequéncias de
reconhecimento para a ligacdo enzimdatica da parte de
hidrato de carbono a cadeia lateral de asparagina. Deste
modo, a presengca de uma destas sequéncias de tripéptidos
num polipéptido cria um possivel local de glicosilagao. A
glicosilacdo O-ligada refere-se a ligacdo de um dos
acucares N-acetilgalactosamina, galactose ou xilose a um
hidroxiaminodcido, mais habitualmente serina ou treonina,
embora também possa ser utilizado 5-hidroxiprolina ou 5-
hidroxilisina.

A adicdao de locais de glicosilacdao ao anticorpo é
realizada convenientemente mediante a alteracéao da
sequéncia de aminocdcidos, de modo a conter uma ou mais das
sequéncias de tripéptidos descritas acima (para locais de
glicosilacdo N-ligada). A alteracao também pode ser
efetuada mediante a adicédo de, ou substituic¢ado por, um ou
mais residuos de serina ou treonina na sequéncia do
anticorpo original (para locais de glicosilacadao O-ligada).

O padrdo de glicosilacdao de anticorpos pode ser
igualmente alterado sem alterar a sequéncia de nucledtidos
subjacente. A glicosilacdo depende grandemente da célula
hospedeira utilizada para expressar o anticorpo. Uma vez
que o tipo de célula utilizado para expressao de
glicoproteinas recombinantes, por ex. anticorpos, como
terapéutica possivel é raramente a célula nativa, podem ser
esperadas variacdes no padrao de glicosilacao dos
anticorpos (consulte, e.g. Hse et al., 1997, J. Biol. Chem.
272:9062-9070) .
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Além da escolha das células hospedeiras, os fatores
que afetam a glicosilacdao durante a producdo recombinante
de anticorpos incluem o modo de crescimento, a formulacao
dos meios, a densidade da cultura, a oxigenacdo, o pH, os
esquemas de purificacdo e afins. Foram propostos vAarios
métodos para alterar o padrao de glicosilacadao alcancado num
organismo hospedeiro especifico, incluindo a introdugao ou
sobre-expressao de determinadas enzimas envolvidas na
producdo de oligossacéaridos (Patentes U.S. 5.047.335;
5.510.261 e 5.278.299). A glicosilacado, ou determinados
tipos de glicosilacdo, pode ser removida enzimaticamente da
glicoproteina, por exemplo wutilizado endoglicosidase H
(Endo H). Além disso, a célula hospedeira recombinante pode
ser manipulada geneticamente para ser defeituosa no
processamento de determinados tipos de polissacaridos.
Estas técnicas e outras semelhantes s&o bem conhecidas na
técnica.

Outros métodos de modificacdo incluem a utilizacao de
técnicas de unido conhecidas na técnica, incluindo, mas nao
se limitando a, meios enzimdticos, substituicdo oxidante e
quelacdao. As modificacdes podem ser utilizadas, por
exemplo, para ligagcdo de rdétulos para imunoensaio. Os
polipéptidos E3 modificados sao criados utilizando
procedimentos estabelecidos na técnica e podem @ ser
rastreados utilizando ensaios padrao conhecidos na técnica,
e alguns dos quais sdo descritos abaixo nos Exemplos.

Outras modificacgdes de anticorpo incluem anticorpos
que foram modificados conforme descrito na Publicagdo PCT
n.° WO 99/58572, publicada a 18 de novembro de 1999. Estes
anticorpos compreendem, além de um dominio de 1ligagao
direcionado para a molécula-alvo, um dominio efetor que
contém uma sequéncia de aminodcidos substancialmente
homéloga a todo ou parte de um dominio constante de uma
cadeia pesada de imunoglobulina humana. Estes anticorpos

sao capazes de ligar a molécula-alvo sem acionar uma lise
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dependente do complemento significativa, ou a destruicao

mediada por células do alvo. Em algumas formas de
realizacgéo, 0 dominio efetor é capaz de ligar
especificamente FcRn e/ou FcyRIIb. Normalmente, estes

baseiam-se nos dominios quiméricos derivados de um ou mais
dominios CH2 de cadeia pesada de imunoglobulina humana. Os
anticorpos modificados deste modo sdo particularmente
adequados para a utilizacdo na terapia de anticorpo
crdnica, para evitar reacgdes inflamatdérias e outras reacgdes
adversas a terapia de anticorpo convencional.

A invencdo abrange igualmente proteinas de fusao que
compreendem um ou mais fragmentos ou regides dos anticorpos
(tal como E3) ou polipéptidos desta invencado. Numa forma de
realizacdo, €& fornecido um polipéptido de fusao que
compreende, pelo menos, 10 aminocdcidos contiguos da regiéo
de cadeia leve varidvel ilustrada na Figura 1B e/ou, pelo
menos, 10 aminodcidos da regido de cadeia pesada variavel
ilustrada na Figura 1A. DNoutra forma de realizacgdo, o
polipéptido de fusdo compreende uma regido varidvel de
cadeia leve e/ou uma regido varidvel de cadeia pesada de
E3, conforme ilustrado nas Figuras 1A e 1B. Noutra forma de
realizacdo, o polipéptido de fusdo compreende uma ou mais
CDRs de E3. Noutras formas de realizacdo ainda, o
polipéptido de fusdo compreende CDR H3 e/ou CDR L3 de
anticorpo E3. Noutra forma de realizacadao, o polipéptido de
fusdo compreende qualgquer um ou mais dos seguintes: residuo
de aminodcido L29 de CDRH1, I50 de CDRH2, W10l de CDRH3,
e/ou Al103 de CDRH3; e/ou residuo de aminodcido S28 de
CDRL1, N32 de CDRL1, T51 de CDRLZ2, 91E de CDRL3 e/ou H92 de
CDRL3. Para efeitos desta invencao, uma proteina de fusao
E3 contém um ou mais anticorpos E3 e outra sequéncia de
aminodcidos a qual ndo é ligada na molécula nativa, por
exemplo, uma sequéncia heterdloga ou uma sequéncia homdloga
de outra regido. As sequéncias heterdlogas exemplares

incluem, mas nao se limitam a, uma “etiqueta”, tal como uma



81

etiqueta FLAG ou uma etiqueta 6His. As etiquetas sao bem
conhecidas na técnica.

Um polipéptido de fusao E3 pode ser criado através de
métodos conhecidos na técnica, por exemplo, de forma
sintética ou recombinante. Normalmente, as proteinas de
fusdo E3 desta invencdo sao criadas mediante preparacao e
expressdo de um polinucledtido que as codifica utilizando
métodos recombinantes aqui descritos, embora também possam
ser ©preparadas através de outros meios conhecidos na
técnica, incluindo, por exemplo, sintese gquimica.

Esta 1invencdao fornece igualmente composigdes que
compreendem polipéptidos ou anticorpos E3 conjugados (por
exemplo, ligados) com um agente que facilita a unido a um
suporte sdlido (tal como Dbiotina ou avidina). Para
facilitar, serd feita geralmente referéncia a E3 ou
anticorpos com o conhecimento de que estes métodos se
aplicam a qualquer uma das formas da realizacgdo de ligacgéao
de NGF aqui descritas. Em geral, a conjugacdo refere-se a
ligagdo destes componentes, conforme aqui descrito. A
ligagao (gque, de um modo geral, corresponde a fixacao
destes componentes numa associacdo prdéxima, pelo menos,
para a administracdo) pode ser alcancada de diversas
formas. Por exemplo, é possivel uma reacado direta entre um
agente e um anticorpo quando cada um tiver um substituinte
capaz de reagir com o outro. Por exemplo, um grupo
nucleofilico, tal como um grupo amino ou sulfidrilo, num
deles pode ser capaz de reaglir com um grupo que contém
carbonilo, tal como um anidrido ou um halogeneto &cido, ou
com um grupo alguilo que contém um bom grupo de saida (por
ex., a halogeneto) no outro.

Um anticorpo ou polipéptido desta invencgcdao pode ser
ligado a um agente de rotulacgaoc (em alternativa denominado
“rétulo”), tal como uma molécula fluorescente, uma molécula
radicativa ou quaisquer outros rdétulos conhecidos na

técnica. Os rétulos conhecidos na técnica fornecem
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geralmente (direta ou indiretamente) um sinal. Por
conseguinte, a invencdo inclui anticorpos e polipéptidos
rotulados.

A  capacidade dos anticorpos e polipéptidos desta
invencao, tal como ligacdo de NGF; reducao ou inibicao de
uma atividade bioldgica de NGF; reducdo e/ou blogueio da
sobrevivéncia induzida por NGF de neurdnios trigeminais de
ratinho E13.5, pode ser testada utilizando métodos
conhecidos na técnica, e alguns dos quais sao descritos nos
Exemplos.

A invencado fornece igualmente composicgdes (incluindo
composicdes farmacéuticas) e kits que compreendem o
anticorpo E3 e, como €& claro nesta divulgacao, gqualquer um
ou todos os anticorpos e/ou polipéptidos agqui descritos.
Polinucledétidos, vetores e células hospedeiras

A invencgao fornece igualmente polinucledtidos isolados
qgque codificam os anticorpos e polipéptidos da invencao
(incluindo um anticorpo gque compreende as sequéncias de
polipéptidos das regides varidveis de cadeia leve e cadeia
pesada ilustradas nas Figuras 1A e 1B) e vetores e células
hospedeiras que compreendem o polinucledtido.

Por conseguinte, a invencdao fornece polinucledtidos
(ou composicdes, incluindo composigdes farmacéuticas), que
compreendem polinucledétidos que codificam qualgquer um dos
seguintes: (a) anticorpo E3; (b) um fragmento ou uma regido
do anticorpo E3; (c) uma cadeia leve do anticorpo E3
conforme ilustrado na Figura 1B; (d) uma cadeia pesada do
anticorpo E3 conforme ilustrado na Figura 1A; (e) uma ou
mais regides varidveis de uma cadeia leve e/ou de uma
cadeia pesada do anticorpo E3; (f) uma ou mais CDRs (uma,
duas, trés, quatro, cinco ou seis CDRs) do anticorpo E3
ilustradas nas Figuras 1A e 1B; (g) CDR H3 da cadeia pesada
do anticorpo E3 ilustrada na Figure 1A; (h) CDR L3 da
cadeia leve do anticorpo E3 ilustrada na Figura 1B; (i)

trés CDRs da cadeia leve do anticorpo E3 ilustradas na
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Figura 1B; (j) trés CDRs da cadeia pesada do anticorpo E3
ilustradas na Figura 124; (k) trés CDRs da cadeia leve e
trés CDRs da cadeia pesada do anticorpo E3 ilustradas nas
Figuras 1A e 1B; ou (1) um anticorpo gue compreende
qualguer um de (b) a (k). Em algumas formas de realizagao,
o polinucledétido compreende um ou ambos o0s polinucledtidos
ilustrados nas Figuras 2 e 3.

Noutro aspeto, a invencgao corresponde a um
polinucledétido isolado que codifica uma cadeia leve E3 com
um numero de depdsito de ATCC N.° PTA-4893 ou ATCC N.° PTA-
4894, Noutro aspeto, a invencgao corresponde a um
polinucledtido isolado que codifica uma cadeia pesada E3
com um numero de depdsito de ATCC N.° PTA-4895. Ainda
noutro aspeto, a invencado corresponde a um polinucledtido
isolado que compreende (a) uma regido variavel codificada
no polinucledtido com um numero de depdsito de ATCC N.°
PTA-4894 e (b) uma regido varidvel codificada no
polinucleétido com um numero de depdsito de ATCC N.° PTA-
4895. Noutro aspeto, a invencao corresponde a um
polinucledétido isolado que compreende (a) uma ou mais CDRs
codificadas no polinucledtido com um numero de depdsito de
ATCC N.° PTA-4894; e/ou (b) uma ou mais CDRs codificadas no
polinucledtido com um numero de depdsito de ATCC N.° PTA-
4895.

Noutro aspeto, a invencédo fornece polinucledtidos que
codificam qualquer um dos anticorpos (incluindo fragmentos
de anticorpo) e polipéptidos aqui descritos. Os
polinucledétidos podem ser criados através de procedimentos
conhecidos na técnica.

Noutro aspeto, a invencdo fornece composicgdes (tais
como composicgdes farmacéuticas) que compreendem qualguer um
dos polinucledétidos da invencao. Em algumas formas de
realizacdao, a composicado compreende um vetor de expressao
que compreende um polinucledétido que codifica o anticorpo

E3 conforme aqui descrito. Noutra forma de realizacgdo, a
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composicdo compreende um vetor de expressdao que compreende
um polinucledtido que codifica qualgquer dos anticorpos ou
polipéptidos aqui descritos. Noutras formas de realizacao
ainda, a composicéao compreende um ou ambos 0s
polinucledétidos ilustrados nas Figuras 2 e 3. Os vetores de
expressao e a administracao de composicdes de
polinucledétidos sdo aqui descritos mais adiante.

Noutro aspeto, a invencao fornece um método de criacao
de qualguer um dos polinucledétidos aqui descritos.

Os polinucledtidos complementares a qualgquer uma das
sequéncias também sao abrangidos pela presente invencgao. Os
polinucledtidos podem ser de cadeia Unica (codificacao ou
antissentido) ou de cadeia dupla, e podem ser moléculas de
ADN (gendémico, ADNc ou sintético) ou de ARN. As moléculas
de ARN incluem moléculas ARNhn, que contém intrdes e
correspondem a uma molécula de ADN num modo um-para-um, €
moléculas ARNm, gque nao contém intrdes. As sequéncias de
codificacdo ou nao codificacdao adicionais podem, mas nao
necessitam, estar presentes num polinucledétido da presente
invengdao, e um polinucledtido pode, mas nado necessita, ser
ligado a outras moléculas e/ou materiais de suporte.

Os polinucleétidos podem compreender uma sequéncia
nativa (ou seja, uma sequéncia enddgena que codifica um
anticorpo ou uma porc¢do do mesmo) ou podem compreender uma
variante dessa sequéncia. As variantes de polinucledtido
contém uma ou mais substituicdes, adigdes, delecgdes e/ou
inserc¢des, de modo a que a imunorreatividade do polipéptido
codificado nado seja diminuida, em relacdo a uma molécula
imunorreativa nativa. Geralmente, 0 efeito na
imunorreatividade do polipéptido codificado pode ser
estimado conforme aqui descrito. Preferencialmente, as
variantes mostram, pelo menos, cerca de 70% de identidade,
mais preferencialmente, pelo menos, cerca de 80% de
identidade e mais preferencialmente, pelo menos, cerca de

90% de identidade para uma sequéncia de polinucledtidos que
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codifica um anticorpo nativo ou uma porgao do mesmo.

E suposto duas sequéncias de polinucleétidos ou
polipéptidos serem “idénticas” se a sequéncia de
nucleétidos ou de aminodcidos nas duas sequéncias for a
mesma quando alinhada para wuma correspondéncia maxima
conforme descrito abaixo. As comparagdes entre duas
sequéncias sao efetuadas normalmente comparando as
sequéncias sobre uma janela de comparacao para identificar
e comparar regides locais de similaridade de sequéncia. Uma
“janela de comparacao’”, conforme aqui utilizado, refere-se
a um segmento de, pelo menos, cerca de 20 posicdes
contiguas, habitualmente 30 a cerca de 75, 40 a cerca de
50, na qual uma sequéncia pode ser comparada com uma
sequéncia de referéncia do mesmo numero de posicgdes
contiguas depois de as duas sequéncias serem otimamente
alinhadas.

O alinhamento &étimo das sequéncias para comparagao
pode ser realizado wutilizando o programa Megalign do
conjunto Lasergene de software de bioinformatica (DNASTAR,
Inc., Madison, WI), utilizando parametros predefinidos.

Este programa inclui diversos esquemas de alinhamento

descritos nas seguintes referéncias: Dayhoff, M.0O. (1978) A
model of evolutionary change 1in proteins - Matrices for
detecting distant relationships. Em Dayhoff, M.0. (ed.)

Atlas of Protein Sequence and Structure, National
Biomedical Research Foundation, Washington DC Vol. 5, Supl.
3, pags. 345 a 358; Hein J., 1990, Unified Approach to
Alignment and Phylogenes, pags. 626 a 645 Methods 1in
Enzymology vol. 183, Academic Press, Inc., San Diego, CA;
Higgins, D.G. e Sharp, P.M., 1989, CABIOS 5:151-153; Myers,
E.W. e Muller W., 1988, CABIOS 4:11-17; Robinson, E.D.,
1971, Comb. Theor. 11:105; Santou, N., Nes, M., 1987, Mol.
Biol. Evol. 4:406-425; Sneath, P.H.A. e Sokal, R.R., 1973,
Numerical Taxonomy the Principles and Practice of Numerical

Taxonomy, Freeman Press, San Francisco, CA; Wilbur, W.J. e
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Lipman, D.J., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 80:726-730.

Preferencialmente, a “percentagem de identidade de
sequéncia” é determinada comparando duas sequéncias
otimamente alinhadas sobre uma Jjanela de comparacao de,
pelo menos, 20 posicdes, em que a porcdo da sequéncia de
polinucledtidos ou polipéptidos na Jjanela de comparacgao
pode compreender adicgdes ou delecgdes (ou seja, lacunas) ou
20 por cento ou menos, habitualmente 5 a 15 por cento, ou
10 a 12 por cento, em comparagcaoc com as sequéncias de
referéncia (que nao compreendem adicgdes nem delecgdes) para
o alinhamento oétimo das duas sequéncias. A percentagem é
calculada mediante a determinacdo do numero de posicgdes nas
quals as bases idénticas de &cido nucleico ou o residuo de
aminodcidos ocorrem em ambas as sequéncias para produzir o
numero de posigdes correspondentes, dividindo o numero de
posicgdes correspondentes pelo numero total de posicdes na
sequéncia de referéncia (ou seja, o tamanho da janela) e
multiplicando os resultados por 100 para produzir a
percentagem de identidade de sequéncia.

As variantes podem igualmente, ou em alternativa, ser
substancialmente homdélogas a um gene nativo; ou uma pPorgao
ou complemento do mesmo. Essas variantes de polinucledtido
podem ser hibridizadas em condig¢des moderadamente rigorosas

numa sequéncia de ADN que ocorre naturalmente e que

codifica um anticorpo nativo (ou uma sequéncia
complementar) .
As “condicdes moderadamente rigorosas” adequadas

incluem a pré-lavagem numa solugcao de 5 X SSC, 0,5% SDS,
1,0 mM EDTA (pH 8,0); hibridizacgdo entre 50 °C e 65 °C, 5 X
SSC, durante a noite; seguida da lavagem, por duas vezes, a
65 °C durante 20 minutos com cada um de 2X, 0,5X e 0,2X SSC
contendo 0,1% SDS.

Conforme aqui utilizado, as “condicgdes altamente
rigorosas” ou as “condicdes de alto rigor” sao as que: (1)

utilizam uma forga idnica baixa e uma temperatura alta para
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a lavagem, por exemplo 0,015 M de cloreto de s6dio/0,0015 M
de citrato de sdédio/0,1% de dodecilsulfato de sdédio a 50
°C; (2) wutilizam, durante a hibridizacdo, um agente de
desnaturacdo, tal como formamida, por exemplo, 50% (v/v) de
formamida com 0,1% de soroalbumina bovina/0,1% de
Ficoll/0,1% de ©polivinilpirrolidona/50mM de tampdo de
fosfato de sdédio com pH 6,5 com 750 mM de cloreto de sédio,
75 mM de citrato de sdédio a 42 °C; ou (3) utilizam 50% de
formamida, 5 x S8SC (0,75 M NaCl, 0,075 M de citrato de
sédio), 50 mM de fosfato de sdédio (pH 6,8), 0,1% de
pirofosfato de sédio, 5 x solugdao de Denhardt, ADN de sémen
de salmao sonicado (50 pg/ml), 0,1% SDS, e 10% de sulfato
de dextrano a 42 °C, com lavagens a 42 °C em 0,2 x SSC
(cloreto de sdédio/citrato de sédio) e 50% de formamida a 55
°C, seguidas de uma lavagem de alto rigor que consiste em
0,1 x SSC que contém EDTA a 55 °C. O perito na técnica ira
reconhecer a forma como ajustar a temperatura, a forga
iénica, etc. conforme necessario para adaptar os fatores,
tais como o comprimento da sonda e afins.

Sera Obvio para os peritos na técnica que, como
resultado da degeneracao do cdédigo genético, existem muitas
sequéncias de nucledétidos que codificam um polipéptido
conforme aqui descrito. Alguns destes polinucledétidos
transportam uma homologia minima para a sequéncia de
nucledétidos de qualguer gene nativo. Contudo, 0s
polinucledtidos que variam devido a diferencas na
utilizacdao do coddao sao especificamente contemplados pela
presente invencgao. Além disso, os alelos dos genes que
compreendem as sequéncias de polinucledétidos aqui
fornecidas estdo inseridos no admbito da presente invencao.
Os alelos sao genes enddgenos que sao alterados como
resultado de uma ou mais mutagdes, tais como delecdes,
adicbes e/ou substituicdes de nucledtidos. A proteina e
ARNm resultantes podemnm, mas nao necessitam, ter uma

estrutura ou funcao alterada. Os alelos podem ser
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identificados utilizando técnicas padrao (tais como
hibridizacdo, amplificacdo e/ou comparacdo de sequéncias da
base de dados).

Os polinucledétidos desta invencdo podem ser obtidos
utilizando sintese quimica, métodos recombinantes ou PCR.
Os métodos de sintese quimica de polinucledétidos sao bem
conhecidos na técnica e ndo necessitam de ser aqui
descritos em detalhe. Um perito na técnica pode utilizar as
sequéncias aqui fornecidas e um sintetizador de ADN
comercial para produzir uma sequéncia de ADN desejada.

Para preparar ©polinucleétidos wutilizando métodos
recombinantes, um polinucledtido que compreende uma
sequéncia desejada pode ser inserido num vetor adequado e,
como consequéncia, o vetor pode ser introduzido numa célula
hospedeira adequada para replicacao e amplificacao,
conforme aqui apresentado mais adiante. Os polinucledtidos
podem ser inseridos em células hospedeiras através de
qualquer meio conhecido na técnica. As células sao
transformadas introduzindo um  polinucledtido exdgeno
mediante absorcao direta, endocitose, transfecao,
conjugagao F ou eletroporacdao. Depois de introduzido, o
polinucledétido exdgeno pode ser mantido na célula como um
vetor ndo integrado (tal como um plasmideo) ou integrado no
genoma da célula hospedeira. O polinucledtido assim
amplificado pode ser isolado da célula hospedeira através
de métodos bem conhecidos na técnica. Consulte, por ex.,
Sambrook et al. (1989).

Em alternativa, PCR permite a reproducdo de sequéncias
de ADN. A tecnologia PCR €& bem conhecida na técnica e ¢é
descrita nas Patentes U.S. 4.683.195, 4.800.159, 4.754.065
e 4.683.202, bem como PCR: The Polymerase Chain Reaction,
Mullis et al. eds., Birkauswer Press, Boston (1994).

O ARN pode ser obtido mediante a utilizagcdo do ADN
isolado num vetor apropriado e respetiva inserc¢cdo numa

célula hospedeira adequada. Quando a célula € replicada e ©
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ADN é transcrito no ARN, o ARN pode entdo ser isolado
utilizando métodos bem conhecidos dos peritos na técnica,
conforme apresentado em Sambrook et al., (1989), por
exemplo.

Os vetores de clonagem adequados podem ser construidos
de acordo com técnicas padrao, ou podem ser selecionados a
partir de um grande numero de vetores de clonagem
disponiveis na técnica. Enquanto o vetor de clonagem
selecionado pode variar de acordo com a célula hospedeira
destinada a ser utilizada, os vetores de clonagem uteis
terdo geralmente a capacidade de se autorreplicarem, podem
ter um UuUnico alvo para uma endonuclease de restricao
especifica, e/ou podem transportar genes para um marcador
que pode ser utilizado na selecdo de clones que contém o
vetor. Os exemplos adequados incluem plasmideos e virus
bacterianos, por ex., pUCl8, pUCl9, Bluescript (por ex.,
PBS SK+) e respetivos derivados, mpl8, mpl9, pBR322, pMB9,
ColEl, pCR1, RP4, ADNs de Dbacteridéfagos, e vetores de
transporte, tais como pSA3 e pPAT28. Estes e muitos outros
vetores de clonagem estdo disponiveis em fornecedores, tais
como BioRad, Strategene e Invitrogen.

Geralmente, o0s vetores de expressao sao construgdes de
polinucledétidos replicdveis que contém um polinucledtido de
acordo com a invencdo. Estd implicito que um vetor de
expressdo tem de ser replicdvel nas células hospedeiras,
gquer como epissomas quer como uma parte integrante do ADN
cromossémico. Os vetores de expressao adequados incluem,
mas ndo se limitam a, plasmideos, vetores virais, incluindo
adenovirus, virus adeno-associados, retrovirus, cosmideos,
e vetores de expressao divulgados na Publicacadao PCT n.° WO
87/04462. Em geral, os componentes de vetor podem incluir,
mas nao se limitam a, um ou mais dos seguintes: uma
sequéncia de sinais; uma origem de replicacdo; um ou mais
genes marcadores; elementos de controlo de transcricgéao

adequados (tais como  promotores, intensificadores e
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terminador). Para a expressao (ou seja, traducao), sao
também habitualmente requeridos um ou mais elementos de
controlo de traducgdo, tais como locais de ligacao do
ribossoma, locais de iniciacdo de traducdo e coddes de
terminacao.

Os vetores que contém os polinucledtidos de interesse
podem ser introduzidos na célula hospedeira através de
qualquer um dos diversos meios apropriados, incluindo
eletroporacgado, transfecdo wutilizando <cloreto de céalcio,
cloreto de rubidio, fosfato de cdalcio, DEAE-dextrano, ou
outras substéncias; bombardeamento de microprojéteis;
lipofecao; e infecdo (por ex., quando o vetor é um agente
infecioso, tal como um virus vaccinia). A escolha de
introduzir vetores ou polinucledétidos dependera
frequentemente das caracteristicas da célula hospedeira.

A invencdo fornece igualmente células hospedeiras que
compreendem qualquer um dos polinucledtidos aqui descritos.
Todas as células hospedeiras capazes de sobre-—-expressar
ADNs heterdlogos podem ser utilizadas para fins de
isolamento dos genes que codificam o anticorpo, o)
polipéptido ou a proteina de interesse. 0Os exemplos nao
limitativos de células hospedeiras de mamifero incluem, mas
nao se limitam a, células CO0OS, Hela e CHO. Consulte
igualmente a Publicacdo PCT n.° WO 87/04462. As células
hospedeiras adequadas sem ser de mamifero incluem
procariotas (tais como, E. coli ou B. subtillis) e de
levedura (tais como, S. cerevisae, S. pombe; ou K. lactis).
Preferencialmente, as células hospedeiras expressam o0s
ADNsc num nivel de <cerca de 5 dobras a mais, mais
preferencialmente 10 dobras a mais, ainda mais
preferencialmente 20 dobras a mais em relagdo ao do
anticorpo enddgeno correspondente ou proteina de interesse,
se presente, nas células hospedeiras. O rastreio das
células hospedeiras relativamente a uma ligacao especifica

ao NGF é efetuado por um imunoensaio ou FACS. E possivel
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identificar uma célula gue sobre-expressa o anticorpo ou
proteina de interesse.
Métodos utilizando E3 e anticorpos derivados E3

O anticorpo E3 que liga o NGF pode ser utilizado para
identificar ou detetar a presenca ou auséncia do NGF. Para
facilitar, serd feita geralmente referéncia a E3 ou
anticorpos com o conhecimento de que estes métodos se
aplicam a qualquer uma das formas da realizacdao de ligacgao
de NGF (tais como polipéptidos) aqui descritas. Em geral, a
detecdo implica a colocacdo de uma amostra bioldgica em
contacto com um anticorpo agqui descrito que liga ao NGF e a
formagcdo de um complexo entre o NGF e um anticorpo (por
ex., E3) que liga especificamente ao NGF. A formagado desse
complexo pode ser in vitro ou in vivo. O termo “detecao”,
conforme aqui utilizado, inclui a detecdo qualitativa e/ou
quantitativa (niveis de medigado) com ou sem referéncia a um
controlo.

E possivel wutilizar qualquer um de varios métodos
conhecidos para a detecdo, incluindo, mas nao se limitando
a, imunoensaio, utilizando um anticorpo que 1liga o
polipéptido, por ex. através de um ensaio de imunoabsorcao
enzimdtica (ELISA), radioimunoensaio (RIA) e afins; e
ensaio funcional para o polipéptido codificado, por ex.,
atividade de 1ligacdo ou ensaio enzimatico. Em algumas
formas de realizacdao, o anticorpo ¢é rotulado de forma
detetavel.

Utilizag¢bes de Diagndstico do E3 e Derivados

Os anticorpos e polipéptidos da invencado podem ser
utilizados na detecdo, no diagndéstico e na monitorizacgado de
uma doenca, condigdo ou disturbio associados a uma
expressao de NGF alterada ou aberrante (em algumas formas
de realizacdo, maior ou menos expressaco de NGF (em relacao
a uma amostra normal), e/ou expressao inapropriada, tal
como presenca de expressdao nos tecidos e/ou células gue

normalmente nao tém expressao de NGF, ou auséncia de
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expressdo de NGF nos tecidos ou células gque normalmente tém
expressao de NGF). Os anticorpos e polipéptidos da invencao
sdao ainda uteis para a detecado da expressao de NGF, por
exemplo, numa doenga associada a sensibilidade ou
recetividade alterada ou aberrante ao NGF. Em algumas
formas de realizacao, a expressao de NGF é detetada numa
amostra de um individuo suspeito de ter uma doenca, um
disturbio com, ou associado a, uma sensibilidade ou
recetividade alterada ou aberrante a expressdo de NGF (por
ex., um cancro no qual o NGF provoca crescimento e/ou
metdstase) .

Deste modo, sao descritos métodos gue compreendem a
colocacao de um espécime (amostra) de um individuo suspeito
de ter uma expressao de NGF alterada ou aberrante em
contacto com um anticorpo ou polipéptido da invencdo e a
determinacdo sobre se o nivel de NGF difere do existente
num espécime de comparacado ou controlo. Em algumas formas
de realizacao, o individuo tem uma arritmia cardiaca,
doenca de Alzheimer e/ou disfungdo autdnoma.

Sao descritos igualmente métodos gue compreendem a
colocacdo de um espécime (amostra) de um individuo em
contacto e a determinacdo do nivel de expressdao de NGF. Em
algumas formas de realizacdo, o individuo é suspeito de ter
uma doenca, um disturbio com, ou associado a, sensibilidade
ou recetividade alterada ou aberrante a expressdo de NGF.
Em algumas formas de realizacdo, o individuo tem cancro do
pulmdo de pequenas células, cancro da mama, cancro
pancredatico, cancro da prdstata, carcinoma do ovario,
carcinoma hepatocelular ou melanoma.

Para aplicacdes de diagnéstico, normalmente o
anticorpo serd rotulado com uma parte detetdvel incluindo,
mas nao se limitando a, radioisdétopos, rétulos
fluorescentes e varios rdétulos de enzima-substrato. Os
métodos de conjugagao de rodétulos para um anticorpo sao

conhecidos na técnica. ©Noutra forma de realizacdo da
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invencado, os anticorpos da invencdo nao necessitam de ser
rotulados, e a presenca dos mesmos pode ser detetada
utilizando um anticorpo rotulado que liga aos anticorpos da
invencao.

Os anticorpos da presente invengdo podem @ ser
utilizados em qualgquer método de ensaio conhecido, tais
como ensaios de ligacdo competitiva, ensaios em sanduiche
direta e indireta e ensaios de imunoprecipitacdo. Zola,
Monoclonal Antibodies: A Manual of Techniques, pags. 147 a
158 (CRC Press, Inc. 1987).

Os anticorpos também podem ser utilizados para ensaios
de diagnéstico in vivo, tal como 1imagiologia in vivo.
Geralmente, o anticorpo é rotulado com um radionuclideo
(tal como 111In, 99Tc, 14C, 131I, 1257 ou 3H), de modo a qgque as
células ou o tecido de interesse possam ser localizados
utilizando imunocintiografia.

O anticorpo também pode ser utilizado como reagente de
coloracao na patologia, seguindo técnicas bem conhecidas na
técnica.

Métodos de utilizagdo de E3 e derivados para fins
terapéuticos

O anticorpo E3 é util para reduzir e/ou bloquear a
atividade bioldégica de NGF. Cré-se que esta atividade
antagdénica € util no tratamento de condigdes patoldgicas
associadas a producdo de NGF enddbgeno, tal como dor. Em
geral, nestas formas de realizacdo, ¢é administrada uma
quantidade eficaz a um individuo. Por conseguinte, num
aspeto, a invengao fornece um método de antagonismo da
atividade bioldégica de NGF humano utilizando qualquer um
dos polipéptidos (incluindo anticorpos, tal como O
anticorpo E3) aqui divulgados. Numa forma de realizacgao, o©
método compreende o a colocagao do fator de crescimento do
nervo humano em contacto com qualquer um dos polipéptidos
(incluindo o anticorpo E3) aqui descritos, em qgue a

atividade do fator de crescimento do nervo humano &
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antagonizada, reduzida, Dblogueada ou suprimida. Ainda
noutra forma de realizacao, ¢ fornecido tratamento com E3 a
um individuo com dor (tal como dor péds—-cirurgica ou dor de
artrite reumatoide).

Para facilitar, serda feita geralmente referéncia a E3
ou anticorpo com o conhecimento de que estes métodos se
aplicam a gqualgquer uma dos polipéptidos e anticorpos de
variante E3 aqui descritos.

Varias formulacdes de E3 ou fragmentos de E3 (por ex.,
Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv, Fc, etc.), tals como cadeila unica
(ScFv), mutantes dos mesmos, proteinas de fusao que
compreendem uma porgcao de anticorpo, e qualquer outra
configuracdo modificada de E3 que compreenda um local de
reconhecimento do antigénio NGF da especificidade requerida
podem ser utilizadas para a administracdo. Em algumas
formas de realizacao, 0s anticorpos E3 ou varias
formulacgdes de E3 dos mesmos podem ser administrados puros.
Noutras formas de realizacdo, E3 ou varias formulacdes de
E3 (incluindo qualgquer forma de realizacdo da composicao
aqui descrita) e um excipiente farmaceuticamente aceitéavel
sdo administrados, e pode ser em varias formulacdes. Os
excipientes farmaceuticamente aceitdveis sdo conhecidos na
técnica, e sdo substéncias relativamente 1nertes que
facilitam a administracao de uma substancia
farmacologicamente eficaz. Por exemplo, um excipiente pode
fornecer forma ou consisténcia, ou funcionar como um
diluente. 0Os excipientes adequados incluem, mas nao se
limitam a, agentes de estabilizacao, agentes de
humedecimento e emulsdo, sals para osmolaridade variavel,
agentes de encapsulamento, tampdes e intensificadores de
penetracdao na pele. Os excipientes, bem como as formulacgdes
para ministragao parentérica e nao parentérica de farmaco,
sdo apresentados em Remington, The Science and Practice of
Pharmacy 20@ Ed. Mack Publishing (2000).

Em algumas formas de realizacdao, estes agentes sao
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formulados para administracdo por injecdo (por ex., vVvia
intraperitoneal, intravenosa, subcutdnea, intramuscular,
etc.), embora também possam ser utilizadas outras formas de
administracao (por ex., oral, via mucosa, via inalacéo,
sublingual, etc.). Por conseguinte, o anticorpo E3 e
equivalentes do mesmo sao combinados preferencialmente com
veiculos farmaceuticamente aceitdveis, tals como salina,
solucdo de Ringer, solucao de dextrose e afins. O regime de
dosagem especifico, ou seja, dose, regulacdao do tempo e
repeticdo, dependerd de cada individuo e do respetivo
historial médico. Geralmente, pode ser utilizada qualquer
uma das seguintes doses: uma dose de, pelo menos, cerca de
50 mg/kg de peso corporal; pelo menos, cerca de 10 mg/kg de
peso corporal; pelo menos, cerca de 3 mg/kg de peso
corporal; pelo menos, cerca de 1 mg/kg de peso corporal;
pelo menos, cerca de 750 ng/kg de peso corporal; pelo
menos, cerca de 500 npg/kg de peso corporal; pelo menos,
cerca de 250 ug/kg de peso corporal; pelo menos, cerca de
100 ng/kg de peso corporal; pelo menos, cerca de 50 pg/kg
de peso corporal; pelo menos, cerca de 10 ug/kg de peso
corporal; pelo menos, cerca de 1 pg/kg de peso corporal, ou
menos. Para administracdes repetidas durante diversos dias
ou mais longas, dependendo da condicdo, o tratamento é
prolongado até ocorrer uma supressao desejada dos sintomas
da doenca. Um regime de dosagem exemplar compreende a
administragdo de uma dose inicial de cerca de 2 mg/kg,
seguida de uma dose de manutencao semanal de cerca de 1
mg/kg do anticorpo anti-NGF, ou seguida de uma dose de
manutencdo de cerca de 1 mg/kg semana sim, semana néo.
Contudo, outros regimes de dosagem podem ser Uteis,
dependendo do padrao de declinio farmacocinético que o
médico deseja alcancar. As consideragdes empiricas, tal
como a meia vida, 1irdo contribuir em geral para a
determinacdao da dosagem. O ©progresso desta terapia é

facilmente monitorizado por ensaios e técnicas
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convencionais.

Em alguns individuos, pode ser requerida mais de uma
dose. A frequéncia de administracado pode ser determinada e
ajustada durante a terapia. Por exemplo, a frequéncia de
administracdo pode ser determinada ou ajustada com base no
tipo e gravidade da dor a ser tratada, se o agente &
administrado para fins preventivos ou terapéuticos, na

terapia anterior, no historial <clinico e resposta do

paciente ao agente, e no discernimento do médico
assistente. Normalmente, o c¢linico ira administrar um
anticorpo antagonista anti-NGF (tal como E3) até ser

atingida uma dosagem que alcance o resultado desejado. Em
alguns casos, as formulacgdes de libertacao continua
prolongada de anticorpos E3 podem ser apropriadas. Séao
conhecidas na técnica varias formulacgdes e dispositivos
para alcancar a libertacdo prolongada.

Numa forma de realizacgdo, as dosagens para anticorpos
E3 (ou polipéptidos) podem ser determinadas empiricamente
nos individuos que tenham recebido uma ou mais
administrac¢des. Os individuos recebem dosagens incrementais
de E3. Para estimar a eficédcia de E3 ou outro anticorpo
equivalente, os marcadores dos sintomas da doenca (tal como
dor) podem ser monitorizados.

A administracdo de um anticorpo (tal como E3) ou
polipéptido de acordo com as utilizagdes médicas na
presente invengdo pode ser continua ou nao continua,
dependendo, por exemplo, da condicao fisioldgica do
recipiente, independentemente de a finalidade da
administracdo ser terapéutica ou profildtica, e de outros
fatores conhecidos dos médicos. A administracdao de um
anticorpo pode ser essencialmente continua durante um
periodo de tempo pré-selecionado ou pode ser numa série de
doses espacgadas, por ex., antes, durante ou apdés o
desenvolvimento da dor, antes, durante, antes e apds,

durante e apds, ou antes, durante e apds o desenvolvimento
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da dor. A administracdo pode ser antes, durante e/ou apds a
ferida, a incisdao, o traumatismo, a cirurgia e qualquer
outro evento capaz de provocar dor pds-cirurgica.

Outras formulacgdes incluem formas de ministracao
adequadas conhecidas na técnica incluindo, mas nao se
limitando a, portadores, tais como lipossomas. Consulte,
por exemplo, Mahato et al. (1997) Pharm. Res. 14:853-859.
LAs preparacao de lipossomas incluem, mas nado se limitam a,
citofetinas, vesiculas multilamelares e vesiculas
unilamelares.

Em algumas formas de realizacgdo, pode estar presente
mais de um anticorpo ou polipéptido. Os anticorpos podem
ser monoclonais ou policlonais. Essas composicdes podem
conter pelo menos um, pelo menos dois, pelo menos trés,
pelo menos quatro, pelo menos cinco anticorpos diferentes.
Uma mistura de anticorpos, tal como é referido
frequentemente na técnica, pode ser particularmente ttil no
tratamento de um intervalo mais amplo de populacdao de
individuos.

Um polinucledétido que codifica qualgquer um dos
anticorpos ou polipéptidos da invencéao (tal como o
anticorpo E3) também pode ser utilizado para ministracgédo e
expressao de qualgquer um dos anticorpos ou polipéptidos da
invencdo (tal como o anticorpo E3) numa célula desejada. E
evidente que um vetor de expressadao pode ser utilizado para
direcionar a expressao de um polipéptido ou anticorpo E3. O
vetor de expressdao pode ser administrado através de
qualquer meio conhecido na técnica, tal como via
intraperitoneal, intravenosa, intramuscular, subcuténea,
intratecal, intraventricular, oral, entérica, parentérica,
intranasal, dermal, sublingual, ou por inalacado. Por
exemplo, a administracdo de vetores de expressao inclui
administracdo local ou sistémica, incluindo injecao,
administracéao oral, administracao por cateter ou

bombardeamento de particulas e administracdo tépica. Um
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perito na técnica estéd familiarizado com a administracgédo de
vetores de expressdo para obter a expressao de uma proteina
exdbgena in vivo. Consulte, por ex., as Patentes U.S.
6.436.908; 6.413.942; e 6.376.471.

A ministracadao orientada de composicdes terapéuticas
que compreendem um polinucledtido que codifica qualquer um
dos anticorpos ou polipéptidos da invencao (tal como ©
anticorpo E3) também pode ser utilizada. As técnicas de
ministragcdo de ADN mediada pelo recetor sao descritas em,
por exemplo, Findeis et al., Trends Biotechnol. (1993)
11:202; Chiou et al., Gene Therapeutics: Methods And
Applications Of Direct Gene Transfer (J.A. Wolff, ed.)
(1994); Wu et al., J. Biol. Chem. (1988) 263:621; Wu et
al., J. Biol. Chem. (1994) 269:542; Zenke et al., Proc.
Natl. Acad Sci. (EUA) (1990) 87:3655; Wu et al., J. Biol.
Chem. (1991) 266:338. As composicdes terapéuticas que
contém um polinucledétido sdo administradas num intervalo de
cerca de 100 ng a cerca de 200 mg de ADN para administracéao
local num protocolo de terapia de genes. 0s intervalos de
concentracao de cerca de 500 ng a cerca de 50 mg, cerca de
1 pg a cerca de 2 mg, cerca de 5 pg a cerca de 500 pg, e
cerca de 20 pg a cerca de 100 pg de ADN também podem ser
utilizados durante um protocolo de terapia de genes. Os
polipéptidos e polinucledétidos terapéuticos da presente
invencdo podem ser ministrados wutilizando veiculos de
ministragdo de genes. O veiculo de ministragao de genes
pode ser de origem wviral ou nao viral (consulte em geral,
Jolly, Cancer Gene Therapy (1994) 1:51; Kimura, Human Gene
Therapy (1994) 5:845; Connelly, Human Gene Therapy (1995)
1:185; e Kaplitt, Nature Genetics (1994) 6:148) . A
expressao dessas sequéncias de codificagao pode @ser
induzida wutilizando promotores heterdlogos ou mamiferos
endédgenos. A expressao da sequéncia de codificacdao pode ser
constitutiva ou regulada.

Os vetores virais para ministragao de um
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polinucledétido desejado e de uma expressao numa célula
desejada sao bem conhecidos na técnica. 0Os veiculos virais
exemplares incluem, mas nado se limitam a, retrovirus
recombinantes (consulte, por ex., as Publicacgdes PCT n.°s
WO 90/07936; WO 94/03622; WO 93/25698; WO 93/25234; WO
93/11230; WO 93/10218; WO 91/02805; as Patentes U.S.
5.219.740; 4.777.127; Patente GB 2.200.651; e Patente EP 0
345 242), vetores baseados em alfavirus (por ex., vetores
de virus Sindbis, virus da floresta de Semliki (ATCC VR-67;
ATCC VR-1247), wvirus Ross River (ATCC VR-373; ATCC VR-1246)
e virus da encefalite equina venezuelana (ATCC VR-923; ATCC
VR-1250; ATCC VR 1249; ATCC VR-532)), e vetores de virus
adeno—-associados (AAV) (consulte, por ex., as Publicacdes
PCT n.°s WO 94/12649, WO 93/03769; WO 93/19191; WO
94/28938; WO 95/11984 e WO 95/00655). A administracao de
ADN ligado a adenovirus inativado, conforme descrito em
Curiel, Hum. Gene Ther. (1992) 3:147, também pode ser
utilizada.

Os métodos e veiculos de ministracdo nao virais também
podem ser utilizados, incluindo, mas nado se limitando a,
ADN condensado policatidénico 1ligado ou nao ligado ao
adenovirus inativado sozinho (consulte, por ex., Curiel,
Hum. Gene Ther. (1992) 3:147); ADN 1ligado ao ligando
(consulte, por ex., Wu, J. Biol. Chem. (1989) 264:16985);
células de veiculos de ministracdo de células eucaridticas
(consulte, por ex., Patente U.S. 5.814.482; Publicacg¢des PCT
n.°s WO 95/07994; WO 96/17072; WO 95/30763; e WO 97/42338)
e fusdo ou neutralizacdo de carga nucleica com membranas de
células. O ADN nu também pode ser utilizado. Os métodos de
introducdo de ADN nu exemplares sao descritos na Publicacéao
PCT n.° WO 90/11092 e Patente U.S. 5.580.859. Os lipossomas
que podem funcionar como veiculos de ministracgdao de genes
sdo descritos na Patente U.S. 5.422.120; Publicagdes PCT
n.°s WO 95/13796; WO 94/23697; WO 91/14445; e Patente EP 0

524 968. As abordagens adicionais sao descritas em Philip,



100

Mol. Cell Biol. (1994) 14:2411 e em Woffendin, Proc. Natl.
Acad. Sci. (1994) 91:1581.

Relativamente a todos os métodos aqui descritos, a
referéncia aos anticorpos antagonistas anti-NGF incluem
igualmente as composicdes que compreendem um ou mais destes
agentes. Estas composicdes podem ainda compreender
excipientes adequados, tais como excipientes
farmaceuticamente aceitdveis, incluindo tampdes, gque sao
bem conhecidos na técnica. A presente invencado pode ser
utilizada sozinha ou em conjunto com outros métodos de
tratamento convencionais.

UTILI ZAQAO DE ANTICORPO ANTAGONISTA ANTI-NGF PARA
TRATAMENTO OU PREVENQKO DA DOR DE ARTRITE REUMATOIDE

Em alguns aspetos, a invengao fornece utilizacgdes
médicas para o tratamento e/ou a prevencdao da dor de
artrite reumatoide em 1individuos, incluindo mamiferos,
tanto humanos como nao humanos. Por conseguinte, num
aspeto, a invencao fornece utilizacgdes médicas para o
tratamento da dor de artrite reumatoide num individuo, que
compreendem a administracgao de uma quantidade eficaz de um
anticorpo antagonista anti-NGF. Os anticorpos antagonistas
anti-NGF sao conhecidos na técnica e descritos agui.

Noutro aspeto, a invencdo fornece utilizagdes médicas
para a reducgdo da incidéncia, o melhoramento, a supressao,
a atenuacdo, e/ou o adiamento do comeco, do desenvolvimento
ou da progressadao da dor de artrite reumatoide num
individuo. Deste modo, em algumas formas de realizacdo, o
anticorpo antagonista anti-NGF ¢é administrado antes do
desenvolvimento da dor ou de um episddio de dor num
individuo com artrite reumatoide.

Noutro aspeto, a invencao fornece utilizacdes médicas
para o tratamento de caquexia inflamatdria (perda de peso)
associada a artrite reumatoide num individuo, que
compreendem a administracao de uma gquantidade eficaz de um

anticorpo antagonista anti-NGF (Roubenoff et al., Arthritis
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Rheum. 40(3): 534-9 (1997); Roubenoff et al., J. Clin.
Invest. 93(6):2379-86 (19%94)).

O diagnéstico ou estimativa da dor de artrite
reumatoide estd bem estabelecido na técnica. A estimativa
pode ser efetuada com base em medidas conhecidas na
técnica, tal como caracterizacdo da dor do ©paciente
utilizando véarias escalas de dor. Consulte, por ex., Katz
et al, Surg Clin North Am. (1999) 79 (2):231-52; Caraceni
et al. J Pain Symptom Manage (2002) 23(3):239-55. Existem
também escalas habitualmente utilizadas para medir o estado
da doenca, tais como o American College of Rheumatology
(ACR) (Felson, et al., Arthritis and Rheumatism (1993)
36(6):729-740), o© questiondrio HAQ (Health Assessment
Questionnaire) (Fries, et al., (1982) J. Rheumatol. 9: 789-
793), a Escala de Paulus (Paulus, et al., Arthritis and
Rheumatism (1990) 33: 477-484), e a escala AIMS (Arthritis
Impact Measure Scale) (Meenam, et al., Arthritis and
Rheumatology (1982) 25: 1048-1053). O anticorpo antagonista
anti-NGF pode ser administrado a um individuo através de
qualquer via adequada. Os exemplos de vias de administracao
diferentes sdo aqui descritos.

O alivio da dor pode caracterizar-se pelo tempo de
alivio. Por conseguinte, em algumas formas de realizacdo, ©
alivio da dor ¢é observado num prazo de cerca de 24 horas
apdés a administracdo do anticorpo antagonista anti-NGF.
Noutras formas de realizacado, o alivio da dor é observado
num prazo de cerca de 36, 48, 60, 72 horas ou 4 dias apds a
administracdao do anticorpo antagonista anti-NGF. Noutras
formas de realizacdo ainda, o alivio da dor é observado
antes de observar uma indicacdo de melhora da condicéao
inflamatdéria associada a artrite reumatoide. Em algumas
formas de realizacdo, a frequéncia e/ou intensidade da dor
diminui, e/ou a qualidade de vida das pessoas que sofrem da
doenca aumenta.

A criacdo e wutilizacgdao de anticorpos antagonistas
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anti-NGF para estes métodos sado descritas nas seccgdes
abaixo (“Anticorpo antagonista anti-NGF”; “Identificacdo de
anticorpos antagonistas anti-NGF”; “Administracao de um
anticorpo antagonista anti-NGF”).

UTILIZAQAO DE ANTICORPO ANTAGONISTA ANTI-NGF PARA
TRATAMENTO OU PREVENQAO DA DOR DE OSTEOARTRITE

Em alguns aspetos, a invencao fornece wutilizacgdes
médicas para o tratamento e/ou a prevengdo da dor de
osteocartrite em individuos, incluindo mamiferos, tanto
humanos como ndo humanos. Por conseguinte, num aspeto, a
invencado fornece utilizag¢des médicas para o tratamento da
dor de osteocartrite num individuo, dque compreendem a
administracdo de uma quantidade eficaz de um anticorpo
antagonista anti-NGF. Os anticorpos antagonistas anti-NGF
sdo conhecidos na técnica e descritos aqui.

Noutro aspeto, a invencdo fornece utilizacdes médicas
para a redugao da incidéncia, © melhoramento, a supressao,
a atenuacdo, e/ou o adiamento do comeco, do desenvolvimento
ou da progressdo da dor de osteoartrite num individuo.
Deste modo, em algumas formas de realizacdo, o anticorpo
antagonista anti-NGF é administrado antes do
desenvolvimento da dor ou de um episddio de dor num
individuo com osteoartrite.

O diagndéstico ou estimativa da dor de osteoartrite
estd bem estabelecido na técnica. A estimativa pode ser
efetuada com base em medidas conhecidas na técnica, tal
como caracterizacdo da dor do paciente utilizando varias
escalas de dor. Consulte, por ex., Katz et al, Surg Clin
North Am. (1999) 79 (2):231-52; Caraceni et al. J Pain
Symptom Manage (2002) 23(3):239-55. Por exemplo, a Escala
de Dor de Deambulacao WOMAC (incluindo dor, ancilose, e
funcdo fisica) e a Escala Analdgica Visual (VAS) de 100 mm
podem ser utilizadas para estimar a dor e avaliar a
resposta ao tratamento.

0O anticorpo antagonista anti-NGF pode ser administrado
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a um 1individuo através de qualquer via adequada. Os
exemplos de vias de administracdo diferentes sao aqui
descritos.

O alivio da dor pode caracterizar-se pelo tempo de
alivio. Por conseguinte, em algumas formas de realizacdo, o
alivio da dor ¢é observado num prazo de cerca de 24 horas
apdés a administracdao do anticorpo antagonista anti-NGF.
Noutras formas de realizacdo, o alivio da dor € observado
num prazo de cerca de 36, 48, 60, 72 horas ou 4 dias apds a
administracdo do anticorpo antagonista anti-NGF. Em algumas
formas de realizacdo, a frequéncia e/ou intensidade da dor
diminui, e/ou a qualidade de vida das pessoas que sofrem da
doenca aumenta.

A criagdao e utilizacao de anticorpos antagonistas
anti-NGF para estes métodos sao descritas nas seccgdes
abaixo (“Anticorpo antagonista anti-NGF”; “Identificacédo de
anticorpos antagonistas anti-NGF”; “Administracdo de um
anticorpo antagonista anti-NGEF”).

Anticorpo antagonista anti-NGF

As utilizagdes médicas da invencao (relacionadas com a
dor de artrite reumatoide e a dor de osteoartrite) utilizam
um anticorpo antagonista anti-NGF, que se refere a qualquer
molécula de anticorpo que Dblogqueia, suprime ou reduz
(incluindo significativamente) a atividade Dbioldgica de
NGF, incluindo as vias a jusante mediadas pela sinalizacéo
de NGF, tais como a ligacdo de recetor e/ou deducdo de uma
resposta celular ao NGF.

Um anticorpo antagonista anti-NGF deve mostrar
qualquer uma ou mais das seguintes caracteristicas: (a)
ligagcdo ao NGF e inibicdo da atividade bioldgica de NGF ou
das vias a Jjusante mediadas pela funcao de sinalizacao de
NGF; (b) prevencao, melhoramento ou tratamento de qualquer
aspeto da dor de artrite reumatoide ou dor de osteocartrite;
(c) bloqueio ou diminuicdo da ativagcdo de recetor NGF

(incluindo dimerizagao e/ou autofosforilagcdo do recetor
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TrkA); (d) aumento do espacgo livre do NGF; (e) inibicao
(reducao) da sintese, producadao ou libertacdo de NGF. Os
anticorpos antagonistas anti-NGF sao conhecidos na técnica,
consulte, por ex., as Publicacdes PCT n.°s WO 01/78698, WO
01/64247, as Patentes U.S. 5.844.092, 5.877.016, e
6.153.189; Hongo et al., Hybridoma, 19:215-227 (2000);
Cell. Molec. Biol. 13:559-568 (1993); GenBank N.°s de
Acesso U39608, U39609, L17078 ou L17077.

Para efeitos desta invencao, o anticorpo reage com O
NGF de um modo que 1inibe o NGF e/ou as vias a jusante
mediadas pela fungdo de sinalizagdao de NGF. Em algumas
formas de realizacgcdo, o anticorpo antagonista anti-NGF
reconhece o NGF humano. Ainda noutras formas de realizacao,
o anticorpo antagonista anti-NGF liga especificamente o NGF
humano. Em algumas formas de realizacao, o anticorpo
antagonista anti-NGF nao liga significativamente as
neurotrofinas relacionadas, tailis como NT-3, NT4/5 e/ou
BDNF. Noutras formas de realizacdao ainda, o anticorpo anti-
NGF é capaz de ligar o NGF e inibir eficazmente a ligacgéo
do NGF ao respetivo recetor TrkA e/ou p75 in vivo e/ou
inibir eficazmente o NGF de ativar o respetivo recetor TrkA
e/ou p75. Noutras formas de realizacdo ainda, o anticorpo
antagonista anti-NGF ¢é um anticorpo monoclonal. Noutras
formas de realizacao ainda, o anticorpo anti-NGF ¢é
humanizado (tal como o anticorpo E3 aqui descrito). Em
algumas formas de realizagdao, o anticorpo anti-NGF &
humano. Numa forma de realizacdao, o anticorpo é um
anticorpo humano gque reconhece um ou mais epitopos no NGF
humano. Noutra forma de realizacgdao, o anticorpo € um
anticorpo de ratinho ou rato que reconhece um ou mais
epitopos no NGF humano. Noutra forma de realizagdo, ©
anticorpo reconhece um ou mais epitopos num NGF selecionado
a partir do grupo que consiste em: primata, canino, felino,
equino e Dbovino. Noutras formas de realizacgdo ainda, o

anticorpo antagonista anti-NGF liga essencialmente o mesmo
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epitopo NGF 6 como um anticorpo selecionado a partir de
qualgquer um ou mais dos seguintes: MAb 911, MAb 912 e MAD
938 (Consulte Hongo, et al., Hybridoma 19:215-227 (2000)).
Noutras formas de realizacdo, o anticorpo 1liga o mesmo
epitopo como Mab 911. Noutra forma de realizacdo, o
anticorpo compreende uma regiao constante que é
imunologicamente inerte (por ex., nao aciona a lise mediada
pelo complemento ou a citotoxicidade mediada por células
dependente de anticorpos (ADCC)). A atividade ADCC pode ser
estimada wutilizando métodos divulgados na Patente U.S.
5.500.362. Em algumas formas de realizacgdo, a regiao
constante ¢é modificada conforme descrito em Eur. J.
Immunol. (1999) 29:2613-2624; Pedido de Patente PCT n.°
PCT/GB99/01441; e/ou Pedido de Patente UK 9809951.8.

Em algumas formas de realizacao, o) anticorpo
antagonista anti-NGF é um anticorpo monoclonal anti-NGF de
ratinho humanizado denominado anticorpo “E3”, qualquer um
dos anticorpos relacionados E3 aqui descritos, ou gquaisquer
fragmentos dos mesmos, que sejam antagonistas de NGF.

Os anticorpos uUteis na presente 1invencado podem
abranger anticorpos monoclonais, anticorpos policlonais,
fragmentos de anticorpo (por ex., Fab, Fab’, F(ab’)2, Fv,
Fc, etc.), anticorpos quiméricos, anticorpos biespecificos,
anticorpos heteroconjugados, cadeia unica (ScFv), mutantes
dos mesmos, proteinas de fusdo que compreendem uma POrg¢ao
de anticorpo, anticorpos humanizados, e qualguer outra
configuragdao modificada da molécula de imunoglobulina que
compreende um local de reconhecimento do antigénio da
especificidade requerida, incluindo variantes de
glicosilacdo de anticorpos, variantes de sequéncia de
aminodcidos de anticorpos, e anticorpos modificados de
forma covalente. 0Os anticorpos podem ser murinos, de rato,
humanos ou de qualquer outra origem (incluindo anticorpos
gquiméricos ou humanizados).

A afinidade de ligacdo de um anticorpo antagonista
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anti-NGF ao NGF (tal como NGFh) pode ser de cerca de 0,10 a
cerca de 0,80 nM, cerca de 0,15 a cerca de 0,75 nM e cerca
de 0,18 a cerca de 0,72 nM. Numa forma de realizacao, a
afinidade de ligacgdo é entre cerca de 2 pM e 22 pM. Em
algumas formas de realizacdo, a afinidade de ligacdo é de
cerca de 10 nM. Noutras formas de realizacadao, a afinidade
de 1ligacdo ¢é de cerca de 0,1 nM ou cerca de 0,07 nM.
Noutras formas de realizacdo, a afinidade de 1ligacéao ¢é
menos do que cerca de 0,1 nM ou menos do que cerca de 0,07
nM. Noutras formas de realizacdo, a afinidade de ligacao é
qualquer valor de cerca de 1 nM, cerca de 500 pM, cerca de
100 pM, ou cerca de 50 pM a qualquer valor de cerca de 2
PM, cerca de 5 pM, cerca de 10 pM, cerca de 15 pM, cerca de
20 pM, ou cerca de 40 pM. Em algumas formas de realizacao,
a afinidade de ligacadao é qualquer valor de cerca de 1 nM,
cerca de 500 pM, cerca de 100 pM, ou cerca de 50 pM, ou
menos do dque cerca de 50 pM. Em algumas formas de
realizacadao, a afinidade de ligacao €& menos do que qualquer
valor de cerca de 1 nM, cerca de 500 pM, cerca de 100 pM,
ou cerca de 50 pM. Noutras formas de realizacdo ainda, a
afinidade de ligacdao é de cerca de 2 pM, cerca de 5 pM,
cerca de 10 pM, cerca de 15 pM, cerca de 20 pM, cerca de 40
PM ou maior do que cerca de 40 pM.

Uma forma de determinar a afinidade de 1ligacao de
anticorpos ao NGF ¢ medindo a afinidade de 1ligacdo de
fragmentos Fab monofuncionais do anticorpo. Para obter
fragmentos Fab monofuncionais, um anticorpo (por exemplo,
IgG) pode ser clivado com papaina ou expressado de forma
recombinante. A afinidade de um fragmento Fab anti-NGF de
um anticorpo pode ser determinada pela ressondncia de
plasma de superficie (sistema de ressonadncia de plasma de
superficie (SPR) BlAcore3000™, BIAcore, INC, Piscaway NJ).
Os chips CM5 podem ser ativados com cloridrato de N-etil-
N’-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) e N-

hidroxisuccinimida (NHS) de acordo com as instrugdes do
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fornecedor. O NGF humano (ou qualquer outro NGF) pode ser
diluido em 10 mM de acetato de sdédio com pH 4,0 e injetado
sobre o chip ativado numa concentracdo de 0,005 mg/mL.
Mediante a utilizacdo de tempo de fluxo varidvel através
dos canais de chip individual, ¢é possivel alcangar dois
intervalos de densidade de antigénio: 100 a 200 unidades de
resposta (RU) para estudos cinéticos detalhados e 500 a 600
RU para ensaios de rastreio. O chip pode ser blogueado com
etanolamina. Os estudos de regeneracdo mostraram gque uma
mistura de tampdo de eluigao Pierce (Produto N.° 21004,
Pierce Biotechnology, Rockford IL) e 4 M NaCl (2:1) remove
eficazmente o Fab ligado enquanto mantém a atividade de
NGFh no chip durante mais de 200 injec¢des. O tampao HBS-EP
(0,01M HEPES, pH 7,4, 0,15 NaCl, 3 mM EDTA, 0,005% de
Tensiocativo P29) é utilizado como tampdo continuo para os
ensaios BIAcore. As diluicgdes em série (0,1-10x Kp
estimada) de amostras Fab purificadas sao injetadas durante
1 min em 100 pL/min e sdo permitidos tempos de dissociacao
até 2 h. As concentracdes das proteinas Fab sao
determinadas através de ELISA e/ou eletroforese SDS-PAGE
utilizando um Fab de concentracdao conhecida (conforme
determinado pela analise de aminodcidos) como padrdo. As
taxas de associacgdao cinética (Kon) e as taxas de
dissociacdo (kger) sado obtidas em simultdneo adaptando os
dados a um modelo de 1ligacado Langmuir 1:1 (Karlsson, R.
Roos, H. Fagerstam, L. Petersson, B. (1994). Methods
Enzymology 6. 99-110) utilizando o programa BIAevaluation.
Os valores da constante de dissociacdo de equilibrio (Kp)
sdo calculados como kegrr/kon. Este protocolo € adequado para
utilizacdo na determinacadao da afinidade de ligacdao de um
anticorpo a qualquer NGF, incluindo NGF humano, NGF de
outro vertebrado (em algumas formas de realizacao,
mamifero) (tal como NGF de ratinho, NGF de rato, NGF de
primata), bem como para utilizacéao com outras

neurotrofinas, tais como as neurotrofinas relacionadas NT3,
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NT4/5 e/ou BDNF.

Em algumas formas de realizacao, o anticorpo liga o
NGF humano, e nao liga significativamente um NGF de outra
espécie vertebrada (em algumas formas de realizacao,
mamifera). Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo
liga o NGF humano, bem como um ou mais NGF de outra espécie
vertebrada (em algumas formas de realizacdo, mamifera).
Noutras formas de realizacgdo ainda, o anticorpo liga o NGF
e nao reage significativamente de forma cruzada com outras
neurotrofinas (tais como as neurotrofinas relacionadas,
NT3, NT4/5 e/ou BDNF). Em algumas formas de realizacdo, o
anticorpo 1liga o NGF, bem como, pelo menos, uma outra
neurotrofina. Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo
liga a uma espécie mamifera do NGF, tal como um cavalo ou
um cao, mas nao liga significativamente o NGF de outra
espécie mamifera.

Os epitopos podem ser continuos ou descontinuos. Numa
forma de realizacdao, o anticorpo liga essencialmente os
mesmos epitopos NGFh como um anticorpo selecionado a partir
do grupo gue consiste em MAb 911, MAb 912 e MAb 938
conforme descrito em Hongo et al., Hybridoma, 19:215-227
(2000). ©Noutra forma de realizacdo, o anticorpo 1liga
essencialmente o mesmo epitopo NGFh como MAb 911. Noutra
forma de realizacdo ainda, o anticorpo liga essencialmente
o mesmo epitopo como MAb 909. Hongo et al., supra. Por
exemplo, o epitopo pode compreender um ou mais dos
seguintes: residuos K32, K34 e E35 na regido variavel 1
(aminodcidos 23 a 35) de NGFh; residuos F79 e T8l na regido
varidvel 4 (aminodcidos 81 a 88) de NGFh; residuos H84 e
K88 na regido varidvel 4; residuo R103 entre a regiao
varidvel 5 (aminoacidos 94 a 98) de NGFh e o C-terminal
(aminodcidos 111 a 118) de NGFh; residuo Ell na regido pré-
varidvel 1 (aminodcidos 10 a 23) de NGFh; Y52 entre a
regido varidvel 2 (aminodcidos 40 a 49) de NGFh e a regiao

varidvel 3 (aminodacidos 59 a 66) de NGFh; residuos L112 e
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S113 no C-terminal de NGFh; residuos R59 e R69 na regido
varidavel 3 de NGFh; ou residuos V18, V20 e G23 na regido
pré-varidavel 1 de NGFh. Além disso, um epitopo pode
compreender uma ou mals entre a regido variavel 1, regiéo
variavel 3, regido variavel 4, regido variavel 5, a regiao
de N-terminal, e/ou o C-terminal de NGFh. Noutra forma de
realizacdo ainda, o anticorpo reduz significativamente a
acessibilidade do solvente do residuo R103 de NGFh. Parte-
se do principio de que, embora os epitopos descritos acima
estejam relacionados com o NGF humano, um perito na técnica
pode alinhar as estruturas de NGF humano com o NGF de outra
espécie e iddentificar possiveis equivalentes para estes
epitopos.

Num aspeto, 0s anticorpos (por ex., humanos,
humanizados, de ratinho, quiméricos) que podem inibir o NGF
podem ser criados utilizando imunogénios gque expressam a
sequéncia completa ou parcial do NGF. Noutro aspeto, pode
ser utilizado um imunogénio que compreende uma célula que
sobre-expressa o NGF. Outro exemplo de um imunogénio que
pode ser wutilizado é a proteina NGF gque contém o NGF
completo ou uma porc¢ao da proteina NGF.

Os anticorpos antagonistas anti-NGF podem ser criados
através de qualquer método conhecido na técnica. A via e o
hordrio de imunizacdo do animal hospedeiro estdo geralmente
em conformidade com as técnicas estabelecidas e
convencionais para a estimulacdo e producgdo do anticorpo,
conforme aqui descrito mais adiante. As técnicas gerais
para produgao de anticorpos humanos e de ratinho sao
conhecidas na técnica e sao aqui descritas.

E esperado que qualquer individuo mamifero, incluindo
seres humanos, ou anticorpo que produza células do mesmo
possa ser manipulado para servir de base para a produgao de
linhas celulares de hibridoma mamiferas, incluindo humanas.
Normalmente, o) animal hospedeiro é inoculado via

intraperitoneal, intramuscular, oral, subcutéanea,
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intraplantar e/ou intradermal com uma quantidade de
imunogénio, incluindo conforme agui descrito.

Os hibridomas podem ser preparados a partir dos
linfdécitos e das células do mieloma imortalizadas
utilizando a técnica de hibridizacdo de células somaticas
geral de Kohler, B. e Milstein, C. (1975) Nature 256:495-
497 ou conforme modificado por Buck, D. W., et al., In
Vitro, 18:377-381 (1982). As linhas do mieloma disponiveis,
incluindo, mas ndao se limitando a, X63-Ag8.653 e as do Salk
Institute, Cell Distribution Center, San Diego, Calif.,
EUA, podem ser utilizadas na hibridizacdo. Geralmente, a
técnica dimplica a fusao de células do mieloma e células
linfoides utilizando um fusogénio, tal como
polietilenoglicol, ou através de meios elétricos Dbem
conhecidos dos peritos na técnica. Apds a fusao, as células
sdo separadas do meio de fusdo e desenvolvidas num meio de
crescimento seletivo, tal como um meio de hipoxantina-
aminopterina-timidina (HAT), para eliminar as células
principais nao hibridizadas. Qualgquer um dos meios aqui
descritos, complementado com ou sem SOro, pode ser
utilizado para a cultura de hibridomas que segregam
anticorpos monoclonais. Como outra alternativa a técnica de
fusao de células, podem ser utilizadas células B
imortalizadas EBV para produzir os anticorpos monoclonais
anti-NGF da invencdo exposta. 0Os hibridomas sao expandidos
e subclonados, se desejado, e 0s sobrenadantes sao
ensaiados relativamente a atividade anti-imunogénio através
de procedimentos de imunoensaio convencionais (por ex.,
radioimunoensaio, imunoensaio de enzima ou imunoensaio de
fluorescéncia) .

Os hibridomas que podem ser utilizados como fonte de
anticorpos abrangem todos 0s derivados, células
progenitoras dos hibridomas principais que produzem
anticorpos monoclonais especificos para o NGF, ou uma

porgao dos mesmos.
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Os hibridomas que produzem esses anticorpos podem
crescer 1in vitro ou 1in vivo utilizando procedimentos
conhecidos. Os anticorpos monoclonais podem ser isolados
dos meios de cultura ou fluidos corporais através de
procedimentos de purificacao de imunoglobulina
convencionais, tais como precipitacdo de sulfato de aménio,
eletroforese em gel, didlise, cromatografia e
ultrafiltracao, se desejado. A atividade nao desejada, se
presente, pode ser removida, por exemplo, deitando a
preparagao sobre os adsorventes feitos do imunogénio ligado
a uma fase sdélida e eluindo ou libertando os anticorpos
desejados fora do imunogénio. A imunizacdo de um animal
hospedeiro com um NGF humano, ou um fragmento que contém a
sequéncia de aminodcidos alvo conjugada com uma proteina
que € imunogénica na espécie a ser i1imunizada, por ex.,
hemocianina de lapa californiana, soroalbumina,
tiroglobulina bovina ou inibidor de tripsina de soja
utilizando um agente bifuncional ou de derivatizacao, por
exemplo, éster maleimidobenzoil-sulfosuccinimida
(conjugacgao através de residuos de cisteina), N-
hidroxisuccinimida (através de residuos de lisina),
glutaraldeido, anidrido succinico, SOCl2 ou RIN=C=NR, em
gque R e Rl correspondem a grupos alquilo diferentes, pode

produzir uma populacado de anticorpos (por ex., anticorpos

monoclonais) .
Se desejado, o anticorpo antagonista anti-NGF
(monoclonal ou policlonal) de interesse pode ser

sequenciado e a sequéncia de polinucledétidos pode ser entéao
clonada num vetor para expressao ou propagagaoc. A sequéncia
que codifica o anticorpo de interesse pode ser mantida num
vetor numa célula hospedeira e a célula hospedeira pode
entdo ser expandida e congelada para utilizacdo futura.
Numa alternativa, a sequéncia de polinucledtidos pode ser
utilizada para manipulacadao genética para “humanizar” o

anticorpo ou melhorar a afinidade, ou outras
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caracteristicas do anticorpo. Por exemplo, a regiao
constante pode ser manipulada, de modo a ficar mais
parecida com as regides constantes humanas, para evitar a
resposta 1munitdria se o anticorpo for wutilizado em
tratamentos e experiéncias clinicas em seres humanos. Pode
ser conveniente manipular geneticamente a sequéncia de
anticorpos para obter uma maior afinidade do NGF e uma
maior eficdcia na inibicdo do NGF. Serd evidente para um
perito na técnica que podem ser efetuadas uma ou mais
alteracdes de polinucledétidos no anticorpo antagonista
anti-NGF mantendo a respetiva capacidade de ligagdao ao NGF.

Existem quatro etapas gerais para humanizar um
anticorpo monoclonal. Sado elas: (1) a determinagao do
nucledétido e da sequéncia de aminodcidos prevista dos
dominios varidveils leves e pesados do anticorpo inicial,
(2) a concecdo do anticorpo humanizado, ou seja, a deciséo
sobre qual a regidao de estrutura do anticorpo a utilizar
durante o) pProcesso de humanizacéao, (3) as
metodologias/técnicas de humanizacdo reais, e (4) a
transfecdao e expressado do anticorpo humanizado. Consulte,
por exemplo, as Patentes U.S. 4.816.567; 5.807.715;
5.866.692; 6.331.415; 5.530.101; 5.693.761; 5.693.762;
5.585.089; e 6.180.370.

Foram descritas diversas moléculas de anticorpo
“humanizadas’” que compreendem um local de ligacao do
antigénio derivado de uma imunoglobulina na&o humana,
incluindo anticorpos quiméricos que contém regides V de
roedor ou roedor modificado e respetivas regides
determinantes de complementaridade (CDRs) associadas
fundidas com dominios constantes humanos. Consulte, por
exemplo, Winter et al. Nature 349:293-299 (1991), Lobuglio
et al. Proc. Nat. Acad. Sci. EUA 86:4220-4224 (1989), Shaw
et al. J Immunol. 138:4534-4538 (1987), e Brown et al.
Cancer  Res. 47:3577-3583 (1987). Outras referéncias

descrevem CDRs de roedor enxertadas numa regido de
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estrutura (FR) de suporte humano antes da fusao com um
dominio constante de anticorpo humano apropriado. Consulte,
por exemplo, Riechmann et al. Nature 332:323-327 (1988),
Verhoeyen et al. Science 239:1534-1536 (1988), e Jones et
al. Nature 321:522-525 (1986). Outra referéncia descreve
CDRs de roedor suportadas por regides de estrutura de
roedor revestidas de forma recombinante. Consulte, por
exemplo, a Publicacdo de Patente europeia n.° 0519596.
Estas moléculas “humanizadas” sao concebidas para minimizar
a resposta imunoldégica indesejada para as moléculas de
anticorpo anti-humano de roedor, o que limita a duracgao e
eficdcia das aplicacdes terapéuticas dessas partes nos
recipientes humanos. Por exemplo, a regido constante de
anticorpo pode ser manipulada de modo a ser
imunologicamente inerte (por ex., nado aciona a 1lise do
complemento) . Consulte, por ex., Publicacdo PCT/GB99/01441;
Pedido de ©Patente UK 9809951.8. Outros métodos de
humanizacao de anticorpos que também podem ser utilizados
sdo divulgados por Daugherty et al., Nucl. Acids Res.
19:2471-2476 (1991, e nas Patentes U.S. 6.180.377;
6.054.297; 5.997.867; 5.866.692; 6.210.671; e 6.350.861; e
na Publicacdo PCT n.° WO 01/27160.

Ainda noutra alternativa, os anticorpos totalmente
humanos podem ser obtidos utilizando ratinhos disponiveis
comercialmente que tenham sido manipulados para expressar
proteinas de imunoglobulina humanas especificas. Os animais
transgénicos concebidos para produzir uma resposta
imunitdria mais desejavel (por ex., anticorpos totalmente
humanos) ou mais forte também podem ser utilizados para a
geracao de anticorpos humanos ou humanizados. 0Os exemplos
dessa tecnologia sao Xenomouse™ da Abgenix, Inc. (Fremont,
CA) e HuMAb-Mouse® e TC Mouse™ da Medarex, Inc. (Princeton,
NJ) .

Numa alternativa, os anticorpos podem ser criados de

forma recombinante e expressados utilizando gualquer método
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conhecido na técnica. Noutra alternativa, os anticorpos
podem ser criados de forma recombinante através da
tecnologia de Phage Display (visualizacao de
bacteridfagos). Consulte, por exemplo, as Patentes U.S.
5.565.332; 5.580.717; 5.733.743; e 6.265.150; e Winter et
al., Annu. Rev. Immunol. 12:433-455 (1994). Em alternativa,
a tecnologia de Phage Display (McCafferty et al., Nature
348:552-553 (1990)) pode ser wutilizada para produzir
anticorpos humanos e fragmentos de anticorpo in vitro, a
partir de repertdrios de genes de dominio (V) wvariavel de
imunoglobulina de dadores nao imunizados. De acordo com
esta técnica, o0s genes de dominio V de anticorpo sao
clonados in-frame num gene de proteina de revestimento
maior ou menor de um bacteridéfago filamentoso, tal como M13
ou fd, e apresentados como fragmentos de anticorpo
funcional na superficie da particula do bacteridéfago. Uma
vez que a particula filamentosa contém uma cdpia de ADN de
cadeia Unica do genoma do Dbacteridfago, as selecgdes
baseadas nas propriedades funcionais do anticorpo resultam
igualmente na selecdo do gene que codifica o anticorpo que
mostra essas propriedades. Deste modo, o bacteridéfago imita
algumas das propriedades da célula B. A visualizacado de
bacteridfagos pode ser efetuada numa variedade de formatos;
para revisdo consulte, por ex., Johnson, Kevin S. e
Chiswell, David J., Current Opinion in Structural Biology
3:564-571 (1993). E possivel utilizar diversas origens de
segmentos de genes V para a visualizacdao de bacteridfagos.
Clackson et al., Nature 352:624-628 (1991) isolaram uma
série diversa de anticorpos anti-oxazolona de uma pequena
biblioteca combinatdéria e aleatdria de genes V derivados
dos bacos de ratinhos imunizados. E possivel construir um
repertério de genes V de dadores humanos nao imunizados e
isolar os anticorpos para uma série diversa de antigénios
(incluindo auto-antigénios), seguindo essencialmente as

técnicas descritas por Mark et al., J. Mol. Biol. 222:581-
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597 (1991), ou Griffith et al., EMBO J. 12:725-734 (1993).
Numa resposta imunitdria natural, os genes do anticorpo
acumulam mutacgdes numa taxa elevada (hipermutacao
somatica) . Algumas das alteracdes introduzidas irao
conferir wuma afinidade mais alta, e as <células B que
apresentam imunoglobulina de superficie de alta afinidade
sdo preferencialmente replicadas e diferenciadas durante o
desafio dos antigénios subsequente. Este processo natural
pode ser 1imitado wutilizando a técnica conhecida como
“mistura de cadeias”. Marks, et al., Bio/Technol. 10:779-
783 (1992)). Neste método, a afinidade dos anticorpos
humanos “primdrios” obtidos através de visualizacgao de
bacteridfagos pode ser melhorada substituindo
sequencialmente os genes de regido V de cadeia pesada e
leve por repertdérios de variantes que ocorrem naturalmente
(repertdrios) de genes de dominio V obtidos a partir de
dadores nao imunizados. Esta técnica permite a produgao de
anticorpos e fragmentos de anticorpo com afinidades no
intervalo de pM-nM. Uma estratégia para criar repertdrios
de anticorpos de Dbacteriéfagos muito grandes (igualmente
conhecida como “a mde de todas as bibliotecas”) tem sido
descrita por Waterhouse et al., Nucl. Acids Res. 21:2265-
2266 (1993). A mistura de genes também pode ser utilizada
para derivar anticorpos humanos de anticorpos de roedor, em
que o anticorpo humano tem afinidades e especificidades
semelhantes em relacdo ao anticorpo de roedor inicial. De
acordo com este método, que ¢é referido igualmente como
“impressdao de epitopos”, o gene de dominio V de cadeia
pesada ou leve de anticorpos de roedor obtido através da
técnica de Phage Display € substituido por um repertdrio de
genes de dominio V humanos, c¢riando quimeras de roedor-
humanas. A selecdao do antigénio resulta no isolamento de
regides varidveis humanas capazes de restaurar um local de
ligagao do antigénio funcional, ou seja, o epitopo

determina (imprime) a escolha do parceiro. Quando o
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processo é repetido para substituir o dominio V de roedor
restante, ¢ obtido um anticorpo humano (consulte a
Publicacdo PCT n.° WO 93/06213, publicada a 1 de abril de
1993). Ao contréario da humanizacao tradicional de
anticorpos de roedor através de enxerto com CDR, esta
técnica fornece anticorpos completamente humanos, gque nao
tém nenhuma estrutura nem residuos CDR origindrios de
roedor.

E evidente que, embora a descricdo acima esteja
relacionada com anticorpos humanizados, o©0s principios
gerals descritos sdo aplicadveis na personalizacdo dos
anticorpos para serem utilizados, por exemplo, em céaes,
gatos, primatas, cavalos e bovinos. E ainda evidente que é
possivel combinar um ou mais aspetos da humanizacdo de um
anticorpo aqui descritos, por ex., enxerto com CDR, mutacao
de estrutura e mutacao CDR.

Os anticorpos podem ser criados de forma recombinante,
isolando primeiro os anticorpos e as células produtoras de
anticorpos a partir de animais hospedeiros, obtendo a
sequéncia de genes, e utilizando a sequéncia de genes para
expressar o anticorpo de forma recombinante nas células
hospedeiras (por ex., células CHO). Outro método que possa
ser utilizado destina-se a expressar a seqgquéncia de
anticorpos nas plantas (por ex., tabaco) ou no leite
transgénico. Os métodos de expressao de anticorpos de forma
recombinante em plantas ou leite foram divulgados.
Consulte, por exemplo, Peeters, et al. Vaccine 19:2756
(2001); Lonberg, N. e D. Huszar Int.Rev.Immunol 13:65
(1995); e Pollock, et al., J Immunol Methods 231:147
(1999). Os métodos de criacadao de derivados de anticorpos,
por exemplo, humanizados, de cadeia 1Unica, etc. séo
conhecidos na técnica.

Os imunocensaios e as técnicas de separacao de
citometria de fluxo, tal como separacgao de células ativadas

por fluorescéncia (FACS), também podem ser utilizados para
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isolar anticorpos que sdo especificos para o NGF.

Os anticorpos podem ser ligados a muitos portadores
diferentes. Os portadores podem ser ativos e/ou inertes. Os
exemplos de portadores bem conhecidos incluem
polipropileno, poliestireno, polietileno, dextrano, nylon,
amilases, vidro, celuloses naturais e modificadas,
poliacrilamidas, agaroses e magnetite. Para efeitos da
invencao, a natureza do portador pode ser soluvel ou
insoluvel. Os peritos na técnica conhecerao outros
portadores adequados para a ligacdo de anticorpos, ou
poderdo verificad-los, utilizando experimentacdo de rotina.
Em algumas formas de realizacgdo, o portador compreende uma
parte gque orenta o miocardio.

O ADN gque <codifica os anticorpos monoclonais ¢é
prontamente isolado e sequenciado utilizando procedimentos
convencionais (por ex., utilizando sondas de
oligonucledtidos capazes de ligar especificamente a genes
que codificam as cadeias pesadas e leves dos anticorpos
monoclonais). As células de hibridoma servem de fonte
preferida desse ADN. Depois de isolado, o ADN pode ser
colocado nos vetores de expressao (tais como o0s vetores de
expressdo divulgados na Publicacdo PCT n.° WO 87/04462),
que sao depois transfetados nas células hospedeiras, tais
como células E. coli, células COS de simio, células de
ovario de hamster chinés (CHO), ou células do mieloma dque
nao produzem proteina de imunoglobulina, para obter a
sintese de anticorpos monoclonais nas células hospedeiras
recombinantes. Consulte, por ex., a Publicacdo PCT n.° WO
87/04462. O ADN também pode ser modificado, por exemplo,
substituindo a sequéncia de codificacdo para os dominios
constantes de <cadeias ©pesadas e leves humanas ©pelas
sequéncias murinas homdélogas, Morrison et al., Proc. Nat.
Acad. Sci. 81:6851 (1984), ou unindo de forma covalente a
sequéncia de codificacadao de imunoglobulina toda ou parte da

sequéncia de codificacao para um polipéptido nao
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imunoglobulina. Deste modo, sdo preparados anticorpos
“quiméricos” ou “hibridos” que tém a especificidade de
ligagdo de um anticorpo monoclonal anti-NGF aqui.

Os anticorpos antagonistas anti-NGF podem ser
caracterizados utilizando métodos bem conhecidos na
técnica. Por exemplo, um método & identificar o epitopo ao
qual & efetuada a ligacdo, ou “mapeamento do epitopos”.
Existem muitos métodos conhecidos na técnica de mapeamento
e caracterizacao da localizacadao dos epitopos nas proteinas,
incluindo a resolucdo da estrutura cristalina de um
complexo anticorpo-antigénio, ensaios de competicao,
ensaios de expressdao de fragmentos de genes, e ensaios
baseados em péptidos sintéticos, conforme descrito, por
exemplo, no Capitulo 11 de Harlow and Lane, Using
Antibodies, a Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory Press, Cold Spring Harbor, Nova Iorque, 1999.
Num exemplo adicional, o mapeamento de epitopos pode ser
utilizado para determinar a sequéncia a qual um anticorpo
antagonista anti-NGF liga. O mapeamento de epitopos esté
disponivel comercialmente a partir de varias fontes, por
exemplo, Pepscan Systems (Edelhertweg 15, 8219 PH Lelystad,
Paises Baixos). O epitopo pode ser um epitopo linear, ou
seja, contido numa Unica extensdo de aminocdcidos, ou um
epitopo conformacional formado por uma interacgao
tridimensional de aminocdcidos que podem  ndao estar
necessariamente contidos numa uUnica extensao. 0s péptidos
de comprimentos varidveis (por ex., pelo menos 4 a 6
aminodacidos de comprimento) podem ser isolados ou
sintetizados (por ex., de forma recombinante) e utilizados
para ensaios de ligacdo com um anticorpo antagonista anti-
NGF. Noutro exemplo, o epitopo ao gqual o anticorpo
antagonista anti-NGF liga pode ser determinado num rastreio
sistemdatico wutilizando péptidos sobrepostos derivados da
sequéncia NGF e determinando a ligacao através do anticorpo

antagonista anti-NGF. De acordo com os ensaios de expressao
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de fragmentos do gene, a grelha de leitura aberta que
codifica o NGF ¢ fragmentada aleatoriamente ou através de
construgcdes genéticas especificas, e a reatividade dos
fragmentos expressados de NGF com o anticorpo a ser testado
€ determinada. Por exemplo, os fragmentos do gene podem ser
produzidos através de PCR e, em seguida, transcritos e
traduzidos na proteina in vitro, na presenca de aminodcidos
radicativos. A ligacdo do anticorpo aos fragmentos de NGF
rotulados de forma radioativa ¢é entdao determinada pela
imunoprecipitacdo e eletroforese em gel. Determinados
epitopos podem ser igualmente identificados wutilizando
bibliotecas grandes de sequéncias de péptidos aleatdrias
apresentadas na superficie das particulas de bacteridéfagos
(bibliotecas de bacteridfagos). Em alternativa, uma
biblioteca definida de fragmentos de péptidos sobrepostos
pode ser testada relativamente a ligacdo ao anticorpo de
teste em ensaios de ligacdo simples. Num exemplo adicional,
é possivel efetuar a mutagénese de um dominio de ligacao do
antigénio, as experiéncias de troca de dominios e a
mutagénese de varrimento por alaninas para identificar os
residuos requeridos, suficientes e/ou necessdrios para a
ligagao de epitopos. Por exemplo, as experiéncias de troca
de dominios podem ser efetuadas utilizando um NGF mutante
no qual varios fragmentos do polipéptido NGF foram
substituidos (trocados) por sequéncias de uma proteina
intimamente relacionada, mas antigenicamente distinta (tal
como outro membro da familia de proteinas neurotrofinas).
Ao estimar a ligacdo do anticorpo ao NGF mutante, é
possivel estimar a importédncia do fragmento de NGF
especifico para a ligacao de anticorpos.

Ainda outro método que pode ser utilizado para
caracterizar um anticorpo antagonista anti-NGF é a
utilizacdo de ensaios de competicdo com outros anticorpos
conhecidos por ligarem ao mesmo antigénio, ou seja, varios

fragmentos no NGF, para determinar se o anticorpo
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antagonista anti-NGF liga ao mesmo epitopo como outros
anticorpos. 0Os ensaios de competicdao sdao bem conhecidos dos
peritos na técnica. Os exemplos de anticorpos que podem ser
utilizados nos ensaios de competicdo para a presente
invencao incluem MAb 911, 912, 938, conforme descrito em
Hongo, et al., Hybridoma 19:215-227 (2000).

Um vetor de expressdo pode ser utilizado para
direcionar a expressdao de um anticorpo antagonista anti-
NGF. Um perito na técnica estd familiarizado com a
administracdo de vetores de expressao para obter a
expressao de uma proteina exdgena in vivo. Consulte, por
ex., as Patentes U.S. 6.436.908; 6©.413.942; e 6.376.471. A
administracdao de vetores de expressao inclui administracao
local ou sistémica, incluindo injecdo, administracdo oral,
administracao por cateter ou bombardeamento de particulas e
administragao tépica. Noutra forma de realizagao, o vetor
de expressdo € administrado diretamente no ganglio ou
tronco simpatico, ou numa artéria corondaria, auricula,
ventriculo ou pericdardio.

A ministracdo orientada de composicdes terapéuticas
que contém um vetor de expressao ou polinucledtidos
subgendémicos também pode ser wutilizada. As técnicas de
ministragdo de ADN mediada pelo recetor sao descritas em,
por exemplo, Findeis et al., Trends Biotechnol. (1993)
11:202; Chiou et al., Gene Therapeutics: Methods And
Applications Of Direct Gene Transfer (J.A. Wolff, ed.)
(1994); Wu et al., J. Biol. Chem. (1988) 263:621; Wu et
al., J. Biol. Chem. (1994) 269:542; Zenke et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. EUA (1990) 87:3655; Wu et al., J. Biol.
Chem. (1991) 266:338. As composicdes terapéuticas que
contém um polinucledétido sdo administradas num intervalo de
cerca de 100 ng a cerca de 200 mg de ADN para administracao
local num protocolo de terapia de genes. 0s intervalos de
concentracao de cerca de 500 ng a cerca de 50 mg, cerca de

1 pg a cerca de 2 mg, cerca de 5 pg a cerca de 500 upg, e
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cerca de p20 g a cerca de 100 pg de ADN também podem ser
utilizados durante um protocolo de terapia de genes. O0s
polipéptidos e polinucledétidos terapéuticos podem ser
ministrados utilizando veiculos de ministracdo de genes. O
veiculo de ministracdo de genes pode ser de origem viral ou
ndao viral (consulte em geral, Jolly, Cancer Gene Therapy
(1994) 1:51; Kimura, Human Gene Therapy (1994) 5:845;
Connelly, Human Gene Therapy (1995) 1:185; e Kaplitt,
Nature Genetics (1994) 6:148). A expressao dessas
sequéncias de codificacdo pode ser induzida wutilizando
promotores heterdlogos ou mamiferos enddgenos. A expressao
da sequéncia de codificacdo pode ser constitutiva ou
regulada.

Os vetores virais para ministracgao de um
polinucledtido desejado e de uma expressao numa célula
desejada sdao bem conhecidos na técnica. 0Os veiculos virais
exemplares incluem, mas nao se limitam a, retrovirus
recombinantes (consulte, por ex., as Publicag¢des PCT n.°s
WO 90/07936; WO 94/03622; WO 93/25698; WO 93/25234; WO
93/11230; WO 93/10218; WO 91/02805; as Patentes U.S.
5.219.740 e 4.777.127; Patente GB 2.200.651; e Patente EP 0
345 242), vetores baseados em alfavirus (por ex., vetores
de virus Sindbis, virus da floresta de Semliki (ATCC VR-67;
ATCC VR-1247), wvirus Ross River (ATCC VR-373; ATCC VR-1246)
e virus da encefalite equina venezuelana (ATCC VR-923; ATCC
VR-1250; ATCC VR 1249; ATCC VR-532)), e vetores de virus
adeno—-associados (AAV) (consulte, por ex., as Publicacdes
PCT n.°s WO 94/12649, WO 93/03769; WO 93/19191; WO
94/28938; WO 95/11984 e WO 95/00655). A administracdo de
ADN ligado a adenovirus inativado, conforme descrito em
Curiel, Hum. Gene Ther. (1992) 3:147, também pode ser
utilizada.

Os métodos e veiculos de ministracdo nao virais também
podem ser utilizados, incluindo, mas nao se limitando a,

ADN condensado policatidénico 1ligado ou nado 1ligado ao
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adenovirus inativado sozinho (consulte, por ex., Curiel,
Hum. Gene Ther. (1992) 3:147); ADN 1ligado ao 1ligando
(consulte, por ex., Wu, J. Biol. Chem. (1989) 264:16985);
células de veiculos de ministracdo de células eucaridticas
(consulte, por ex., Patente U.S. 5.814.482; Publicacdes PCT
n.°s WO 95/07994; WO 96/17072; WO 95/30763; e WO 97/42338)
e fusdo ou neutralizacdo de carga nucleica com membranas de
células. O ADN nu também pode ser utilizado. Os métodos de
introducdo de ADN nu exemplares sao descritos na Publicacéao
PCT n.° WO 90/11092 e Patente U.S. 5.580.859. Os lipossomas
que podem funcionar como veiculos de ministragdo de genes
sdao descritos na Patente U.S. 5.422.120; Publicagdes PCT
n.°s WO 95/13796; WO 94/23697; WO 91/14445; e EP 0524968.
As abordagens adicionais sdo descritas em Philip, Mol. Cell
Biol. (1994) 14:2411, e em Woffendin, Proc. Natl. Acad Sci.
(1994) 91:1581.

Identificacdo de anticorpos antagonistas anti-NGF

Os anticorpos antagonistas anti-NGF podem ser
identificados ou caracterizados utilizando métodos
conhecidos na técnica, em que a reducgdo, o melhoramento ou
a neutralizacdo de uma atividade bioldégica de NGF sao
detetados e/ou medidos. Por exemplo, um ensaio de ativacao
de recetor quinase (KIRA) descrito nas Patentes U.S.
5.766.863 e 5.891.650 pode ser utilizado para identificar
agentes anti-NGF. Este ensaio tipo ELISA é adequado para a
medicdo qualitativa ou gquantitativa de ativacao de guinase,
medindo a autofosforilacdo do dominio quinase de um recetor
de proteina tirosina qguinase (a seguir, “rPTK”), por ex.,
recetor TrkA, bem como para a identificacao e
caracterizacao de ©possiveis antagonistas de um rPTK
selecionado, por ex., TrkA. A primeira fase do ensaio
implica a fosforilacdo do dominio quinase de um recetor
guinase, por exemplo, um recetor TrkA, em que o recetor
estd presente na membrana de uma célula eucaridética. O

recetor pode ser um recetor enddgeno, ou o acido nucleico
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que codifica o recetor, ou uma construcdo do recetor, pode
ser transformado na célula. Normalmente, uma primeira fase
s6lida (por ex., um poco de uma placa de primeiro ensaio) é
revestida com uma populacao substancialmente homogénea
dessas células (habitualmente, uma linha celular mamifera),
de modo a que as células adiram a fase sdélida. Muitas
vezes, as células sao aderentes e, como tal, aderem
naturalmente a primeira fase sdélida. Se for utilizada uma
“construcdo do recetor”, esta compreende geralmente uma
fusdo de um recetor guinase e um polipéptido FLAG. O
polipéptido FLAG é reconhecido pelo agente de captura,
muitas vezes um anticorpo de captura, na parte ELISA do
ensaio. Um analito, tal como um anticorpo antagonista anti-
NGF candidato, é entdao adicionado em conjunto com o NGF aos
pocos que contém as células aderentes, de modo a que O
recetor tirosina quinase (por ex., recetor TrkA) seja
exposto ao (ou colocado em contacto com) NGF e ao analito.
Este ensaio permite a identificacdo de anticorpos qgue
inibem a ativacdo de TrkA através do respetivo ligando NGF.
A seguir a exposicdo ao NGF e ao analito, as células
aderentes sao solubilizadas utilizando um tampdo de lise
(que inclui um detergente de solubilizacdo) e uma agitacéo
suave, libertando assim o lisado de células gue pode ser
submetido a parte ELISA do ensaio diretamente, sem a
necessidade de concentracdo ou clarificacdo do lisado de
células.

O lisado de células assim preparado estd entdo pronto
para ser submetido a fase ELISA do ensaio. Como uma
primeira etapa na fase ELISA, uma segunda fase sdélida
(habitualmente, um poco de uma placa de microtitulacéao
ELISA) é revestida com um agente de captura (muitas vezes
um anticorpo de captura) que liga especificamente ao
recetor tirosina quinase ou, no caso de uma construcao do
recetor, ao polipéptido FLAG. O revestimento da segunda

fase sélida & realizado de modo a que o agente de captura
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adira a segunda fase sdélida. Geralmente, o agente de
captura € um anticorpo monoclonal, mas, conforme descrito
nos exemplos aqui apresentados, os anticorpos policlonais
também pode ser utilizados. O lisado de células obtido é
entdao exposto a, ou colocado em contacto com, o0 agente de
captura aderente, de modo a que o0 recetor ou construgcao do
recetor adira a (ou seja capturado na) segunda fase sdlida.
Em seguida, ¢é realizada uma etapa de lavagem, de modo a
remover o lisado de células nao ligadas, deixando o recetor
ou construcao do recetor capturado. O recetor ou construcgao
do recetor capturado ou aderente € entdo exposto a, ou
colocado em contacto com, um anticorpo anti-fosfotirosina
que identifica residuos de tirosina fosforilados no recetor
tirosina quinase. Numa forma de realizacado, o anticorpo
anti-fosfotirosina € conjugado (direta ou indiretamente)
com uma enzima que catalisa uma alteracdo de cor de um
reagente de coloracgdo nao radicativo. Por conseguinte, a
fosforilagdo do recetor pode ser medida através de uma
alteracdo de cor subsequente do reagente. A enzima pode ser
ligada ao anticorpo anti-fosfotirosina diretamente, ou uma
molécula de conjugacgao (por ex., biotina) pode ser
conjugada com o anticorpo anti-fosfotirosina e a enzima
pode ser subsequentemente ligada ao anticorpo anti-
fosfotirosina através da molécula de conjugacao.
Finalmente, a ligacao do anticorpo anti-fosfotirosina ao
recetor ou construgdao do recetor capturado é medida, por
ex., através de uma alteracdo de cor no reagente de
coloracao.

O anticorpo antagonista anti-NGF pode ser igualmente
identificado através da incubacdo de um agente candidato
com NGF e da monitorizacao de qualquer uma ou mais das
seguintes caracteristicas: (a) ligagdo ao NGF e inibicao da
atividade bioldégica de NGF ou das vias a jusante mediadas
pela funcado de sinalizacao de NGF; (b) inibicdo, Dbloqueio

ou diminuicdo da ativagdo de recetor NGF (incluindo
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dimerizacdo e/ou autofosforilagdo de TrkA); (c) aumento do
espaco livre do NGF; (d) tratamento ou prevencao de
qualgquer aspeto da dor de artrite reumatoide ou dor de
osteocartrite; (e) inibicdo (reducdo) da sintese, producao
ou libertacdo de NGF. Em algumas formas de realizacdo, um
anticorpo antagonista anti-NGF ¢é identificado através da
incubacdo de um agente candidato com NGF e da monitorizacéo
da ligacdo e/ou neutralizacgdo ou reducdo associadas de uma
atividade bioldégica de NGF. O ensaio de ligacao pode ser
efetuado com polipéptidos NGF purificados, ou com células
que expressam naturalmente, ou sao transfetadas ©para
expressar, 0s polipéptidos NGF. Numa forma de realizagdo, o
ensaio de ligacdo € um ensaio de ligacdo competitiva, em
gque a capacidade de um anticorpo candidato para competir
com um antagonista anti-NGF conhecido para ligacdo de NGF é
avaliada. O ensaio pode ser efetuado em varios formatos,
incluindo o formato ELISA. Noutras formas de realizacgao, um
anticorpo antagonista anti-NGF ¢é identificado através da
incubacdo de um agente candidato com NGF e da monitorizacéo
da ligagdo e inibicdo associada da dimerizacgdo e/ou
autofosforilacadao do recetor trkA.

A seguir a identificacdo inicial, a atividade de um
anticorpo antagonista anti-NGF candidato pode ser ainda
confirmada e refinada através de bioensaios, conhecidos por
testar as atividades bioldégicas orientadas. Em alternativa,
0s bioensaios podem ser utilizados ©para rastrear os
candidatos diretamente. Por exemplo, o NGF provoca um
numero de alteracdes morfologicamente reconheciveis nas
células recetivas. Estas incluem, mas nao se limitam a,
provocar a diferenciacdao de células PCl2 e melhorar o
crescimento dos neuritos a partir destas células (Greene et
al., Proc Natl Acad Sci EUA. 73(7):2424-8, 1976), provocar
o0 crescimento de neuritos a partir de explantes de ganglios
simpdticos e sensoriais recetivos (Levi-Montalcini, R. e

Angeletti, P. Nerve growth factor. Physiol. Rev. 48:534-
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569, 1968) e provocar a sobrevivéncia de neurdnios
dependentes de NGF, tails como ganglio da raiz dorsal
embriondrio, génglio trigeminal ou neurdnios do génglio
simpatico (por ex., Chun & Patterson, Dev. Biol. 75:705-
711, (1977); Buchman & Davies, Development 118:989-1001
(1993). Deste modo, o ensaio para inibicdo de atividade
bioldébgica de NGF implica a cultura de células recetivas NGF
com NGF mais um analito, tal como um anticorpo antagonista
anti-NGF candidato. Depois de um tempo apropriado, sera
ensaiada a resposta de células (diferenciacado de células,
crescimento de neuritos ou sobrevivéncia de células).

A capacidade de um anticorpo antagonista anti-NGF
candidato para Dblogquear ou neutralizar uma atividade
bioldégica de NGF pode ser igualmente estimada através da
monitorizacdo da capacidade do agente candidato para inibir
a sobrevivéncia mediada por NGF no biocensaio de
sobrevivéncia dos génglios da raiz dorsal de rato
embriondrios, conforme descrito em Hongo et al., Hybridoma
19:215-227 (2000).

Administracdo de um anticorpo antagonista anti-NGF

Um anticorpo antagonista anti-NGF pode ser
administrado a um individuo (para artrite reumatoide e
osteocartrite) através de uma via adequada. Deve ser
evidente para um perito na técnica que os exemplos aqui
descritos nao pretendem ser limitativos, mas ilustrativos
das técnicas disponiveis. Por conseguinte, em algumas
formas de realizacgcdao, o anticorpo antagonista anti-NGF é
administrado a um individuo de acordo com os métodos
conhecidos, tal como administrac¢do intravenosa, por ex.,
como um bolo ou através de infusdo continua durante um

periodo de tempo, por via intramuscular, intraperitoneal,

intracerebrospinal, subcutéanea, intra-articular,
sublingual, intrassinovial, por insuflacao, por via
intratecal, oral, por inalacdo ou vias todpicas. A

administracdao pode ser sistémica, por ex., administracao
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intravenosa, ou localizada. O0Os nebulizadores disponiveis
comercialmente para formulacdes liquidas, incluindo
nebulizadores de Jjato e nebulizadores ultrassdénicos, sao
Uteis para a administracdo. As formulacgdes ligquidas podem
ser diretamente nebulizadas e o pd liofilizado pode ser
nebulizado apdés a reconstituicdo. Em alternativa, o
anticorpo antagonista anti-NGF pode ser aerossolizado
utilizando uma formulacdo de fluorocarboneto e um inalador
de dose calibrada, ou inalado como um pdédé lifilizado e
moido.

Numa forma de realizacadao, um anticorpo antagonista
anti-NGF é administrado através de técnicas de ministracao
local orientada ou especifica do local. O0Os exemplos de
técnicas de ministracgdo local orientada ou especifica do
local incluem varias fontes depot implantdveis do anticorpo
antagonista anti-NGF ou cateteres de ministracao local,
tals como cateteres de infusao, um cateter interior, ou um
cateter com agulha, enxertos sintéticos, tunicas
adventicias, desvios e tubos ou outros dispositivos
implantdaveis, portadores especificos do 1local, 1injecéo
direta ou aplicacao direta. Consulte, por ex., a Publicacao
PCT n.° WO 00/53211 e a Patente U.S. 5.981.568.

Varias formulagdes de um anticorpo antagonista anti-
NGF podem ser utilizadas para a administracdo. Em algumas
formas de realizacdo, o anticorpo antagonista anti-NGF pode
ser administrado puro. Em algumas formas de realizacao, o
anticorpo antagonista anti-NGF e um excipiente
farmaceuticamente aceitavel podem estar em varias
formulagdes. Os excipientes farmaceuticamente aceitdveis
sdo conhecidos na técnica, e sdo substédncias relativamente
inertes que facilitam a administragdo de uma substéncia
farmacologicamente eficaz. Por exemplo, um excipiente pode
fornecer forma ou consisténcia, ou funcionar como um
diluente. Os excipientes adequados incluem, mas nao se

limitam a, agentes de estabilizacao; agentes de
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humedecimento e emulsdo, sals para osmolaridade varidavel,
agentes de encapsulamento, tampdes e intensificadores de
penetracao na pele. Os excipientes, bem como as formulacgdes
para ministracdo parentérica e ndo parentérica de farmaco,
sdo apresentados em Remington, The Science and Practice of
Pharmacy 2023 Ed. Mack Publishing (2000).

Em algumas formas de realizacdo, estes agentes sao
formulados para administracdo por injecgdo (por ex., via
intraperitoneal, intravenosa, subcuténea, intramuscular,
etc.). Por conseguinte, estes agentes podem ser combinados
com veiculos farmaceuticamente aceitédveis, tais como
salina, solucdo de Ringer, solucdo de dextrose e afins. O
regime de dosagem especifico, ou seja, dose, regulacao do
tempo e repeticdo, dependerda de cada individuo e do
respetivo historial médico.

Um anticorpo anti-NGF pode ser administrado utilizando
qualgquer método adequado, incluindo por injecdo (por ex.,
via intraperitoneal, intravenosa, subcuténea,
intramuscular, etc.). Os anticorpos anti-NGF podem ser
igualmente administrados através de inalacgao, conforme aqui
descrito. Geralmente, para a administracdao de anticorpos
anti-NGF, uma dosagem candidata inicial pode ser de cerca
de 2 mg/kg. Para efeitos da presente invencdo, uma dosagem
didria normal pode variar entre cerca de 1 npg/kg e 3 ng/kg
e 30 pg/kg e 300 pg/kg e 3 mg/kg, e 30 mg/kg e 100 mg/kg ou
mais, dependendo dos factores mencionados acima. Por
exemplo, um anticorpo anti-NGF pode ser administrado em
cerca de 1 ug/kg, cerca de 10 nug/kg, cerca de 20 ug/kg,
cerca de 50 ng/kg, cerca de 100 pg/kg, cerca de 200 nug/kg,
cerca de 500 upg/kg, cerca de 1 mg/kg, ou cerca de 2 mg/kg.
Para administracdes repetidas durante diversos dias ou mais
longas, dependendo da condicgdo, o tratamento é prolongado
até ocorrer uma supressao desejada dos sintomas ou até
serem alcancados os niveis terapéuticos suficientes para

reduzir a dor. Um regime de dosagem exemplar compreende a
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administragdo de uma dose inicial de cerca de 2 mg/kg,
seguida de uma dose de manutencdo semanal de cerca de 1
mg/kg do anticorpo anti-NGF, ou seguida de uma dose de
manutencdo de cerca de 1 mg/kg semana sim, semana néo.
Contudo, outros regimes de dosagem podem ser Uteis,
dependendo do padrao de declinio farmacocinético que o
médico deseja alcancar. Por exemplo, em algumas formas de
realizacado, é contemplada a dosagem de uma a quatro vezes
por semana. O progresso desta terapia € facilmente
monitorizado por ensaios e técnicas convencionais. O regime
de dosagem (incluindo os antagonistas NGF utilizados) pode
variar ao longo do tempo.

Para efeitos da presente invencao, a dosagem
apropriada de um anticorpo antagonista anti-NGF dependera
do anticorpo antagonista anti-NGF (ou composigdes do mesmo)
utilizado, do tipo e gravidade da dor a ser tratada, se o
agente é administrado para fins preventivos ou
terapéuticos, da terapia anterior, do historial clinico e
resposta do paciente ao agente, e do discernimento do
médico assistente. Normalmente, o clinico ird administrar
um anticorpo antagonista anti-NGF até ser atingida uma
dosagem que alcance o resultado desejado. A dose e/ou
frequéncia podem variar durante o tratamento.

As consideracdes empiricas, tal como a meia wvida, irao
contribuir em geral para a determinacdo da dosagem. Por
exemplo, o0s anticorpos que sao compativeis com o sistema
imunitdrio humano, tais como anticorpos humanizados ou
anticorpos totalmente humanos, podem ser utilizados para
prolongar a meia vida do anticorpo e prevenir o anticorpo
contra ataques do sistema imunitdrio do hospedeiro. A
frequéncia de administracao pode ser determinada e ajustada
durante a terapia e geralmente, mas nao necessariamente,
baseia-se no tratamento, e/ou supressao, e/ou melhoramento,
e/ou adiamento da dor. Em alternativa, as formulacdes de

libertacao continua prolongada de anticorpos antagonistas
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anti-NGF podem ser apropriadas. Sao conhecidas na técnica
varias formulacdes e dispositivos para alcancar a
libertacdo prolongada.

Numa forma de realizacao, as dosagens para um
anticorpo antagonista anti-NGF podem ser determinadas
empiricamente nos individuos gque tenham recebido uma ou
mais administracdes de um anticorpo antagonista anti-NGF.
Os individuos recebem dosagens incrementais de um anticorpo
antagonista anti-NGF. Para estimar a eficdcia de um
anticorpo antagonista anti-NGF, pode ser seguido um
indicador da dor.

A administracadao de um anticorpo antagonista anti-NGF
de acordo com o método na presente invengao pode ser
continua ou néao continua, dependendo, por exemplo, da
condicao fisioldgica do recipiente, independentemente de a
finalidade da administracdo ser terapéutica ou profiléatica,
e de outros fatores conhecidos dos médicos. A administracao
de um anticorpo antagonista anti-NGF pode ser
essencialmente continua durante um periodo de tempo pré-
selecionado ou pode ser numa série de doses espacadas, por
ex., antes, durante ou apdéds o desenvolvimento da dor;
antes; durante; antes e apds; durante e apds; antes e
durante; ou antes, durante e apds o desenvolvimento da dor.

Em algumas formas de realizacdao, pode estar presente
mais de um anticorpo antagonista anti-NGF. Pelo menos um,
pelo menos dois, pelo menos trés, pelo menos quatro, pelo
menos cinco diferentes, ou mais anticorpos antagonistas
anti-NGF podem estar presentes. Geralmente, esses
anticorpos antagonistas anti-NGF tém atividades
complementares que ndo se afetam adversamente umas as
outras.

As formulacdes terapéuticas do anticorpo antagonista
anti-NGF utilizadas de acordo com a presente invencao sao
preparadas para armazenamento misturando um anticorpo com o

grau desejado de pureza com estabilizadores, excipientes ou
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portadores farmaceuticamente aceitaveis opcionais
(Remington, The Science and Practice of Pharmacy 202 Ed.
Mack Publishing (2000)), na forma de formulacdes
liofilizadas ou solugdes aquosas. 0Os estabilizadores,
excipientes ou portadores aceitdvels nao sao tdéxicos para
0s recipientes nas dosagens e concentracdes utilizadas, e
podem compreender tampdes, tais como fosfato, citrato e
outros 4acidos organicos; sails, tal como cloreto de sdédio;
antioxidantes, incluindo 4&cido ascdérbico e metionina;
conservantes (tal como cloreto de octadecildimetilbenzil
aménio; cloreto de hexametdnio; cloreto de benzalcdnio,
cloreto de Dbenzetdnio; dalcool fendlico, butilico ou
benzilico; parabenos de alquilo, tal como parabenos de
metilo ou propilo; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-
pentanol; e m-cresol); polipéptidos de baixo peso molecular
(menos de cerca de 10 residuos); proteinas, tais como
soroalbumina, gelatina ou imunoglobulinsa; polimeros
hidréfilos, tal como polivinilpirrolidona; &acidos de amina,
tais como glicina, glutamina, asparagina, histidina,
arginina ou lisina; monossacaridos, dissacadridos e outros
hidratos de carbono, incluindo glicose, manose ou
dextrinas; agentes de quelacdo, tal como EDTA; acucares,
tais como sacarose, manitol, trealose ou sorbitol;
contraides de formacdo de sal, tal como sdédio; complexos de
metal (por ex., complexos de Zn-proteina) e/ou tensioativos
nao idénicos, tais como TWEENTM, PLURONICSTM ou
polietilenoglicol (PEG).

Os lipossomas que contém o anticorpo antagonista anti-
NGF sao preparados através de métodos conhecidos na
técnica, conforme descrito em Epstein, et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. EUA 82:3688 (1985); Hwang, et al., Proc. Natl
Acad. Sci. EUA 77 4030 (1980); e Patentes U.S. 4.485.045 e
4.544.545. 0Os lipossomas com tempo de circulacgado melhorado
sdo divulgados na Patente U.S. 5.013.556. Os lipossomas

particularmente uUteis podem ser gerados através do método
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de evaporacado de fase inversa com uma composicdo de lipidos
que compreende fosfatidilcolina, colesterol e
fosfatidiletanolamina derivatizada de PEG (PEG-PE). Os
lipossomas sao obtidos por extrusado através de filtros de
tamanho de poro definido para produzir lipossomas com o©
didmetro desejado.

Os ingredientes ativos podem ser igualmente apanhados
em microcdpsulas preparadas, por exemplo, através de
técnicas de amontoamento ou através de polimerizacao
interfacial, por exemplo, microcdpsulas de gelatina ou
hidroximetilcelulose e microcapsulas de poli-
(metilmetacrilato), respetivamente, em sistemas de
ministracdo de fdrmaco coloidais (por exemplo, lipossomas,
microesferas de albumina, microemulsdes, nanoparticulas e
nanocapsulas) ou em macroemulsdes. Estas técnicas sao
divulgadas em Remington, The Science and Practice of
Pharmacy 202 Ed. Mack Publishing (2000).

As preparacgdes de libertacdo prolongada podem ser
preparadas. Os exemplos adequados de preparacdes de
libertagdo prolongada incluem matrizes semipermedveis de
polimeros hidrofdébicos sdélidos que contém o anticorpo, em
que as matrizes estdo na forma de artigos moldados, por ex.
peliculas, ou microcépsulas. 0Os exemplos de matrizes de
libertacao prolongada incluem poliésteres, hidrogeles (por
exemplo, poli(2-hidroxietil-metacrilato), ou poli(adlcool
vinilico)), polilaticos (Patente U.sS. 3.773.919),
copolimeros de 4&cido L-glutédmico e 7 etil-L-glutamato,
acetato de etileno-vinil nao degraddvel, copolimeros de
dcido léatico-dcido glicdélico degradaveis, tal como LUPRON
DEPOT TM (microesferas injetdvels compostas por copolimero
de &dcido lético-é4cido glicdélico e acetato de leuprolida),
isobutirato de acetato e sacarose, e poli-D-(-)-3-acido
hidroxibutirico.

As formulacgdes a utilizar para a administragao in vivo

tém de ser estéreis. Isto ¢é prontamente realizado, por
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exemplo, mediante filtracao através das membranas de
filtracao estéreis. As composicdes de anticorpo antagonista
anti-NGF terapéuticas sao geralmente colocadas num
recipiente com uma porta de acesso estéril, por exemplo, um
frasco ou bolsa de solucao intravenosa gque contém um tampao
perfurdvel por uma agulha de injecdo hipodérmica.

As composicdes de acordo com a presente invencao podem
ser em formas de dosagem unitdria, tails como pastilhas,
comprimidos, cédpsulas, pds, granulos, solucgdes ou
suspensdes, em supositdrios, para administracdo oral,
parenteral ou retal, ou administrag¢ao por inalagdo ou
insuflacéao.

Para preparar composicdes sélidas, tais como
pastilhas, o ingrediente ativo principal é misturado com um
portador farmacéutico, por ex.., ingredientes de pastilhas
convencionails, tais como amido de milho, lactose, sacarose,
sorbitol, talco, &cido estedrico, estearato de magnésio,
fosfato dicédlcico ou gomas, e outros diluentes
farmacéuticos, por ex. agua, para formar uma composigédo
pré-formulagao sdélida com uma mistura homogénea de um
composto da presente invencao, ou um sal farmaceuticamente
aceitavel ndo tdxico do mesmo. Ao fazer referéncia a estas
composicgdes pré-formulacgao como homogéneas, significa que o
ingrediente ativo ¢é dispersado uniformemente por toda a
composigao, de modo a que a composigdo possa  ser
prontamente subdividida em formas de dosagem wunitaria
igualmente eficazes, tais como pastilhas, comprimidos e
cédpsulas. Em seguida, esta composicao pré-formulacdo sdélida
¢ subdividida em formas de dosagem unitédria do tipo
descrito acima que contém entre 0,1 e cerca de 500 mg do
ingrediente ativo da presente 1invengao. As pastilhas ou
comprimidos da nova composicdao podem ser revestidos ou
combinados de outro modo para fornecer uma forma de dosagem
que conceda a vantagem da acgao prolongada. Por exemplo, a

pastilha ou comprimido pode compreender um componente de
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dosagem interior e um componente de dosagem exterior, o
segundo estando na forma de um envelope sobre o primeiro. O
dois componentes podem ser separados por uma camada
entérica qgue serve para resistir & desintegracdo no
estdédmago e permite que o componente interior entre intacto
no duodeno ou seja atrasado na libertacdo. E possivel
utilizar uma variedade de materiais para essas camadas
entéricas ou revestimentos, esses materiais incluindo uma
diversidade de 4&cidos poliméricos e misturas de 4&cidos
poliméricos com esses materiais, tais como goma-laca,
dlcool cetilico e acetato de celulose.

Os agentes tensiocativos adequados incluem, em
particular, agentes nao idnicos, tais como polioxietileno-
sorbitanos (por ex., TweenTM 20, 40, 60, 80 ou 85) e outros
sorbitanos (por ex., SpanTM 20, 40, 60, 80 ou 85). As
composicdes com um agente tensioativo irdo compreender
convenientemente entre 0,05 e 5% de agente tensiocativo, e
podem ser entre 0,1 e 2,5%. Serda O6bvio que podem ser
adicionados outros ingredientes, por exemplo, manitol ou
outros veiculos farmaceuticamente aceitdveis, se
necessario.

As emulsdes adequadas podem ser preparadas utilizando
emulsdes de gordura disponiveis comercialmente, tais como
Int-alipidTWV, LiposynTM, InfonutrolTV, LipofundinTM e
LipiphysanTM. O ingrediente ativo pode ser dissolvido numa
composigao de emulsao pré-mistura ou, em alternativa, pode
ser dissolvido num &éleo (por ex. 6leo de soja, Oéleo de
cartamo, &leo de semente de algodado, d6leo de sésamo, 6leo
de milho ou &éleo de améndoa) e numa emulsao formada na
mistura com um fosfolipido (por ex., fosfolipidos de ovo,
fosfolipidos de soja ou lecitina de soja) e &gua. Sera
6bvio que podem ser adicionados outros ingredientes, por
exemplo, glicerol ou glicose, para ajustar a tonicidade da
emulsdao. Normalmente, as emulsdes adequadas 1rao conter até

20% de O6leo, por exemplo, entre 5 e 20%. A emulsadao de
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gordura pode compreender goticulas de gordura entre 0,1 e
1,0 pm, em particular, 0,1 e 0,5 um, e ter um pH entre 5,5
e 8,0.

As composicdes de emulsao podem ser preparadas através
da mistura de um anticorpo de fator de crescimento do nervo
com IntralipidTM ou os componentes do mesmo (6leo de soja,
fosfolipidos de ovo, glicerol e &gua).

As composicdes para inalacdao ou insuflacdao incluem
solucdes e suspensdes em solventes agquosos ou organicos
farmaceuticamente aceitdveilis, ou misturas dos mesmos, e
pdés. As composigdes liquidas ou sdélidas podem conter
excipientes farmaceuticamente aceitdveis adequados conforme
apresentado acima. Em algumas formas de realizacdo, as
composicgdes sdo administradas pela via respiratdria nasal
ou oral para um efeito local ou sistémico. As composicdes
em solventes farmaceuticamente aceitédveis preferencialmente
estéreis podem ser nebulizadas através da utilizagdo de
gases. As solugdes nebulizadas podem ser respiradas
diretamente a partir do dispositivo de nebulizacdo ou o
dispositivo de nebulizacdo pode ser unido a uma mascara,
mecha ou maquina de respiracdo de pressao positiva
intermitente. As composicdes de solucdo, suspensao ou pbd
podem ser administradas, preferencialmente por wvia oral ou
nasal, a partir de dispositivos que ministram a formulacgao
de um modo apropriado.

A eficdcia do tratamento pode ser estimada através de
métodos bem conhecidos na técnica.

KITS OQUE COMPREENDEM ANTICORPOS E POLINUCLEOTIDOS DA
INVENGAO

A invengdo fornece igualmente kits que compreendem
anticorpos ou polipéptidos para utilizacdo na detecdo e/ou
terapia. Por conseguinte, em algumas formas de realizacgao,
0os kits compreendem um anticorpo E3. Em algumas formas de
realizacao, o) kit compreende qualquer anticorpo ou

polipéptido aqui descrito.
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Noutros aspetos, o8 kits podem ser utilizados para
qualquer um dos métodos aqui descritos, incluindo, por
exemplo, para tratar um individuo com dor (incluindo dor
pbés—-cirargica, dor de artrite reumatoide e dor de
osteocartrite). Os kits desta invencao estdo numa embalagem
adequada e podem fornecer opcionalmente componentes
adicionais, tais como tampdes e instrucgdes de utilizacdo do
anticorpo em qualquer um dos métodos aqui descritos. Em
algumas formas de realizacao, os kits incluem instrucdes
para tratamento da dor. Em algumas formas de realizacao, o
kit compreende um anticorpo antagonista anti-NGF aqui
descrito e instrucgdes para o tratamento e/ou prevencao da
dor de artrite reumatoide num individuo. Noutras formas de
realizacgdo, o kit compreende um anticorpo antagonista anti-
NGF aqui descrito e instrucdes para o tratamento e/ou
prevencdo da dor de osteoartrite num individuo. Em algumas
das formas de realizacdo, o anticorpo antagonista anti-NGF
é um anticorpo E3.

Noutro aspeto, a invencao fornece kits que compreendem
um polinucledtido que codifica um polipéptido E3 conforme
aqui descrito. Em algumas formas de realizacdo, os kits
compreendem ainda instrucdes de utilizacao do
polinucledétido em qualgquer um dos métodos agqui descritos.
METODOS DE AJUSTE DA AFINIDADE DE UM ANTICORPO E METODOS DE
CARACTERIZAQAO DE UMA CDR

Foi desenvolvido um novo método de caracterizacao de
uma CDR de um anticorpo e/ou de alteracdo (tal como
melhora) da afinidade de ligagao de um polipéptido, tal
como um anticorpo, denominado “mutagénese de varrimento por
bibliotecas”. Geralmente, a mutagénese de varrimento por
bibliotecas funciona conforme apresentado em seguida. Uma
ou mais posicdes de aminodcido na CDR sdo substituidas por
dois ou mais (tal como 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19 ou 20) aminodcidos wutilizando

métodos reconhecidos na técnica. Isto gera Dbibliotecas
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pequenas de clones (em algumas formas de realizacdao, uma
para cada posicdo de aminodcido analisada), cada uma com
uma complexidade de dois ou mais membros (se dois ou mais
aminodcidos forem substituidos em cada posicdo). Em geral,
a biblioteca inclui igualmente um clone gque compreende o0
aminodcido nativo (ndo substituido). Um numero pegqueno de
clones, por ex., cerca de 20 a 80 clones (dependendo da
complexidade da biblioteca), de cada biblioteca é rastreado
relativamente a afinidade de ligacdo ao polipéptido alvo, e
sdo identificados os candidatos com ligag¢doc maior, igual,
menor ou sem ligacdo. Os métodos de determinagao da
afinidade de 1ligacdao sao bem conhecidos na técnica. Em
algumas formas de realizacdo, a afinidade de 1ligacdo é
determinada utilizando a andlise de ressondncia de plasma
de superficie BIAcore, que deteta diferencas na afinidade
de 1ligagdao de cerca de 2 dobras ou mais. BIAcore &
particularmente Gtil quando o anticorpo inicial ja efetua a
ligagcdo com uma afinidade relativamente alta, por exemplo
uma Kp de cerca de 10 nM ou menos. O rastreio utilizando a
ressonédncia de plasma de superficie BIAcore é aqui descrito
nos Exemplos.

Noutras formas de realizacdo, a afinidade de ligacao é
determinada utilizando Biosensor Kinexa, ensaios de
proximidade de <cintilacgao, ELISA, imunocensaio ORIGEN
(IGEN), extincéo de fluorescéncia, transferéncia de
fluorescéncia e/ou visualizacdo da levedura. Noutras formas
de realizacao, a afinidade de ligacdao € rastreada
utilizando um bioensaio adequado.

Em algumas formas de realizacdao, cada posicao de
aminodcido numa CDR ¢é substituida (em algumas formas de
realizacdo, uma de cada vez) por todos os 20 aminoacidos
naturais que utilizam métodos de mutagénese reconhecidos na
técnica (alguns dos quais sao aqui descritos). Isto gera
bibliotecas pequenas de clones (em algumas formas de

realizacdo, uma para cada posicdo de aminodcido analisada),
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cada uma com uma complexidade de 20 membros (se todos os 20
aminodcidos forem substituidos em cada posicao).

Em algumas formas de realizacadao, a biblioteca a ser
rastreada compreende substituicdes em duas ou mais
posicgdes, o que pode ser na mesma CDR ou em duas ou mais
CDRs. Deste modo, em algumas formas de realizacao, a
biblioteca compreende substituicdes em duas ou mais
posigcdes numa CDR. Noutras formas de realizacao, a
biblioteca compreende substituigdes em duas ou mais
posicdes em duas ou mais CDRs. Noutras formas de realizacéo
ainda, a biblioteca compreende substituig¢des em 3, 4, 5 ou
mais posicgdes, em que as referidas posicdes se encontram em
duas, trés, quatro, cinco ou seis CDRs. Em algumas formas
de realizacdo, a substituicdo é preparada utilizando coddes
de Dbaixa redundancia. Consulte, por ex., a Tabela 2 de
Balint et al., (1993) Gene 137(1):109-18).

Em algumas formas de realizacdo, a CDR é& CDRH3 e/ou
CDRL3. Noutras formas de realizacdo, a CDR é uma ou mais
entre CDRL1, CDRL2, CDRL3, CDRH1, CDRH2 e/ou CDRH3. Em
algumas formas de realizacdo, a CDR é uma CDR de Kabat, uma
CDR de Chothia ou uma CDR alargada.

Os candidatos com ligacdo melhorada podem ser
sequenciados, identificando assim um mutante de
substituicdao de CDR que resulta numa afinidade melhorada
(denominada igualmente  substituicao “melhorada”) . Por
exemplo, conforme demonstrado no Exemplo 1, a utilizacao
deste método permitiu a identificacdo de uma Unica
substituicdo que melhorou a 1ligacdo, mesmo guando as
estimadas 18 outras substituic¢cdes na mesma posicgdao de
aminodcido ndo resultaram em nenhuma ligacdo (ou seja,
perda de funcado do anticorpo). 0Os candidatos que efetuam
ligacao também podem ser sequenciados, identificando assim
uma substituicdo de CDR que mantém a ligacao.

Em algumas formas de realizacgao, sdo realizados

miltiplas séries de rastreio. Por exemplo, os candidatos
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(cada um compreendendo uma substituicdo de aminodcido numa
ou mais posicdes de uma ou mais CDRs) com ligacadao melhorada
sao igualmente Uteis para a concecdo de uma segunda
biblioteca com, pelo menos, o aminodcido original e
substituido em cada posicdo CDR melhorada (ou seja, a
posigdo de aminodcido na CDR na gqual um mutante de
substituicdo mostrou uma ligacdo melhorada). A preparacao e
o0 rastreio ou selecdo desta biblioteca sadao descritos mais
abaixo.

A mutagénese de varrimento por Dbibliotecas fornece
igualmente um meio de caracterizacdo de uma CDR, de modo a
que a frequéncia de clones com ligacdo melhorada, a mesma
ligacdo, menor ligacdo ou sem ligacdo também forneca
informacgdes relacionadas com a importédncia de cada posicéo
de aminodcido para a estabilidade do complexo anticorpo-
antigénio. Por exemplo, se uma posi¢do da CDR mantiver a
ligagao depois de alterada para todos os 20 aminoacidos,
essa posicao é identificada como uma posicgao sem
probabilidade de ser requerida para a ligacao do antigénio.
Reciprocamente, se uma posicdo de CDR mantiver a ligacgao
apenas numa pequena percentagem de substituicgdes, essa
posicdo é identificada como uma posicdo importante para a
fungdo CDR. Deste modo, o0s métodos de mutagénese de
varrimento por bibliotecas geram informacdes relacionadas
com posicdes nas CDRs que podem ser alteradas para muitos
aminodcidos diferentes (incluindo todos os 20 aminoacidos),
e a posicdes nas CDRs que nao podem ser alteradas ou que
apenas podem ser alteradas para poucos aminodacidos. Este
aspeto é descrito e exemplificado no Exemplo 1.

Em algumas formas de realizacao, os candidatos com
afinidade melhorada sdao combinados numa segunda biblioteca,
o gque inclui o aminodcido melhorado, o aminodcido original
nessa posicao, e pode ainda incluir substituicgdes
adicionais nessa posicao, dependendo da complexidade da

biblioteca desejada ou permitida utilizando o método de
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selecdo ou rastreio desejado. Além disso, se desejado, a
posicdo de aminodcido adjacente pode ser selecionada
aleatoriamente para, pelo menos, dois ou mais aminodcidos.
A selecgédo aleatdéria de aminodcidos adjacentes pode permitir
flexibilidade conformacional adicional na CDR mutante, o
que pode, como consequéncia, permitir ou facilitar a
introducdao de um numero maior de mutacdes gue melhoram. Em
algumas formas de realizacdo, a biblioteca compreende
igualmente a substituicdo nas posicdes que nao mostraram
afinidade melhorada na primeira série de rastreio.

A  segunda biblioteca ¢é rastreada ou selecionada
relativamente a membros da biblioteca com afinidade de
ligagdo melhorada e/ou alterada utilizando qualquer método
conhecido na técnica, incluindo o rastreio utilizando a
andlise de ressonancia de plasma de superficie BIAcore, e a
selecdo utilizando gqualquer método conhecido na técnica
relativamente a selecao, incluindo visualizacgao de
bacteridéfagos, visualizacdao da levedura e visualizacao de
ribossomas.

Vantagens dos métodos de ajuste da afinidade de um
anticorpo e caracterizacdo de uma CDR

Os métodos sdo Uteils para o pré-rastreio das posicdes
de aminocdcidos de CDR para identificar substituicdes de
aminodcidos que melhorem a ligacdo ou mantenham a ligacéo.
A pré-identificagdao de residuos importantes, a substituicgao
que melhora a ligacgdo e/ou as substituigdes que mantém a
funcdo do anticorpo permitem uma concecgcdao e um rastreio
eficazes de uma biblioteca de maturacdo de afinidade.

O presente método é igualmente Util para caracterizar
uma CDR, e fornece informacdes abrangentes relativamente a
importancia de cada posicdo de aminocdcido numa CDR para a
ligacdao ao antigénio. O presente método também pode ser
utilizado para identificar substituicdes gque melhorem a
ligacgéao.

A utilizacdo de bibliotecas pequenas, nas quais cada
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posicdo pode ser selecionada aleatoriamente (em algumas
formas de realizacdo, uma de cada vez), permite o rastreio
de mutantes de substituicdo utilizando métodos precisos,
tal como BIAcore, dque fornecem informagdes cinéticas
detalhadas. Geralmente, 0s métodos de rastreio sao
impraticdveis quando s&o rastreadas bibliotecas maiores. Em
vez disso, os métodos de selecdo, tais como visualizacdo de
bacteridéfagos, visualizacdao da levedura e visualizacado de
ribossomas, sao utilizados habitualmente para identificar
clones que mantém a ligacao. A visualizacao de
bacteridéfagos e os ensaios ELISA podem depender fortemente
da concentracdo da amostra de proteina preparada a partir
do clone e, deste modo, tém tendéncia para ter um profundo
preconceito em relagdo aos clones que tém maior expressao,
maior estabilidade ou menor toxicidade, em vez de
identificarem os clones com maior afinidade de 1ligacéao.
Além disso, as diferencas no nivel de expressao dos clones
podem ocultar pegquenas melhoras na afinidade de 1ligacgao.
Estas desvantagens sdao particularmente graves quando é
utilizado um anticorpo com afinidade de ligacadao alta como
material inicial, uma vez que tém de ser utilizados niveis
muito baixos de antigénio para o) rastreio ser
suficientemente rigoroso.

Em contraste, os métodos da invencao, tal como a
selecdo aleatdéria em cada posicdo (em algumas formas de
realizacgdo, uma posicgdo de cada vez), permitem a introducgao
e caracterizacao do efeito da substituicdao de, por exemplo,
todos os 20 aminocdcidos numa determinada posicdo. Esta
andlise fornece informacgdes relativamente a gquantidade de
substituicdes tolerada numa determinada posicao (ou seja, a
manutencao da ligacdao de anticorpo) e fornece informacgdes
relacionadas com a importdncia de cada aminodcido para a
funcdo do anticorpo. Além disso, as substituicgdes que
resultam numa ligacdoc melhorada podem ser identificadas,

mesmo em circunstédncias nas quais muitas ou a maioria das
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substitui¢des numa determinada posicdo produzam anticorpos
ndao funcionais (sem ligacdo). Em contraste, a mutagénese de
varrimento por alaninas, que ¢é utilizada geralmente para
identificar posigdes CDR importantes, fornece informacdes
relacionadas com o fato de a substituicdo de alanina
permitir ou prevenir a ligacdao. De um modo geral, as
posic¢des nas quais uma substituicdo de alanina previne a
ligacdo sao removidas da biblioteca de maturacgadao de
afinidade. Contudo, em muitos casos, a alanina pode ser um
substituto fraco na posigao CDR.

Os presentes métodos permitem igualmente a
identificacdo e caracterizacao do efeito de mutacgdes de uma
unica CDR. Em contraste, 0s métodos, tal como a
visualizacdao de bacteridéfagos, introduzem e selecionam
muitas mutacdes em simultdneo e, deste modo, aumentam
potencialmente o risco de as mutacgdes positivas serem
ocultadas pela ©presenga de uma mutagado prejudicial
existente num clone especifico.

Os presentes métodos sao igualmente Uteis para
melhorar a afinidade enguanto mantém a especificidade de
ligacdo do anticorpo original (inicial), de modo a gue os
métodos presentes permitam a identificacdo de numeros
pequenos de mutacgdes (por ex., 1, 2, 3, 4 ou 5 mutacgdes
numa uUnica CDR) que resultem em afinidade de 1ligacao
melhorada. Em contraste, 0s métodos, tal como a
visualizacdao de Dbacteridfagos, melhoram normalmente a
afinidade de ligacgdo utilizando maltiplas mutagdes de uma
vez, o0 qgque pode resultar na mudanca da especificidade do
anticorpo e/ou no aumento da reatividade cruzada
indesejada.

Os exemplos seguintes sao fornecidos para ilustrar e
nao para limitar a invencgéao.

EXEMPLOS
Exemplo 1: humanizagdo e maturagdo de afinidade do
anticorpo antagonista anti-NGF de ratinho 911
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A. Métodos gerais

Os seguintes métodos gerais foram utilizados neste
exemplo.
Geragdao de bibliotecas

As bibliotecas foram geradas por mutagénese de cassete
PCR com oligonucledétidos degenerados conforme descrito em
Kay et al. (1996), Phage display of peptides and proteins:
a laboratory manual, San Diego, Academic Press (consulte as
pags. 277 a 291). O codado de dopagem NNK foi utilizado para
selecionar aleatoriamente uma posicdo de aminodcido para
incluir 20 possiveis aminoacidos. Para selecionar
aleatoriamente wuma posicdo de aminodcido para incluir
apenas um subconjunto de aminocdcidos com propriedades
especificas, os coddes de dopagem foram utilizados conforme
descrito em Balint et al, (1993) Gene 137(1):109-18). A
mutagénese direcionada para o local foi efetuada utilizando
PCR recombinante conforme descrito em Innis et al, (1990)
PCR protocols: A guide to methods and applications
(consulte as pags. 177 a 183).
Preparagdo de Fab em pequena escala

A expressao em pequena escala em placas de 96 pogos
foi otimizada para rastrear bibliotecas de Fab. A comecgar
pela E. coli transformada com uma biblioteca de Fab, foram
escolhidas coldénias para inocular uma placa principal (agar
LB + Ampicilina (50 pg/ml) + 2% Glicose) e uma placa de
trabalho (2 ml/pogo, 96 pogos/placa com 1,5 mL de LB +
Ampicilina (50 pg/ml) + 2% Glicose). Ambas as placas
desenvolveram-se a 30 °C durante 8 a 12 horas. A placa
principal foi armazenada a 4 °C e as células da placa de
trabalho foram peletizadas a 5000 rpm e ressuspensas com 1
mL de LB+Ampicilina (50 pg/ml)+ 1 mM IPTG para induzir a
expressao de Fabs. As células foram colhidas através de
centrifugacado apdés 5 h de tempo de expressao a 30 °C e, em
seguida, ressuspensas em 500 pL de tampdo HBS-EP (tampao
HEPES de 100 mM, pH 7,4, 150 mM NaCl, 0,005% P20, 3 mM
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EDTA). A lise de células ressuspensas HBS-EP foi obtida por
um ciclo de congelacado (-80 °C) seguido de descongelacdo a
37 °C. Os lisados de células foram centrifugados a 5000 rpm
durante 30 min para separar os restos de células dos
sobrenadantes que contém Fabs. Em seguida, os sobrenadantes
foram 1injetados no aparelho de ressondncia de plasma
BIAcore para obter as informacgdes de afinidade de cada Fab.
Os clones que expressam Fabs foram resgatados da placa
principal para sequenciar o ADN e para producadao de Fab em
grande escala e caracterizagdo detalhada, conforme descrito
abaixo.
Preparagdo de Fab em grande escala

Para obter pardmetros cinéticos detalhados, os Fabs
foram expressados e purificados a partir de grandes
culturas. Os frascos Erlenmeyer com 200 mL de LB+Ampicilina
(50 pg/ml) + 2% Glicose foram inoculados com 5 mL de
cultura noturna de um clone E. coli que expressa Fab
selecionado. Os clones foram incubados a 30 °C até um
ODssorme de 1,0 ser obtido e, em seguida, induzido através da
substituicdo dos meios para 200 ml, de LB+Ampicilina (50
ng/ml) + 1 mM IPTG. Apds 5 h de tempo de expressdo a 30 °C,

as células foram peletizadas através de centrifugacédo e, em

seguida, ressuspensas em 10 mL PBS (pH 8). A 1lise das
células foi obtida por dois ciclos de
congelagao/descongelacéo (a -80 °C e 37 °C,
respetivamente). O sobrenadante dos lisados de células foi

carregado nas colunas de sefarose de superfluxo Ni-NTA
(Qiagen, Valencia. CA) equilibradas com PBS, pH 8 e, em
seguida, lavado com 5 volumes de coluna de PBS, pH 8. Os
Fabs individuais foram eluidos em fracgdes diferentes com
PBS (pH 8) + 300 mM Imidazol. As fracgdes que contém Fabs
foram reunidas e dialisadas no PBS e, em seguida,
quantificadas através de ELISA antes da caracterizacado de
afinidade.

Preparagdo de anticorpo inteiro
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Para a expressao de anticorpos inteiros, foram
clonadas regides varidvels de cadeia pesada e leve em 2
vetores de expressdao mamifera (Eb.911.E3 ou Eb.pur.911.3E
para cadeia leve e Db.911.3E para cadeia pesada; aqui
descrito) e transfetadas utilizando lipofetamina em células
HEK 293 para expressao transitdria. Os anticorpos foram
purificados utilizando proteina A utilizando métodos
padrao.

Ensaio Biacore

As afinidades de anticorpos monoclonais e Fabs anti-
NGF foram determinadas utilizando o sistema de ressonancia
de plasma de superficie (SPR) BIAcore3000™ (BIAcore, INC,
Piscaway NJ). Os chips CM5 foram ativados com cloridrato de
N-etil-N’—-(3-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) e N-
hidroxisuccinimida (NHS) de acordo com as intrucgdes do
fornecedor. O NGF humano foi diluido em 10 mM de acetato de
sédio com pH 4,0 e injetado sobre o chip ativado numa
concentracdo de 0,005 mg/mL. Mediante a utilizacdo de tempo
de fluxo variavel através dos canais de chip individual,
foram alcancados dois intervalos de densidade de antigénio:
100 a 200 unidades de resposta (RU) para estudos cinéticos
detalhados e 500 a 600 RU para ensaios de rastreio. O chip
foi bloqueado com etanolamina. Os estudos de regeneracao
mostraram que uma mistura de tampdao de eluicdo Pierce
(Produto N.° 21004, Pierce Biotechnology, Rockford IL) e 4
M NaCl (2:1) removeu eficazmente o Fab ligado ao mesmo
tempo que mantém a atividade de NGFh no chip durante mais
de 200 injec¢bes. O tampao HBS-EP (0,01M HEPES, pH 7,4, 0,15
NaCl, 3 mM EDTA, 0,005% de Tensiocativo P29) foi utilizado
como tampdao continuo para todos os ensaios BIAcore.

Ensaio de rastreio

Um ensaio BIAcore de rastreio foi otimizado para
determinar a afinidade de clones Fab de bibliotecas. Os
sobrenadantes de lisados de cultura pequena foram injetados

em 50 pl/min durante 2 min. Os tempos de dissociacao de 10
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a 15 minutos foram utilizados para a determinacado de uma
Unica taxa de dissociacdo exponencial (kqrr) utilizando
software BIAevaluation. As amostram que mostraram taxas Kgrs
no mesmo intervalo do modelo wutilizado para criar a
biblioteca (clone 8L2-6D5, korr 1x107° s') foram injetadas
para confirmacao e foram permitidos tempos de dissociacéao
até 45 min para obter wvalores kg melhores. Os clones gue
mostram valores Kors melhorados (mais lentos) foram
expressados em grande escala e o0s parédmetros cinéticos
inteiros, ken e Kore, foram determinados na proteina
purificada. O ensaio foi capaz de detetar diferencas na
afinidade que correspondiam aproximadamente a 2 dobras ou
mais.
Ensaio de determinagdo de afinidade

As diluicdes em série (0,1-10x Kp estimada) de
amostras Fab purificadas foram injetadas durante 1 min em
100 pL/min e foram permitidos tempos de dissociagdo até 2
h. As concentragdes das proteinas Fab foram determinadas
através de ELISA e/ou eletroforese SDS-PAGE utilizando como
padrao um Fab de concentracgao conhecida (conforme
determinado pela andlise de aminodcidos). As taxas de
associacdo cinética (k.,) e as taxas de dissociacdo (kger)
foram obtidas em simultdneo adaptando os dados a um modelo

de ligacadao Langmuir 1:1 (Karlsson, R. Roos, H. Fagerstam,

L. Petersson, B. (1994). Methods Enzymology 6. 99-110)
utilizando o programa BIAevaluation. Os wvalores da
constante de dissociacao de equilibrio (Kp) foram

calculados como kore/Kkop-
B. Humanizag¢do e maturacdo de afinidade do anticorpo
antagonista anti-NGF de ratinho 911

O anticorpo anti-NGF antagonista de ratinho 911
(consulte Hongo et al, (2000) Hybridoma 19(3):215-227) foi
selecionado para humanizacdo e maturacdao de afinidade. O
Mab 911 liga NGF humano e de rato com alta afinidade e néo

mostra nenhuma reatividade cruzada significativa com as
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neurotrofinas NT3, NT4/5 ou BDNF. Consulte Hongo, id. A
afinidade do fragmento Fab clivado com papaina de ratinho
Mab 911 foi determinada utilizando andlise BIAcore conforme
descrito acima. O fragmento Fab clivado com papaina de
ratinho Mab 911 ligou NGF humano com uma Kp de
aproximadamente 10 nM.

A  humanizagao e a maturacgado de afinidade foram
realizadas em vAarias etapas, conforme apresentado em
seguida:

(1) Preparagdo de modelo enxertado com CDR. As CDRs
alargadas de cadeia leve de anticorpo 911 (ou seja,
incluindo as regides CDR de Kabat e de Chothia) foram
enxertadas em sequéncias de aceitadores de linha germinal
humana 08 com JK2, e as CDRs alargadas de cadeia pesada de
anticorpo 911 foram enxertadas numa sequéncia de
aceitadores de 1linha germinal humana VH4-59 com JH4. As
sequéncias de aminodcidos das sequéncias de aceitadores de
linha germinal humanas s&ao ilustradas nas Figuras 1A e 1B.
A numeracdo de aminodcidos ¢é sequencial. Mediante a
utilizacdo das estruturas de proteinas indicadas acima, as
sequéncias de ADN foram concebidas para genes sintéticos
que codificam a constituig¢do humana com as CDRs murinas.
Estes dominios varidveis pesados e leves humanizados foram
denominados hVH e hVL respetivamente. Os coddes foram
otimizados para utilizacgdo de hamster e E. coli. Diversos
oligonucledtidos sobrepostos (69 a 90 bases de comprimento)
que alargam todo o comprimento do hVL e hVH com primers de
pequeno flangueamento para cada cadeia foram utilizados
para sintetizar separadamente os dois genes através de PCR
recursivo, essencialmente conforme descrito em Prodromou et
al, (1992) Protein FEng 5(8): 827-9. 0Os fragmentos de ADN
resultantes do comprimento correto foram purificados com
gel e, em seguida, clonados num plasmideo de expressao
bicistrdénica E. coli (resistente a ampicilina). A expressao

dos anticorpos estava sob controlo de um promotor lacZz
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induzido IPTG semelhante ao descrito em Barbas (2001) Phage
display: a laboratory manual, Cold Spring Harbor, NY, Cold
Spring Harbor Laboratory Press (consulte Vector pComb3X, na
padg. 2.10), contudo, as modificacbes incluiram a adicdo e
expressao dos seguintes dominios adicionais: o dominio
constante de cadeia leve Kappa humana (consulte GenBank N.°
de Acesso CAA09181) e o dominio <constante CHI de
imunoglobulina humana IgG2a (GenBank N.° de Acesso P01859).

As sequéncias de aminodcidos das regides variaveis do
anticorpo enxertado com CDR (igualmente denominado
“modelo”), denominado 8L2-4D5, sao ilustradas igualmente
nas Figuras 1A e 1B. A afinidade de 8L2-4D5 foi determinada
utilizando a andlise BIAcore conforme descrito acima. O
8L2-4D5 ligou o NGF humano com uma Kp de aproximadamente 38
nM.

(2) Introdugdo de uma mutagdo de ponto na sequéncia de
constituigdes. A substituicdo V71K foi introduzida na
cadeia pesada enxertada com CDR wutilizando mutagénese
direcionada para o local de PCR recombinante conforme
descrito em Innis et al, (1995) PCR strategies, San Diego,
Academic Press. Esta substituicdao substituiu o residuo de
constituicdo humana pelo residuo de constituicdo de ratinho
correspondente. O anticorpo resultante foi denominado 8L2-
6D5, e a sequéncia de aminodcidos da regido varidvel de
cadeia pesada de 8L2-6D5 ¢ ilustrada na Figura 1A. A
afinidade de 8L2-6D5 foi determinada utilizando a andlise
BIAcore conforme descrito acima. O fragmento Fab de 8L2-6D5
ligou o NGF humano com uma Kp de aproximadamente 15 nM. O
8L2-6D5 foi escolhido como modelo para maturacgao de
afinidade.

(3) Humanizagdo e maturacgdo de afinidade de CDRs Ll,
L2, H1 e H2. As CDRs L1, L2, Hl e H2 foram submetidas a
humanizagdo e maturacdo de afinidade. Foram identificadas
posicdes de aminodcidos nas CDRs L1, L2, Hl1 e H2 gue néo

sdo essenciais para a estrutura das CDRs com base na
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estrutura candénica de Chothia (consulte Al-Lazikani et al
(1997) J. Mol. Biol. 273(4):927-48); e submetidas a selecéao
aleatdria conforme apresentado em seguida. Foram preparadas
duas bibliotecas com as mutac¢des de cadeia leve ou mutacdes
de cadeia pesada ilustradas na Tabela 2, e a CDR L3 ou CDR
H3 (ratinho) enxertada, respetivamente, utilizando a
mutagénese de cassete PCR com oligonucledtidos degenerados
conforme descrito em Kay et al. (1996), Phage display of
peptides and proteins: a laboratory manual, San Diego,
Academic Press, utilizando coddes de dopagem conforme
descrito em Balint et al, (1993) Gene 137(1):109-18). De um
modo geral, os residuos de aminodcidos foram alterados para
residuos que sado mais comuns em anticorpos humanos, com
base nos alinhamentos das sequéncias de aminodcidos de
cadeia 1leve e cadeia pesada de anticorpo 911 com as
sequéncias de anticorpos de linha germinal humana. O
residuo de aminodcido de tipo selvagem (ndo substituido)
também foi representado na biblioteca com a excecdao do
residuo 50 de CDR H2, uma metionina, em que a metionina de
tipo selvagem nao foi representada na Biblioteca. Os
residuos de metionina sdo submetidos a oxidacao; deste
modo, era esperado que a substituicdo desse residuo
melhorasse a estabilidade do anticorpo resultante. As
bibliotecas de Fabs foram clonadas no vetor pComb3X mais as
regides CH1l e Ck humanas, conforme descrito acima.

Tabela 2:

1. Biblioteca de cadeia pesada H1/H2:

CDR-H1
I34 foi alterado para F, L, V, 5, P, T, A
ou I
N35 foi alterado para N, T, S ou Y
CDR-H2
M50 foi alterado para todos os 20
aminodcidos naturais

A62 foi alterado para A ou S
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L63 foi alterado para L ou V

2. Biblioteca de cadeia leve L1/L2

CDR-L1
526 foi alterado para S, A, V ou F
D28 foi alterado para D, A, S ou Y
H32 foi alterado para H, N, K, D,
E, Qouy

CDR-L2

Y50 foi alterado para Y, D, A ou S
I51 foi alterado para I, T, A ou V
F54 foi alterado para F ou L

556 foi alterado para S e T

Para experiéncias de rastreio de afinidade, cada
biblioteca foi ainda emparelhada com a cadeia leve ou
pesada enxertada com CDR correspondente (por exemplo, a
biblioteca H1/H2 foi emparelhada com a cadeia leve
enxertada com CDR), o anticorpo foi expressado, e a
afinidade ao NGF humano dos clones individuais foi
rastreada utilizando o sistema de ressondncia de plasma de
superficie (SPR) BIACORE (BIAcore, Inc. Piscataway, NJ) de
acordo com as instrucgdes do fabricante e conforme descrito
acima. Kkgrr, kon e K, foram determinadas. Os clones de
anticorpo foram ordenados com base nas taxas kg.f, uma vez
que geralmente a maior variacdo na afinidade ¢é observada
nas taxas Keors, e ainda porque as taxas Kors sao
independentes da concentracdao de anticorpo.

A  sequéncia de <clones que efetua a ligagao foi
determinada e a sequéncia de clones que efetua a ligacao é

ilustrada na Tabela 3.
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Tabela 3: Sequéncias de aminodcidos L1 e L2, sequéncias de
aminodcidos H1l e H2, e dados cinéticos para clones que
efetuam a ligacao seguindo o rastreio de afinidade de

clones da biblioteca H1/H2 ou L1/L2.

Dados cinéticos de

mutantes de CDR 1-2

Clones da biblioteca |Sequéncia CDRL1 AA Sequéncia CDRL2 AA Koee (s—1) [*K, (nM)
de cadeia leve
emparelhados com a

cadeia pesada 8L2

8L2-6D5 (controlo) RASQDISNHLN YISRFHS **Te-3 25
(SEQ. ID N.° 12) (SEQ. ID N.° 13)

L129 RASQSTISNNLN YTSRFHS 4,5e-4 11
(SEQ. ID N.° 18) (SEQ. ID N.° 19)

1208 RASQYTISNHLN YTSRFHS 4,6e-4 11
(SEQ. ID N.° 20) (SEQ. ID N.° 21)

L97 RASQSISNQLN [YVSRE'HS 5,6e—4 14
(SEQ. ID N.° 22) (SEQ. ID N.° 23)

L81 RAFQATISNQLN YISRFHT 7,4e-4 18
(SEQ. ID N.° 24) (SEQ. ID N.° 25)

L6 RAFQSTISNQLN [YASRFHS 3,2e-4 20
(SEQ. ID N.° 26) (SEQ. ID N.° 27)

Clones da biblioteca |Sequéncia CDRH1 AA Sequéncia CDRHZ AA Keee (s—1) [*K, (nM)

de cadeia pesada
emparelhados com a

cadeia leve 6D5

8L2-6D5 (controlo) GESLIGYDIN IMIWGDGTTDYNSA L le-3 25
(SEQ. ID N.° 9) (SEQ. ID N.° 10)

H109 GESLIGYDSN IIWGDGTTDYNSAL 1,6e-4 4
(SEQ. ID N.° 28) (SEQ. ID N.° 29)

H19 GESLIGYDLN IIWGDGTTDYNSAV 2, 4e—-4 ©
(SEQ. ID N.° 30) (SEQ. ID N.° 31)

H222 GESLIGYDVT GIWGDGTTDYNSA V 3,8e—-4 9,5

(SEQ. ID N.° 32) (SEQ. ID N.° 33)
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Dados cinéticos de

mutantes de CDR 1-2

H225 GEFSLIGYDVT CIWGDGTTDYNSS V 3,8e-4 9,5
(SEQ. ID N.° 34) (SEQ. ID N.° 35)

H18 GESLIGYDAT GIWGDGTTDYNSA V 4,2e—-4 10,5
(SEQ. ID N.° 36) (SEQ. ID N.° 37)

HO GESLIGYDVS IIWGDGTTDYNSSV 4,le-4 10,2
(SEQ. ID N.° 38) (SEQ. ID N.° 39)

H227 GEFSLIGYDIS OIWGDGTTDYNSS V 5,4e—-4 13,5
(SEQ. ID N.° 40) (SEQ. ID N.° 41)

H17 GESLIGYDAS GIWGDGTTDYNSS V 6, le—4 15,2
(SEQ. ID N.° 42) (SEQ. ID N.° 43)

H28 GESLIGYDST SIWGDGTTDYNSAL 7,5e-4 18,7
(SEQ. ID N.° 44) (SEQ. ID N.° 45)

IAA a negrito foram selecionados

**Por uma gquestdo de conveniéncia,

-1_-1

*Kp calculada utilizando ke, 4e4 M s

“

Deste modo, 4e4 significa alternadamente 4x10*%,

aleatoriamente conforme indicado acima

e” conforme aqui utilizado refere-se a “x10".

As CDRs

que

contém

mantiveram a ligacéao:

L ligados.

CDR-H1

134: S, L, V, I e A ligados.
N35: N, T e S ligados.
CDR-H2

M50: M, I, G, Q, S,

262: A e S ligados.

L63: L e V ligados.
CDR-L1

S26: S e F ligados.

D28: D, S, A, Y ligados.
H32: H, N, Q ligados.
CDR-L2

Y50: Y ligado.

I51: 1, T, V, A ligados.

F54:F ligado.

as

seguintes

substituicdes
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S56: S e T ligados.

As CDRs qgue contém as seguintes substituicgdes foram
selecionadas geralmente com base na afinidade de ligacao e
combinadas num unico clone, denominado H19-L129:

CDR-H1: I34L; N35N (nenhuma alteracao)

CDR-H2: M50I; A62A (nenhuma alteracao); L63V

CDR-L1: S26S (nenhuma alteracao); D28S; H32N

CDR-L2: Y50Y (nenhuma alteracao); I51T; F54F (nenhuma
alteracao); S56S (nenhuma alteracao)

Estas mutag¢des foram combinadas (amplificando as
cadeias H e L através de PCR, cortando os produtos PCR e
vetor (pRN8) com enzima de restrigcdao e efetuando uma
ligagao de fragmento 3) num uUnico clone, denominado H19-
L129, que também incluia as CDRs H3 e L3 enxertadas. A
sequéncia das regides varidveis de cadeia pesada e cadeia
leve de H19-L129 ¢é ilustrada nas Figuras 1A e 1B, e a
Tabela 4 ilustra a sequéncia de aminodcidos das CDRs L1,
1.2, H1 e H2. O H19-L129 1ligou o NGF com uma Kp de
aproximadamente 1 nM, conforme determinado utilizando a

andlise BIAcore aqui descrita.

Tabela 4: Sequéncia de aminodcidos das CDRs H1, H2, L1 e L2

e dados cinéticos para o clone combinado H19-L129.

Clone de combinagdo: Sequéncia CDRL1 Sequéncia CDRL2 Kors *K, (nM)
mutacgdes nas CDRs HI, CDRH1 AA CDRH2 (s—1)
H2, L1, L2 A
H19-1129 CDR-L1: CDRL2: 1,le-4 3,5
RASQSISNNLN [YTSREHS
(SEQ. ID N.° 18) (SEQ. ID N.° 19)

CDR H1l: GFSLIGYDLN CDR-HZ2:
(SEQ. ID N.° 30) ITWGDGTTDYNSAV

(SEQ. ID N.° 31)

*Kp calculada utilizando ko, 4ed Mis™
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(4) Maturagdo de afinidade das CDRs H3 e L3. A
maturacdao de afinidade das CDRs H3 e L3 foi realizada em
duas etapas. Primeiro, num processo denominado “mutagénese
de varrimento por bibliotecas”, em que cada residuo de
aminodcido na H3 e L3 foil pré-rastreado individualmente
para identificar as posicgdes de aminodcidos nas gquais uma
mutagdo resultou numa maior afinidade de ligagdo ao NGF
humano. Com base nos resultados da mutagénese de varrimento
por bibliotecas (igualmente denominada “andlise de selecéo
aleatdéria de biblioteca pequena”), foi selecionado um
subconjunto de posic¢gdes de aminodcidos na H3 e L3 para
preparacadao da biblioteca de maturacadao de afinidade, e a
biblioteca de maturacdo de afinidade foi rastreada
relativamente a afinidade ao NGF humano utilizando a
andlise BIAcore conforme aqui descrito. E ébvio que estas
técnicas podem ser aplicadas geralmente.

(a) Mutagénese de varrimento por bibliotecas

Cada posicdo de aminodcido nas CDRs H3 e L3 CDRs foi
pré-rastreada individualmente relativamente as
substituigdes que resultaram numa maior afinidade de
ligagdo ao NGF humano. A frequéncia de substituigdes de
aminodcidos numa determinada posigcdo que resultou numa
ligacdo melhorada, na mesma ligacdo, numa ligacado pior ou
em nenhuma ligagdao forneceu informac¢des relacionadas com
posicdes nas CDRs que podem ser alteradas para muitos
aminodcidos diferentes (incluindo todos os 20 aminoéacidos),
e posicdes nas CDRs que nao podem ser alteradas ou que
apenas podem ser alteradas para poucos aminodcidos. As
substituicdes de aminodcidos que resultam numa maior
afinidade de ligacgdo também foram identificadas. Com base
nos resultados deste rastreio, foi selecionado um
subconjunto de posic¢des de aminodcidos nas CDRs H3 e L3
para a preparacao de uma biblioteca de maturacgao de
afinidade.

Foram preparadas bibliotecas de Fab individual, nas
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quais cada aminodcido das CDRs L3 e H3 foi selecionado
aleatoriamente para todos os 20 aminodcidos, um de cada
vez, resultando em diversas (5 bibliotecas para a cadeia
leve e 13 bibliotecas para a cadeia pesada) bibliotecas
pequenas, cada uma com uma complexidade de 20
possibilidades de aminodcido em cada posicdo de aminodcido.
Em todos os casos, 0 aminodcido nativo (ou seja,
inalterado) foi representado na biblioteca. As bibliotecas
foram ©preparadas por mutagénese de cassete PCR com
oligonucledétidos degenerados conforme descrito em Kay et
al. (1996), Phage display of Peptides and Proteins: a
laboratory manual, San Diego, Academic Press, utilizando o
coddo de dopagem NNK para selecionar aleatoriamente uma
posicao de aminoacido para incluir 20 possiveis
aminodcidos. O 8L2-6D5 (o anticorpo enxertado com CDR qgue
tem a mutacdo de estrutura V71K) serviu de modelo para a
construcdo da biblioteca, porque a afinidade mais baixa do
anticorpo enxertado com CDR permitiu uma detecdo mais féacil
das diferencas na afinidade nos mutantes H3 e L3 durante o
rastreio. Deste modo, cada membro de uma biblioteca
continha wuma CDR3 (H3 ou L3) com uma substituicdo de
aminodcido e 5 CDRs enxertadas.

Foram rastreados 20 a 80 de cada biblioteca pequena
utilizando a andlise BIAcore conforme aqui descrito. As
amostras foram analisadas simultaneamente por BIAcore
relativamente a afinidade de ligacdo ao NGF num canal do
chip BIAcore e a presenca de Fab mediante ligacdo a um
anticorpo de etiqueta penta-his noutro canal do chip-
sensor, para detetar a etiqueta his no C-terminal da cadeia
pesada. Os clones dque expressaram a proteina foram
classificados como tendo a mesma afinidade, pior afinidade,
melhor afinidade ou nenhuma ligacado, utilizando k. para
classificar. Os resultados desta andlise sdo ilustrados na
Tabela 5.
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Tabela 5. Os clones gue expressaram a proteina foram
classificados como tendo a mesma afinidade, pior afinidade,

melhor afinidade ou nenhuma ligacdo, com base em kg¢r.

mutagédo melhor le—-3< mesma 2 le— pilor 2 2e-3 nenhuma Percentagem
3, 2e-3< ligagéo de AAs que
mantém a

capacidade de

ligagéo
Cadeia leve
L_S91X 13% 40% 20% 26% 50%
L_K92X 100% ~100%
L _T93X 93% 7% 93%
L_L94X 40% 60% 40%
L_Y96X 13% 80% 7% 13%
Cadeia pesada

H_G98X 50% 37% 13% 50%
H_G99X 46% 54% 46%
HY100X 26% 73% 26%
H_Y101X 6% 12% 82% 6%
H Y102X 7% 25 68% 7%
H_G103X 4% 21% 16% 58% 25%
H _T104X 20% 30% 50% 20%
H S105X 10% 25% 26% 39% 35%
H Y106X 75% 25% 75%
H_Y107XX 8% 46% 46% 8%
H F108X 23% 27% 50% 23%
H D109X 29% 46% 25% 29%
H Y110X 90% 5% 5% 90%

A sequéncia de todos os clones com afinidade melhorada
foi determinada, revelando a frequéncia e identidade das
substituicdes de aminoacidos que resultaram numa maior
afinidade. Além disso, foram selecionados alguns clones que

mantiveram uma afinidade semelhante ao c¢lone 812-6D5 a
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partir de cada biblioteca para verificar as substituicdes

da sequéncia de aminodcidos que foram permitidas numa
determinada posicdo, mesmo que a substituicdo nao tenha
necessariamente aumentado a afinidade de ligacao. Os
resultados desta andlise estdao resumidos na Tabela 6.
Tabela 6:

Mutacdes de CDR H3 Koee (s—1) 1E-3 [Kp’ (nM) 25
(modelo de 8L2-6D5, incluindo a sequéncia de aminodcidos da

CDR-H3 de anticorpo 911:

CGYYYGTSYYFDY (SEQ. ID N.° 11)

¥100L 1,2E-3 30

'v100R 1,1E-3 27

vY101W 5, 6E—4 14

G103A 1,6E-4 4

T1045 2, 2E-3 55

S105A 5, 1E—4 13

S105T 6, 4E—-4 16

[v106R 1,6E-3 40

¥106T 2, 0E-3 50

v106M 2, JE-3 67

v107F 1,4E-3 35

F108W 1,22E-3 30

D109N 1,5E-3 37

D109G 1E-3 25

Y110K 1,4E-3 35

Y1108 1,5E-3 37

v110R 1,6E-3 40

v110T 1, 7E-3 42
Mutacdes de CDR L3 (modelo de 8L2-6D5, incluindo a sequéncia ke (s—1) 1E-3 [Kp* (nM) 25
de aminodcidos da CDR-L3 de tipo selvagem (ndo substituida):

OOSKTLPYT (SEQ. ID N.° 14)

S91E 2, 5E-4 3

YO6R 1, 7E-3 42

*Kp calculada utilizando ke, 4ed M1is™
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Diversas mutacdes resultaram numa maior afinidade de
ligacdo. Pelo menos, as seguintes mutagdes resultaram numa
afinidade de ligacgédo significativamente maior em comparagao
com o modelo de 8L2-6D5: (H_Y101w (sequéncia CDR
GGYWYGTSYYFDY (SEQ. ID N.° 46)); H_S105A (sequéncia CDR
GGYYYGTAYYFDY (SEQ. ID N.° 47)); H_S105T (sequéncia CDR
GGYYYGTTYYFDY (SEQ. ID N.° 48)); H_GI103A (sequéncia CDR
GGYYYATSYYFDY (SEQ. ID N.° 49); e L_S91E (segquéncia CDR
QQEKTLPYT (SEQ. ID N.° 50)).

Os resultados desta experiéncia foram utilizados para
orientar a selecdo de posicgbdes de aminodcidos para a
geracao das bibliotecas de maturacao de afinidade.

Esta experiéncia forneceu igualmente informacdes
relacionadas com a frequéncia de substituicdes de
aminodcidos numa determinada posicdo que resultou numa
ligacdo melhorada, na mesma ligacdo, numa pior ligacdo ou
em nenhuma ligagdo, conforme ilustrado na Tabela 5. Estas
informagdes permitiram a identificacdo de posicgdes de
aminodcidos nas CDRs gque podem ser alteradas para muitos
aminodcidos diferentes (incluindo todos os 20 aminoéacidos),
e posicdes nas CDRs que podem ser alteradas para poucos
aminodcidos ou muito poucos aminodcidos (em algumas formas
de realizagdo, nenhuns aminodcidos). Estes resultados
também demonstraram substituicdes de aminodcidos que
aumentaram a afinidade de ligacao.

(b) Maturagdo de afinidade

Em seguida, o0s resultados da andlise de selecéo
aleatdéria de Dbiblioteca pequena (acima) foram utilizados
para selecionar residuos para a producgao das bibliotecas H3
e L3 para maturagdo de afinidade das CDRs H3 e L3. Os
residuos Y101 e G103 da CDR H3 e os residuos S91 e K92 da
CDR L3 foram selecionados para a producgdo das bibliotecas
H3 e L3 para maturacédo de afinidade das CDRs H3 e L3.

Esta biblioteca combinou mutacdes na H3 e L3 ao mesmo

tempo no clone 8L2-6D5 enxertado com CDR, e separadamente
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no fundo do H19-L129, e teve uma diversidade de 80 clones
diferentes. A Tabela 7 ilustra os residuos de aminoacidos
selecionados para substituicdo e os aminodcidos que foram
substituidos em cada posicao.

Tabela 7. Residuos de aminodcidos na H3 e L3 selecionados
para substituicdo e os aminodcidos que foram substituidos

em cada posicéo

CDR-H3:
Y101 foi alterado para Y e W, C. (Note que C
foi incluido porque a utilizacdo do coddao TRS
num oligonucledétido degenerado também gerou o
codao C).
Gl03 foi alterado para A, P, S

CDR-L3:

S91 foi alterado para E.
K92 foi alterado para todos os vinte
aminodcidos. A, R, K e H ligados.

Cada polipéptido foi expressado como um Fab, e a
afinidade ao NGF humano de 96 <clones individuais foi
rastreada relativamente a cada biblioteca que utiliza a
andlise BIACORE de acordo com as instrucdes do fabricante e
descritas acima. Os resultados desta andlise sdo ilustrados

na Tabela 8.

Tabela 8:
Mutacdes de COMBINACAO CDR L3 H3 Koer (s—1) 1E-3  [Kp* (nM) 25
(modelo de 8L2-6D5)
1, S91E; L _K92A 5, SE—4 13

(sequéncia CDR QQEATLPYT (SEQ. ID N.° 51))
H_Y101W; H_G103A

(sequéncia CDR GGYWYATSYYFDY (SEQ. ID N.° 52))

1_S91E; L_K92R 1, 0E—4 25
(sequéncia CDR QQERTLPYT (SEQ. ID N.° 53))
H_Y101W; H_G103A

(sequéncia CDR GGYWYATSYYFDY (SEQ. ID N.° 54))
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Mutacdes de COMBINACAO CDR L3 H3 Koer (s-1) 1,le—4 [Kp* (nM)

(modelo de H19-L129, H1H2L1L2 maturado)

L_S91E; L_KO92H 1,2E-5 0,3
(sequéncia CDR QQEHTLPYT (SEQ. ID N.° 55))
H_Y101W; H_G103A

(sequéncia CDR GGYWYATSYYFDY (SEQ. ID N.° 56))

(CLONE E3)

1_S91E; L_K92S 4, TE-5 1,1
(sequéncia CDR QQESTLPYT (SEQ. ID N.° 57)
M_Y101W; H_G103S

(sequéncia CDR GGYWYSTSYYFDY (SEQ. ID N.° 58))

L-S91E; L K92K (sequéncia CDR QQEKTLPYT (SEQ. ID N.° 2E—5 0,5
59)) H_Y101Y; H_

G103A (sequéncia CDR GGYYYATSYYEDY (SEQ. ID N.° 60))

1L_S91E; L_K92R 1,4E-5 0,35
(sequéncia CDR QQERTLPYT (SEQ. ID N.° 61))

H_Y101W; H_G103A

(sequéncia CDR GGYWYATSYYFDY (SEQ. ID N.° 62)) (CLONE

3C)

1_S91E; L_K92R 1,5E-5 0,37
(sequéncia CDR QQERTLPYT (SEQ. ID N.° 63))

H_Y101Y; H _G1l03A

(sequéncia CDR GGYYYATSYYEDY (SEQ. ID N.° 64))

*Kpy calculada utilizando ko, 4ed Mg

Com base na afinidade de ligacdo, os melhores clones,
E3 (alternadamente denominado “3ET) e 3C, foram
selecionados para mais caracterizacao. O E3 compreendia as
seguintes substituicdes de CDR: CDR-H3: Y101W, G103A4; e
CDR-1L.3: S91E, K92H, que foram combinadas num uUnico clone
que incluia igualmente as seguintes mutacgdes L1, L2, Hl e
H2:
CDR-H1: I34L;
CDR-H2: Mb0I; L63V;
CDR-L1: D28S; H32N;



161

CDR-L2: I5I1T.

A sequéncia das regides varidveils de cadeia pesada e cadeia
leve de E3 ¢é ilustrada nas Figuras 1A e 1B. 0O 3C
compreendia as seguintes substituicdes de CDR: CDR-L3:
S91E; K92R; CDRH3: Y101W; Gl103A, que foram combinadas num
tnico clone que incluia igualmente as mutacdes L1, L2, Hl e
H2 descritas para o clone 3E.

As sequéncias de 3E e 3C foram clonadas em vetores de
expressao mamifera para a producdo de Fab e anticorpo
inteiro, expressadas nas células HEK293 e purificadas
utilizando cromatografia de ©proteina A ou Ni-NTA. A
proteina pura foi quantificada de modo exato pela andlise
de aminodcidos.

As afinidades de ligacdo ao NGF humano de Fabs E3 e 3C
foram medidas utilizando a andlise BIAcore de acordo com as
instru¢des do fabricante e conforme descrito acima, com a
excecao de terem sido utilizados 100 RU de NGF no chip para
prevenir um efeito de religacdo. Em resumo, diversas
concentracdes de anticorpos (Fabs) foram injetadas durante
2  minutos num chip CM5 com 100 RU de NGH humano
imobilizado, e puderam ser dissociadas durante 1800
segundos. O anticorpo de ratinho 911 (Fab) foi analisado
como um controlo. Os dados foram analisados utilizando o
software BIAevaluation seguindo as instrucdes do
fabricante. Os resultados da andlise do anticorpo E3 e 911
sdo ilustrados nas Figuras 9 e 10. O E3 ligou o NGF humano
com uma Kp de aproximadamente 0,07 nM (e com uma k., de
cerca de 6,0e5 M's™?, e uma k. de cerca de 4,2e-5 s-1). O
3C ligou o NGF humano com uma K, de aproximadamente 0,35 nM
(com uma k.fr de cerca de 1,4E-5). Em contraste, o anticorpo
de ratinho 911 ligou o NGF com uma Kp de 3,7 nM, k. de
8,4x107°s " e ko, de 2,2x10°Ms .

O anticorpo E3 (alternadamente denominado 3E) foi
selecionado para mais andlise com base na alta afinidade de

ligacdo. Para testar a capacidade de E3 para prevenir a
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interacdo do NGF com os recetores NGF trkA e p75, 2,5 nM de
NGF humano foram pré-misturados e incubados durante uma
hora com 0 a 50 nM de anticorpo E3 (Fab). Apds a incubacao,
as amostras foram injetadas em 10 ul/minuto num chip CM5
BIAcore com 260 RU de p75 (canal 2) e 600 RU de trkA (canal
3), e a percentagem de ligacdo foi determinada. Os
resultados desta andlise sao ilustrados na Figura 11. As
concentracgdes maiores de Fab E3 bloguearam a interacao do
NGF com p75 e trkA, conforme ilustrado pelo sinal diminuido
(medido em RU), que indica gque o Fab E3 bloqueia a
interagdo do NGF humano com trkA e p75. Quando a
concentracao de anticorpo E3 (Fab) igualou a concentracao
de NGF (numa concentracao de NGF de cerca de 2,5 nM), nao
foi observada nenhuma ligacdo de NGF (conforme ilustrado
por um sinal de zero). O facto de a ligacadao de recetor NGF
de percentagem zero ter ocorrido quando a concentracgao de
NGF era igual a concentracdo de anticorpo 3E sugeriu que
2,5 nM de NGF tinham, pelo menos, dez dobras a mais do que
a Kp de E3 para o NGF e estavam em equilibrio.
Exemplo 2: avaliag¢do da capacidade de bloqueio de NGF de
anticorpos anti-NGF utilizando ratinho
Ensaio de sobrevivéncia de neurdnios trigeminais E13.5

A capacidade de Fab E3 ou anticorpo inteiro E3 de
bloquear a atividade de NGF foi avaliada através da medigao
da capacidade do anticorpo de inibir a sobrevivéncia
dependente do NGF de neurdnios trigeminais E13.5 de rato in
vitro. O génglio trigeminal ¢é composto por neurdnios
sensoriais cutédneos que enervam a regiao facial. A
sobrevivéncia de neurdénios trigeminais E13.5 de ratinho &
um ensaio preciso para avaliar a atividade de blogueio de
NGF dos anticorpos antagonistas anti-NGF, uma vez gque o NGF
é requerido para suportar a sobrevivéncia destes neurdnios.
Por exemplo, nas concentragdes de saturacao de NGF, a
sobrevivéncia ¢é proéxima de 100% durante 48 horas na

cultura. Em contraste, menos de 5% dos neurdénios sobrevivem
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durante 48 horas na auséncia de NGF.

O ensaio de sobrevivéncia foi realizado conforme
apresentado em seguida: as fémeas de ratinhos Swiss Webster
prenhas acasaladas ao longo do tempo foram eutanasiadas por
inalacdo de CO02. 0Os cornos uterinos foram removidos e os
embrides na fase embriondaria E13.5 foram extraidos e
decapitados. Os ganglios trigeminais foram dissecados
utilizando agulhas de tungsténio eletroliticamente afiadas.
Em seguida, os génglios foram tripsinizados, mecanicamente
dissociados e colocados em placas numa densidade de 200 a
300 células por po¢o no meio sem soro definido em placas de
96 pocos revestidas com poli-L-ornitina e laminina.

A atividade de blogqueio de anticorpos ou Fabs anti-NGF
foi estimada adicionando aos neurdnios trigeminais doses
varidveis de anticorpos anti-NGF Mab 911 (Fab), 8L2-6D5;
H19-1L.129; E3 e 3C; e NGF humano ou de rato nas seguintes
concentracdes: 0,4 ng/ml (~15 pM; esta concentracao
representava uma concentracao de saturacao de NGF para
sobrevivéncia) e 0,04 ng/ml (~1,5 pM; esta concentracéo
estd em torno do IC50). Apds 48 horas na cultura, as
células foram submetidas a um protocolo de imunocitoguimica
automatizada efetuado numa estacao de trabalho de
manuseamento de liquido Biomek FX  (Beckman Coulter)
conforme apresentado em seguida: fixacadao utilizando 4% de
formaldeido, 5% de sacarose e PBS; permeabilizacao
utilizando 0,3% de Tritio X-100 no PBS); bloqueio de locais
de ligacado nao especificos utilizando 5% de soro de cabra
normal, 0,11% de BSA no PBS; e incubacdo sequencial com
anticorpos primdrios e secunddarios para detetar neurdnios.
O anticorpo primadrio era um anticorpo policlonal de coelho
contra o produto de gene de proteina 89.5 (PGP9.5,
Chemicon), um marcador fenotipico neuronal estabelecido. O
anticorpo secundédrio era cabra anti-coelho Alexa Fluor488
(Sondas Moleculares), Jjuntamente com a coloragdao nuclear

Hoechst 33342 (Sondas Moleculares) para rotular os nucleos
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de todas as células presentes na cultura. A aquisicao de
imagens e a andlise de imagens foram efetuadas num Gerador
de Imagens Discovery-1/GenII (Universal Imaging
Corporation). As imagens foram adguiridas automaticamente
em dois comprimentos de onda para Alexa Fluor 488 e Hoechst
33342, com a coloragao nuclear sendo utilizada como ponto
de referéncia para o sistema de foco automdtico baseado em
imagens do Gerador de 1Imagens, uma vez dque a coloracao
nuclear estd presente em todos os pocos. Os objetivos e o
numero de locais com imagens apropriados por pocgo foram
selecionados para cobrir toda a superficie de cada pogo. A
andlise de imagens automatizada foi configurada para contar
o numero de neurdnios presentes em cada pocgo apds 48 horas
na cultura com base na respetiva coloracgadao especifica com o
anticorpo anti-PGP9.5. O limiar cuidadoso da imagem e
aplicacao do filtro de seletividade baseado na morfologia e
intensidade de fluorescéncia resultou numa contagem exata
de neurdénios por pocgo.

Os resultados desta experiéncia demonstraram que Fab
E3 blogqueou a atividade de NGF com uma alta afinidade. Os
resultados sao ilustrados nas Figuras 4 a 6 e na Tabela 9.

A Figura 4 é um grafico que ilustra a sobrevivéncia
dependente de NGF de neurdénios E13.5 na presenca de uma
concentracgao variadvel de NGF humano e de rato.

A Figura 5 €& um grafico que compara o efeito de
bloqueio de NGF de varios Fabs na presenca de 0,04 ng/ml de
NGF humano (aproximadamente 1,5 pM; ilustrado no painel
inferior) ou 0,4 ng/ml de NGF humano (aproximadamente 15
pM; ilustrado no painel superior). 1,5 pM de NGF estavam em
torno do EC50 do NGF que provoca a sobrevivéncia, enquanto
15 pM representavam uma concentracao de saturacdo de NGF. A
sobrevivéncia de neurdnios trigeminais E13.5 de ratinho em
vadrias concentracdes de Fab E3; Fab 911 murino; e Fab H19-
L129 e Fab 8L2-6D5 foi estimada conforme descrito acima. O

IC50 (em pM) foi calculado para <cada Fab em cada
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concentracao de NGF, tal como é ilustrado na Tabela 9. O
Fab E3 Dblogqueou fortemente a sobrevivéncia de neurdnios
trigeminais dependente de NGF humano com um IC50 de
aproximadamente 21 pM na presenga de 15 pM de NGF humano, e
um IC50 de aproximadamente 1,2 pM na presenca de 1,5 pM de
NGF humano. Os Fabs 3C e H19-L129 também bloguearam
fortemente a sobrevivéncia de neurdénios trigeminais
dependente de NGF humano.

A Figura 6 €& um grafico que compara o efeito de
bloqueio de NGF de varios Fabs na presenca de 0,04 ng/ml de
NGF de rato (aproximadamente 1,5 pM; ilustrado no painel
inferior) ou 0,4 ng/ml de NGF de rato (aproximadamente 15
pM; ilustrado no painel superior). 1,5 pM de NGF estavam em
torno do EC50, enquanto 15 pM representavam uma
concentragcao de saturagcdao de NGF. A sobrevivéncia de
neurdénios trigeminais E13.5 de ratinho em varias
concentracdes de Fab E3; Fab 911 murino; e Fab H19-L129 e
8L2-6D5 foi estimada conforme descrito acima. O EC50 (em
pM) foi calculado para cada Fab em cada concentracao de
NGF, tal como é ilustrado na Tabela 9. O Fab E3 blogqueou
fortemente a sobrevivéncia de neurdénios trigeminais
dependente de NGF humano com um IC50 de aproximadamente
31,6 pM na presenca de 15 pM de NGF de rato, e um IC50 de
aproximadamente 1,3 pM na presenca de 1,5 pM de NGF de
rato. Os Fabs 3C e H19-L129 também blogquearam fortemente a

sobrevivéncia de neurdnios trigeminais dependente de NGF de

rato.
Tabela 9:
MGF humano IC50 (na presencga de 15 pM de | IC50 (na presenca de 1,5 pM de
NGF) NGF)
oM oM

Fab 8L2-6D5 1580, 5 461,8

Fab H19-L129 [60,1 9,6

Fab 3E <21,0 <1l,2

Fab 3C 80, 9 5,6

Fab 911 322,3 63,5
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hGF de rato IC50 (15 pM de NGF) IC50 (1,5 pM de NGF)
oM oM

Fab 8L2-6D5 730, 3 169,4

Fab H19-L129 |31,0 6,0

Fab 3E <8, 3 <1l,3

Fab 3C 31,6 6,0

Fab 911 161,0 34,6

Numa experiéncia diferente, foi comparada a capacidade
do anticorpo inteiro E3 e Fab 3E para inibir a
sobrevivéncia dependente de NGF de neurdnios EI3.5 na
presenca de 0,4 ng/ml (concentracdo de saturacado) de NGF
humano. Os resultados da andlise sdo ilustrados na Figura
12. 0O anticorpo inteiro E3 e Fab 3E mostraram niveis
semelhantes de inibicdo de sobrevivéncia dependente de NGF
quando a concentracdo de todo o anticorpo e Fab foi
normalizada para o numero de locais de ligacao de NGF (o
Fab tem um local de ligacdao e todo o anticorpo tem dois
locais de ligacédo). Estes resultados demonstraram gue néao
existia nenhum efeito de avidez devido a 1ligacao de um
anticorpo inteiro ao dimero NGF.

Noutras experiéncias, foil comparada a capacidade de
varias concentracdes (20, 4, 0,8, 0,16, 0,032, 0,0064,
0,00128 e 0,0 nM) de anticorpo E3, anticorpo 911, e uma
imunoadesina de recetor trkA (gque consiste no dominio
extracelular do recetor trkA NGF fundido com o dominio Fc
de immnoglobulina, CH2-CH3) para inibir a sobrevivéncia
dependente de NGF de neurdénios E13.5 na presenga de 0,4
ng/ml (condicgdes de saturacdo). Estes resultados sao
ilustrados na Figura 13. Estes resultados demonstraram que
o anticorpo E3 blogueou o NGF melhor do que o anticorpo 911
ou a imunoadesina trkA.

Exemplo 3: avaliacdo da especificidade do anticorpo E3
anti-NGF utilizando ensaios de sobrevivéncia de neurdnios
nodosos e trigeminais de ratinho

A capacidade do anticorpo E3 para bloquear
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especificamente a atividade de NGF foi avaliada através da
medicao da capacidade do anticorpo para inibir a
sobrevivéncia de neurdénios trigeminais E17/18 de ratinho in
vitro na presenca de concentracgdes de saturacao de NGF, da
neurotrofina NT3 relacionada com NGF ou do fator
neurotrdéfico nao relacionado com NG, e da proteina
estimulante de macrdfagos (MSP). A sobrevivéncia de
neurénios trigeminais E17/18 de ratinho & um ensaio preciso
para avaliar a atividade de bloqueio de NGF dos anticorpos
antagonistas anti-NGF, uma vez gque o NGF & requerido para
suportar a sobrevivéncia destes neurdénios em concentracgdes
mais elevadas do que o nivel de NGF requerido para suportar
a sobrevivéncia de neurdnios TG E 13.5). A sobrevivéncia
destes neurdnios também ¢é suportada por NT3 ou MSP; por
conseguinte, a sobrevivéncia destes neurdénios é igualmente
um ensaio preciso para avaliar se o anticorpo antagonista
anti-NGF também bloqueou NT3 ou MSP.

A capacidade do anticorpo E3 para bloquear
especificamente a atividade de NGF também foi avaliada
através da medicdo da capacidade do anticorpo para inibir a
sobrevivéncia de neurdénios E17 nodosos de ratinho na
presenca de concentracdes de saturacdo de BDNF ou NT4/5. A
sobrevivéncia de neurdnios nodosos é suportada por BDNE ou
NT4/5; por conseguinte, a sobrevivéncia destes neurdnios é
um ensaio preciso para avaliar a capacidade de bloqueio de
BDNF ou NT4/5 do anticorpo antagonista anti-NGF.

O ensaio de sobrevivéncia foi realizado conforme
apresentado em seguida: as fémeas de ratinhos Swiss Webster
prenhas acasaladas ao longo do tempo foram eutanasiadas por
inalagcdo de C02. 0Os cornos uterinos foram removidos e os
embrides (no dia embrionario 17 ou 18) foram extraidos e
decapitados. 0Os génglios trigeminais e nodosos foram
dissecados e limpos. Em seguida, os génglios foram
tripsinizados, mecanicamente dissociados e colocados em

placas numa densidade de 100 a 300 células por pogo no meio
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sem soro definido em placas de 4 pocos (Greiner) revestidas
com poli-L-ornitina e laminina.

Os neurdnios trigeminais E17/18 cresceram sem fatores
neurotréficos adicionados (controlo negativo) ou na
presenca de concentracdes de saturacao de NGF humano (400pM
e 15pM) (controlo positivo); NT3 (400 pM); ou MSP (600pM).
Foram organizadas culturas duplicadas que incluiam
concentragdes varidveis de Fabs E3 e 911 e anticorpos
inteiros. A concentracdo de Fab e anticorpos inteiros foi
indicada por local de 1ligacdo (por ex., um anticorpo
inteiro contém dois locais de 1ligagao, enquanto um Fab
contém um local de ligacao).

Os neurdénios nodosos E17 cresceram na auséncia de
fatores neurotrdéficos adicionados (controlo negativo), ou
com concentragdes de saturacao de BDNEF (400pM) (controlo
positivo) ou NT4/5 (400pM) ou fator de crescimento néo
relacionado com NGF ILF (fator inibitdério de interleucina).
Foram utilizadas concentragdes elevadas de neurotrofinas,
uma vez que o objetivo desta experiéncia era testar a
especificidade dos anticorpos. Foram organizadas culturas
duplicadas que incluiam concentracdes varidveis com e sem a
adicdo de anticorpos E3 e 911. Apds 48 horas na cultura, o
numero total de neurdénios sobreviventes em cada pogo em
cada condicao foi verificado através de contagem manual
utilizando um microscdpio de contraste de fase.

Os resultados destas experiéncias demonstraram que oS
anticorpos E3 e 911 blogquearam completamente a
sobrevivéncia que provoca os efeitos de NGF nos neurdnios
trigeminais E18. Em contraste, os anticorpos E3 e 911 nao
tiveram nenhum efeito na sobrevivéncia dos neurdnios
trigeminais provocada por NT3 ou MSP, ou na sobrevivéncia
de neurdnios nodosos provocada por BDNE ou NT4/5 ou LIF.
Estes resultados demonstraram que o anticorpo E3 tinha
especificidade seletiva para NGF, uma vez qgue nao foi

detetada nenhuma interacdo entre estes anticorpos e outras
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neurotrofinas relacionadas com NGF (NT3, NT4/5, BDNF) em
concentracdes de 1000 dobras a 10.000 dobras a mais do que
a concentracao eficaz para o bloqueio de NGF. Além disso,
estes resultados demonstraram que a morte neuronal
observada nas culturas complementadas com NGF de neurdnios
dependentes de NGF na adicdo do anticorpo ou Fab E3 se
deveu a uma interacdo especifica entre estes anticorpos e o
NGF e nao a um efeito tdéxico generalizado. O anticorpo
antagonista anti-NGF de ratinho 911 foi igualmente testado,
e foram observados resultados semelhantes. Note que, devido
as concentragbes elevadas de neurotrofinas utilizadas, o
anticorpo E3 e 911 estdao muito perto das respetivas
condicdes de titulacdo e ¢é esperado que liguem o NGF em
niveis semelhantes, uma vez que as diferencas na afinidade
de ligacao destes anticorpos ao NGF s&do menos evidentes
nestas condicgdes.

Os resultados destas experiéncias sdo ilustrados nas
Figuras 14, 15, 16 e 17. 0Os dados ilustraram a percentagem
média de sobrevivéncia apds 48 horas na cultura (zerro
padrdo da média, n=3 para cada ponto de dados) em relacdo a
sobrevivéncia observada no controlo positivo para cada
experiéncia (por ex., 100% de sobrevivéncia de neurdnios
trigeminais desenvolvidos na presenca de concentracao de
NGF de saturacado, e 100% de sobrevivéncia de neurédnios
nodosos desenvolvidos na presenca de concentracdo de BDNF
de saturacgdo, respetivamente). As Figuras 14 e 15 sao
graficos que ilustram que o anticorpo antagonista anti-NGF
E3 ou Fab E3 ndo inibiu a sobrevivéncia provocada por NT3,
e MSP, mesmo nas concentracgdes de anticorpo tao elevadas
como 200 nM. Em contraste, 20 nM de anticorpo E3 ou Fab 3E
e Fab 911 Dblogquearam totalmente a sobrevivéncia deduzida
por NGF. O anticorpo antagonista anti-NGF de ratinho 911
foi igualmente testado, e foram observados resultados
semelhantes. Especificamente, a Figura 14 & um grafico que

ilustra a comparacdao do efeito de varias concentragdes (20
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nM, 2 nM ou 0,2 nM) de E3 Fab (denominado “3E” na figura) e
anticorpo de ratinho 911 Fab na sobrevivéncia de neurédnios
trigeminais E18 na presenga de nenhuma neurotrofina
adicionada (denominado “controlo”), 400 pM de NGF
(denominado *“NGF-400pM”), 10 nM de NT3 (denominado #“NT3-
10nM”) ou 600 pM de MSP (denominado “MSP-600 pM”). A Figura
15 &€ um grafico que representa a comparacdo do efeito de
varias concentragdes (200 nM e 80 nM) de E3 Fab, anticorpo
inteiro, anticorpo de ratinho 911, anticorpo inteiro e Fab
na sobrevivéncia de neurdénios trigeminais E17 na presenca
de nenhumas neurotrofinas adicionadas (denominado “
fator”), 400 pM de NGF (denominado *“NGF-400pM”), 10 nM de
NT3 (denominado “NT3-10nM”) ou 600 pM de MSP (denominado
“MSP-600 pM”).

sem

As Figuras 16 e 17 sdo graficos que ilustram que o
anticorpo antagonista anti-NGF E3 ou Fab E3 nédo inibiu a
sobrevivéncia de neurdénios nodosos E17 provocada por BDNF,
NT4/5 ou LIF. O anticorpo antagonista anti-NGF de ratinho
911 foi igualmente testado, e foram observados resultados
semelhantes. Especificamente, a Figura 16 é um grafico que
ilustra a comparacao do efeito de varias concentracdes (200
nM ou 80 nM) de anticorpo inteiro E3 (denominado “3E” na
figura), Fab E3, anticorpo inteiro 911 ou Fab 911 na
sobrevivéncia de neurdénios nodosos E17 na presenga de
nenhumas neurotrofinas adicionadas (denominado “
fatores”), 400 pM de BDNF (denominado “BDNF-400pM”), 400 pM
de NT4/5 (denominado *“NT4/5-400pM”) ou 2,5 nM de LIF

(denominado “LIF-2,5 nM”). A Figura 17 é um grafico dque

sem

ilustra a comparacdo do efeito de varias concentragdes (200
nM, 20 nM, 2nM) de Fab E3 (denominado “3E” na figura) ou
Fab 911 na sobrevivéncia de neurdénios nodosos E17 na
presenga de nenhumas neurotrofinas adicionadas (denominado
“controlo”), 400 pM de BDNF (denominado “BDNEF-400pM”), 400
pM de NT4/5 (denominado *“NT4/5-400pM”) ou 2,5 nM de LIF
(denominado “LIF-2,5 nM”).
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Exemplo 5: preparagcdo de vetores de expressdo mamifera e
expressdo de anticorpo E3 nas células de mamifero

Trés vetores de expressao mamifera foram concebidos e
construidos para utilizacdo na expressao de anticorpo E3
nas células de mamifero.

O vetor Db.911.3E ¢é um vetor de expressao que
compreende a regido varidvel de cadeia pesada do anticorpo
E3 e a regidao constante IgG2a humana, e ¢ adequado para a
expressdo transitdéria ou estdvel da cadeia pesada. O
Db.911.3E consiste em sequéncias de nucledétidos que
correspondem as seguintes regides: a regido promotora de
citomegalovirus murino (nucledtidos 1-612); um intrao
sintético (nucledtidos 619-1507); a regidao de codificacéo
DHFR (nucledétidos 707-1267); péptido de sinal de hormona de
crescimento humano (nucledtidos 1525-1602); regido variavel
de cadeia pesada de anticorpo 3E (nucledtidos 1603-1965);
regido constante de cadeia pesada IgG2a humana gque contém
as seguintes mutagdes: A330P331 a S3308331 (numeracao de
aminodcidos com referéncia a sequéncia IgG2a de tipo
selvagem; consulte Fur. J. Immunol. (1999) 29:2613-2624);
sinal de poliadenilacdao tardia SV40 (nucledtidos 2974-
3217); regiao intensificadora SV40 (nucledtidos 3218-3463);
regido fl de bacteridéfagos (nucledtidos 3551-4006) e regiao
de codificacdo de beta-lactamase (AmpR) (nucledétidos 4443-
5300). O Db.911.3E foi depositado no ATCC a 8 de janeiro de
2003, e foi-lhe atribuido o ATCC N.° de Acesso PTA-4895.

O wvetor Eb.911.3E €& um vetor de expressdao dgue
compreende a regido variavel de cadeia leve do anticorpo E3
e a regido constante de cadeia kappa humana, e é adequado
para a expressao transitdéria da cadeia leve. 0O Eb.911.3E
consiste em sequéncias de nucledtidos gque correspondem as
seguintes regides: a regido promotora de citomegalovirus
murino (nucledétidos 1-612); intrao EF-1 humano (nucledtidos
619-1142); péptido de sinal de hormona de crescimento

humano (nucledétidos 1173-1150); regido varidvel de cadeia
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leve de anticorpo E3 (nucledtidos 1251-1571); regido
constante de cadeia kappa humana (nucledtidos 1572-1892);
sinal de poliadenilacdo tardia Sv40 (nucledtidos 1910-
2153); regidao intensificadora SV40 (nucledtidos 2154-2399);
regido fl de bacteridéfagos (nucledtidos 2487-2942) e regiao
de codificacdo de beta-lactamase (AmpR) (nucledétidos 3379-
423.6). 0 Eb.911.3E foi depositado no ATCC a 8 de janeiro
de 2003, e foi-lhe atribuido o ATCC N.° de Acesso PTA-4893.

O vetor Eb.pur.911.3E é um vetor de expressao que
compreende a regido varidvel de cadeia leve do anticorpo E3
e a regido constante kappa humana, e € adequado para a
expressao estavel da cadeia leve. O Eb.pur.911.3E consiste
em sequéncias de nucledtidos que correspondem as seguintes
regides: a regidao promotora de citomegalovirus murino
(nucledtidos 1-612); intrao EF-1 humano (nucledétidos 619-
1758); regido de codificacdo de genes PAC (puromicinaR)
(nucledtidos 739-1235); regiao 5’UTR hsp70 humana
(nucledtidos 1771-1973); péptido de sinal de hormona de
crescimento humano (nucledtidos 1985-2062); regido varidvel
de cadeia leve de anticorpo E3 (nucledtidos 2063-2383);
regido constante de cadeia kappa humana (nucledétidos 2384-
2704); sinal de poliadenilagdo tardia SvV40 (nucledtidos
2722-2965); regido intensificadora SvV40 (nucledtidos 2966-
3211); regiao fl1 de bacteridfagos (nucledtidos 3299-3654) e
regido de codificacdo de beta-lactamase (AmpR) (nucledtidos
4191-5048). O Eb.pur.911.E3 foi depositado no ATCC a 8 de
janeiro de 2003, e foi-lhe atribuido o ATCC N.° de Acesso
PTA-4894.

A  expressao de células transitéria foi efetuada
conforme apresentado em seguida: as células CHO e HEK293T
em placas de 150 mm foram cotransfetadas transitoriamente
com 25 ug de cada plasmideo (ou seja, um plasmideo gue
contém a cadeia pesada e um plasmideo que contém a cadeia
leve). O ADN foi misturado com 100 ul de lipofetamina 2000

(Invitrogen) de acordo com as instrugdes do fabricante. Os
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complexos de lipidos de ADN foram colocados em contacto com
as células no meio DMEM/F12 sem soro ou antibidéticos
durante 5 horas. A seguir a esta incubacado, os meios foram
alterados relativamente a expressao para Opti-MEM
(Invitrogen) sem quaisquer aditivos durante dois dias. Os
sobrenadantes de células gque contém o anticorpo foram
colhidos sequencialmente até quatro vezes com  uma

substituicdao subsequente de meios. 08 sobrenadantes foram

purificados através de cromatografia de afinidade
utilizando resina de Proteina A MapSelect (Amersham
biosciences 17-5199-02). O anticorpo foi ligado a resina de

proteina A em 0,3M de glicina, 0,6M NaCl de tampdao com pH 8
e, em seguida, eluida com 0,1 M de tampdo de citrato com pH
3. As frag¢des que contém o anticorpo foram neutralizadas
imediatamente com 1 M de tampao Tris com pH 8,0 e as
fracdes de anticorpo foram, em seguida, dialisadas e
concentradas no PBS.
Exemplo 6: o anticorpo E3 anti-NGF é eficaz no tratamento
da dor pés-cirurgica

Foi utilizado um modelo de dor que imita a dor pds-
cirtirgica para estimar a eficdcia do tratamento com o
anticorpo E3. O anticorpo E3 compreendia a regidao constante
de cadeia pesada IgG2a humana gue contém as seguintes
mutagdes: A330P331 a S330S8331 (numeracgdo de aminodcidos
relativamente a sequéncia de IgG2a de tipo selvagem);
consulte Eur. J. Immunol. (1999) 29. 2613-2624); a regiao
constante de cadeia leve kappa humana; e as regides
varidveis de cadeia pesada e leve ilustradas nas Tabelas 1A
e 1B.

Animais. Ratos machos Sprague Dawley com um peso entre
220 e 240 foram fornecidos pela Harlan (Wisconsin) e
aclimatados as instalag¢des para animais durante uma semana
antes da cirurgia.

Cirurgia. A cirurgia baseou-se no procedimento

descrito por Brennan, et al. Pain 64:493-501 (1996). Os
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animais foram anestesiados com uma mistura de 2% de
isoflurano ao ar que foi mantida durante a cirurgia através
de uma extremidade cdénica. A superficie plantar da pata
traseira direita foi ©preparada com uma compressa de
iodopovidona, e foi feita uma incisdo longitudinal central
de 1 cm na pele e fascia, que comeca em 0,5 cm a partir da
ponta do calcanhar e se estende em direcdo aos dedos. Foram
efetuadas medig¢des com uma régua com a pata numa posigao
fletida. O musculo plantar foi levantado utilizando fdérceps
curvos e incisado longitudinalmente. O masculo foi incisado
em toda a sua profundidade, entre o ponto de partida e a
insercdo. A hemorragia foi controlada durante a cirurgia
mediante pressao aplicada através de uma compressa de gaze.
A ferida foi fechada com duas suturas de colchao (5-0
Ethilon, monofilamento preto). Estas suturas foram atadas 5
a 6 vezes, com o primeiro né atado de forma folgada. O
local da ferida foi limpo com uma solucdo de bacitracina.
Os animais puderem recuperar e repousar em gaiolas limpas
durante duas horas ou mais antes de o0s testes de
comportamento serem iniciados.

Avaliagdo da dor em repouso. Foi utilizada uma
classificacdo da dor acumulativa para estimar a dor
relacionada com a sustentacdo do peso. Os animais foram
colocados numa rede de plastico (grade: 38 mm?) em gaiolas
de pléstico limpas que foram elevadas numa plataforma (h:
18”) permitindo a inspecdo da parte inferior das patas.
Apds um periodo de aclimatacdo de 20 minutos, a sustentacao
do peso foi estimada numa escala de 0 a 2. Foi dada uma
classificacdo de 0 se a pata apresentasse uma cor branca ou
estivesse a fazer pressao na rede, indicando uma
sustentacado de peso completa. Fol dada uma classificacao de
1 se a pata estivesse apoiada com a pele apenas a tocar na
rede, sem embranquecimento ou marcas da pele. Foi dada uma
classificagcdao de 2 se a pata nem tocasse na rede. O

recolhimento da pata foi considerado um 2 se o rato ainda
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estivesse em repouso. Cada animal foi observado durante 1
minuto de cinco em cinco minutos durante 30 minutos. A soma
das 6 classificagdes (0-12) obtidas durante meia hora foi
utilizada para estimar a dor na pata incisada. A frequéncia
das classificacdes de 2 também foi calculada e utilizada
para estimar a incidéncia da dor grave ou da defesa total
da pata por parte do animal. Cada animal foi testado 24
horas antes da cirurgia (ponto de partida) e 2 h, 24 h, 48
h e 72 h pébs-operatoriamente. Os resultados desta
experiéncia sdo ilustrados na Figura 1, que representa a
classificacdo da dor em repouso acumulativa observada em
animais tratados com 35 mg/kg de anticorpo 911 de ratinho
anti-NGF. Estes resultados demonstraram que o tratamento
com anticorpo anti-NGF reduziu significativamente a dor em
repouso pds-cirurgica. A sustentacdao de peso foi um bom
correlativo da vontade gque o animal tinha de utilizar o
membro e, por conseguinte, foi uma medida eficaz de alivio
da dor.

O anticorpo E3 foi injetado via intraperitoneal (i.p.)
em varias concentracgbes do anticorpo (0,004, 0,01, 0,02,
0,1, 0,6, e 1 mg por quilograma de peso do animal) 15 horas
pré-incisdao. O grupo de controlo negativo nao recebeu
nenhum anticorpo, mas foi injetado 1i.p. com uma solugao
salina. 0,01 mg/kg de fetanil foram injetadas i.p. como um
controlo positivo 30 minutos antes dos testes nas 24 horas
pbés—-cirurgia. Cada experiéncia envolveu 8 animais (n=8 por
grupo) para cada condicdo, e o grupo de controlo tinha 56
animais. A cirurgia foi efetuada e foi medida uma
classificacadao da dor acumulativa conforme descrito acima. A
dor em repouso foi avaliada vinte e quatro horas apds a
cirurgia.

Conforme ilustrado na Figura 7, o anticorpo E3 anti-
NGF humanizado reduziu significativamente a dor em repouso
(p < 0,05) apds a cirurgia quando administrado numa dosagem

de 0,02 mg/kg a 1 mg/kg. Um “*” indica uma diferenca
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significativamente significativa do controlo (p< 0,05). O
tratamento com 0,02 mg/kg mitigou o comportamento da dor
pelo menos tao eficazmente como o tratamento com 0,01 mg/kg
de fentanil. Esta dose de fentanil é 10 vezes a dose humana
normal deste opidceo potente.

Noutra experiéncia, foi testada a eficéacia do
anticorpo E3 na reducdo da dor pds-cirurgica quando
administrado pdés-cirurgicamente. O anticorpo E3 (0,5 mg/kqg)
foi injetado intravenosamente (i.v.) duas horas apds a
cirurgia. O grupo de controlo nado recebeu nenhum anticorpo,
mas foi injetado i.v. com uma solugao salina. A cirurgia
foi efetuada, e a dor em repouso expressada como uma
classificacadao da dor acumulativa foi estimada 24 horas apds
a cirurgia. Conforme ilustrado na Figura 8, o tratamento
com o anticorpo anti-NGF reduziu significativamente (p<
0,05) a dor em repouso nas vinte e qguatro horas apds a
incisdo quando o anticorpo foi administrado 2 horas pbs-
incisdo. Estes resultados demonstraram qgue o anticorpo E3
mitigou eficazmente a dor pds-cirurgica guando administrado
apdés a cirurgia.

Exemplo 7: estimativa dos efeitos analgésicos do anticorpo
911 antagonista anti-NGF num modelo de rato de artrite
reumatoide

Os efeitos analgésicos do anticorpo anti-NGF, 911
(consulte Hongo et al., Hybridoma 19(3):215-227 (2000)) na
artrite crdénica induzida por adjuvante completo de Freund
(CFA) em ratos foram investigados utilizando o teste de
vocalizacdo, em comparacdo com a indometacina utilizada
como substéncia de referéncia.

Cinquenta (50) ratos machos Lewis (LEWIS LEW/Crl Ico)
(Charles River, Bélgica) com um peso entre 150 g e 220 g no
inicio da fase experimental foram incluidos neste estudo.
Todos os animais foram mantidos durante, pelo menos, 5 dias
antes da experiéncia e foram alojados numa sala com

temperatura (19,5 a 24,5 °C), humidade relativa (45 a 65 %)
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e ciclo de claridade/escuriddo de 12 h controlados com um
acesso livre a agua da torneira filtrada e alimentos de
laboratdério peletizados estandardizados (U.A.R., Francga)
durante todo o estudo. Os animais foram identificados
individualmente na cauda.

No dia 0 (D0), foi induzida artrite nos ratos por
injeg¢do intradermal na cauda de 0,05 ml de uma suspensao de
microbactéria butirica (Difco, EUA) em O6leo mineral (10
mg/ml). No dia 14 (D14), foram incluidos ratos artriticos
no estudo de acordo <com a respetiva capacidade de
vocalizagdao numa flexadao suave da pata traseira e respetivo
indice de artrite, avaliados utilizando uma classificacéao
da inflamacédo para cada pata traseira e dianteira (consulte
Kuzuna et al., Chem. Pharm. Bull. (Tokyo) 23:1184-1191
(1975); Pearson et al., Arthritis Rheum. 2:440-459 (1959)).
Os animais foram classificados com base nos seguintes
critérios: Classificacadao 0: aspeto normal; Classificacédo 1:
eritema; Classificacdao 2: eritema com ligeiro edema;
Classificacao 3: forte inflamacao sem anquilose;
Classificacao 4: angquilose. Apenas o0s animais capazes de
vocalizar numa flexdao suave e com uma classificacdo de 2 ou
3 foram incluidos no estudo.

Quatro grupos com 10 ratos cada foram incluidos no
estudo. Relativamente ao grupo 1 (veiculo), no dia 14
(D14), apdés a selecao, os ratos foram administrados
intravenosamente por veiculo (salina). No dia 18 (D18), a
intensidade nocicetiva foi avaliada através da flexdo suave
da pata traseira, e a intensidade do nivel de vocalizacgao
fol registada para cada animal. Relativamente ao grupo 2 (4
dias), no D14, apds a selecao, os ratos foram administrados
intravenosamente com 911 (10 mg/kg). No dia 18 (D18), a
intensidade nocicetiva foi avaliada através da flexdao suave
da pata traseira, e a intensidade do nivel de vocalizacgao
foli registada para cada animal. Relativamente ao grupo 3

(24 horas), no dia 17, apds a injecdo de CFA, o0s ratos
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foram administrados intravenosamente com 911 (10 mg/kg). A
intensidade nocicetiva foi avaliada através da flexdo suave
da pata traseira 24 horas depois, e a intensidade do nivel

de vocalizacao foi registada para cada animal.

no dia 18 (D18), a

intensidade nocicetiva foi avaliada através da flexao suave

Relativamente ao grupo 4 (indometacina),

da pata traseira uma hora apds
mg/kg). A

também foi

a administracdo oral de

indometacina (10 intensidade do nivel de

vocalizacéao registada para cada animal. As
substéncias de teste foram administradas de um modo casual
e aleatdério por via intravenosa num volume de 5 ml/kg, ao
passo que a indometacina foi administrada por via oral num
volume de 10 ml/kg.

Os efeitos analgésicos do anticorpo 911 anti-NGF sao

ilustrados na Tabela 10. Os resultados foram expressados

para cada grupo, uma vez dque a Iintensidade nocicetiva
avaliou a intensidade do nivel de vocalizacgdo registada
para cada animal em mV (média + EPM) e a percentagem de

variacdo da intensidade nocicetiva calculada a partir do

valor médio do grupo tratado com veiculo. O significado
estatistico entre os grupos tratados e o grupo de veiculo
foi determinado com um teste de Dunnett utilizando a
varidncia residual apds uma andlise de varidncia com um
fator (P< 0,05).

Tabela 10.

induzida por adjuvante completo de Freund em ratos

Efeitos analgésicos de 911 em artrite crénica

Substédncias (Dia de| Veiculo 911 (D14) 911 (D17) Indometacina
dosagem) (D14) (D18)
Dose (mg/kg) 10 10 10
Intensidade 971, 0+ 234,77+ 247,2 + 145,8+29,9*
nocicetiva (mV) 116, 2 34,4* 41,8%*
% de variacao - -76 -75 -85
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Os resultados sao expressados como média * EPM

n=10 ratos por grupo

Dia 0 (DO): inducgdo de Artrite crdénica por administracgdo de CFA
Veiculo: salina

O 911 (10 mg/kg) foi administrado intravenosamente no D14 ou D17 e a
medig¢do da dor foi efetuada no D18. A indometacina (10 mg/kg) foi
administrada oralmente no D18 e a medicgdo da dor foi efetuada uma
hora apds a dosagem. Teste de Dunnett: * indica uma diferenca

significativa em comparagdo com o grupo tratado com veiculo para

P<0, 05

Conforme ilustrado na Tabela 10, o anticorpo 911 anti-
NGF reduziu significativamente a dor num modelo de rato de
artrite reumatoide 24 horas ou 4 dias apds uma unica
administracadao do anticorpo.
Exemplo 8: efeitos farmacoldégicos do anticorpo antagonista
anti-NGF E3 e 911 num modelo de rato de artrite reumatoide

Os efeitos farmacoldégicos (efeitos anti-inflamatérios
e analgésicos) do anticorpo antagonista anti-NGF E3 e 911
foram investigados num modelo de artrite crdénica induzida
por adjuvante completo de Freund (CFA) em ratos em
comparagdo com a indometacina utilizada como uma substéncia
de controlo positivo interno. Os efeitos analgésicos de E3
e 911 foram avaliados através da medigcdao da resposta
nocicetiva. Os efeitos anti-inflamatdérios foram avaliados
por volume da pata, indice de artrite (classificacédo da
inflamagao), peso corporal e das patas traseiras. 0Os niveis
de citocina na pata (IL-6, IL-1fR, TNF-o e TGF-B81), o TGF-B1
em circulagao no soro, as concentracgdes de plasma E3 e 911,
0s parametros bioldgicos e as radiografias de raios X foram
efetuados no final da experiéncia.

Protocolo experimental

1. Planeamento do estudo

80 ratos machos Lewilis (LEWIS Lew/Ico) (Charles River
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Laboratories, Bélgica) com 5 semanas de idade foram
incluidos neste estudo. Foram alojados numa sala com
temperatura (19,5 a 24,5 °C) e humidade relativa (45 a 65%)
controladas com um ciclo de claridade/escuriddo de 12 h,
com acesso livre a agua da torneira filtrada e alimentos de
laboratdério peletizados estandardizados (SAFE, Franca)
durante todo o estudo. Na rececdo nas instalacdes para
animais, foram alojados 5 por gaiola e foi observado um
periodo de aclimatizacao de 10 dias antes de quaisquer
testes. 0Os animais foram identificados individualmente na
cauda.

Cinco grupos de 10 animais cada (ratos machos Lewis
com 5 semanas de idade - LEWIS Lew/Ico, de Charles River
Laboratories - Bélgica) foram incluidos neste estudo: Grupo
1l: ratos ndo artriticos/salina (veiculo), bolo i.v., n=10;
Grupo 2: ratos artriticos/salina (veiculo), bolo 1i.v.,
n=10; Grupo 3: ratos artriticos/3 mg/kg de Indometacina,
p.o diariamente durante 10 dias, n=10; Grupo 4: ratos
artriticos/E3,1 mg/kg, bolo i.v., n=10; Grupo 5: ratos
artriticos/ 911, 10 mg/kg, bolo i.v., n=10. As doses foram
expressadas em termos de substadncia ativa livre (mg/kg). O
E3 e 911 foram preparados extemporaneamente em salina a
partir da solugdo-mée para a concentracao desejada. E3 1
mg/kg: 3,41 mL de solucdo-mde (0,88 mg/ml) g.s.p. 15 mL de
salina. 911 10 mg/kg: 12 mL de solugdo-mde (2,5 mg/ml)
g.s.p. 15 mL de salina. Todas as solugbes diluidas (antes
da injecgao i.v.) foram esterilizadas utilizando uma unidade
de filtro westéril de 0,20 upm. Os valores de ©pH e
osmolaridade das solugdes diluidas foram medidos antes de
cada injecdo i.v. Antes da primeira i.v., a osmolaridade
(mosm/L) para salina, o E3 e o 911 correspondiam a 278, 269
e 308 respetivamente; o pH para salina, o E3 e o 911
correspondiam a 5,93, 6,76 e 6,71 respetivamente. Antes da
segunda i.v., a osmolaridade (mosm/L) para salina, o E3 e o

911 correspondiam a 280, 270 e 309 respetivamente; o pH
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para salina, o E3 e o 911 correspondiam a 5,86, 6,72 e 6,59
respetivamente.

O E3 ou 911 ou a salina foram administrados por
injegdo em bolo i.v. no Dia 14 e Dia 19 apds a inducéao de
artrite numa ordem codificada e aleatdéria com um volume de
5 mL/kg. O grupo nado artritico recebeu salina por injecéo
em bolo 1.v. no Dia 14 e Dia 19 com um volume de 5 mL/kg. A
indometacina foi preparada extemporaneamente em 1% de
metilcelulose. A indometacina foi administrada por via oral
(p.o.) uma vez por dia durante 10 dias do Dia 14 ao Dia 23
apds a indugao de artrite numa ordem codificada e aleatdria
com um volume de 10 mL/kg.

2. Inducao de artrite

No Dia 0 (D0), a artrite foi induzida em 70 ratos por
injecdo intradermal na cauda de 0,05 ml de uma suspensao de
micobactéria butirica. Um grupo de 10 ratos nao recebeu
nenhuma injec¢do intradermal (ratos ndo artriticos). No Dia
14 (Dl4), os ratos artriticos foram incluidos no estudo
utilizando os seguintes critérios: todos os ratos incluidos
apresentaram um aumento do volume médio da pata (média do
volume da pata esquerda e direita) de, pelo menos, 0,30 ml
em comparac¢ao com o volume médio da pata (média do volume
da pata esquerda e direita) no grupo nao artritico (medicgao
do volume da pata conforme descrito abaixo); todos os ratos
incluidos apresentaram uma vocalizacdo na flexdo suave
(mediacdo da resposta nocicetiva conforme descrito abaixo);
e todos o0s ratos incluidos apresentaram uma classificacao
de 1indice de artrite de 2 a 3 em cada pata traseira
(mediacdo do indice de artrite conforme descrito abaixo)
(os animais com uma classificacdo de 0, 1 ou 4 foram
excluidos) .

3. Peso corporal

Os animais foram pesados uma vez por dia do Dia 0 ao
Dia 24 (exceto durante os dias de fim de semana antes do

tratamento: D1, D2, D8, D9, DI10). Todas as medigdes foram
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efetuadas entre as 9:00 h e 12:00 h, exceto no D14 (7:30 h
e 9:00 h) e no D24 (7:30 h e 8:00 h).

3. Medicgdo do volume da pata

0 volume da pata traseira direita e esquerda de cada
rato (ratos artriticos e ndo artriticos) foi medido
utilizando um pletismédmetro. As medigdes foram efetuadas
nos tempos seguintes (apds a inducdo de artrite): Dia 14
(antes de bolo i.v. ou administracao p.o); e Dia 24 (5 dias
apdés a ultima injecdo em bolo i.v. ou 24 h apds a ultima
administracdao p.o.). Todas as medicgdes foram efetuadas
entre as 9:00 h e 12:00 h. Todas os dados foram recolhidos
e armazenados através do software WinDas.

4, Indice de artrite

O indice de artrite foi avaliado wutilizando uma
classificacdao de inflamacadao para cada pata traseira e
dianteira (ratos artriticos): Classificacdo 0: aspeto
normal; Classificacdo 1: eritema; Classificacdo 2: eritema
com ligeiro edema; Classificacdao 3: forte inflamacao sem
anquilose; Classificacdo 4: anquilose. Esta avaliacado foi
efetuada nos tempos seguintes (apds a indugdo de artrite):
Dia 14 (antes de bolo i.v. ou administracao p.o); e Dia 24
(5 dias apds a ultima injecdo em bolo i.v. ou 24 h apds a
tltima administracdo p.o.). Todas as medigdes foram
efetuadas entre as 14:00 h e 15:00 h (D14), 8:00 h e 9:00 h
(D24). Todos os dados foram recolhidos e armazenados
através do software WinDas.

5. Medicdo da resposta nocicetiva (Teste de vocalizacdo)

A resposta nocicetiva foil avaliada através da flexao
suave da pata traseira direita e esquerda repetidamente 2
vezes em intervalos de 4 a 5 s com um dedo do cirurgiao
(ratos artriticos). A intensidade do nivel de wvocalizacéo
foi registada para cada pata traseira de cada animal (2
vezes: na pata traseira direita: sl e s3; 2 vezes: na pata
traseira esquerda: s2 e s4). Esta avaliacadao foi efetuada

nos tempos seguintes (apds a indugdo de artrite): Dia 14
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(antes de bolo i.v. ou administracdo p.o.); Dia 18 (antes
da segunda injecdo em bolo i.v. ou 1 h apds a administracao
p.o.); e Dia 24 (5 dias apds a ultima injecdo em bolo i.v.
ou 24 h apds a ultima administracao p.o.). Todas as
medicdes foram efetuadas entre as 9:00 h e 12:00 h, exceto
no D14 (7:30 h e 9:00 h) e no D24 (7:30 h e 9:00 h).

6. Recolha de sangue para medicado da concentracdo de E3 ou

911 e do TGF-B1 em circulacao e dos paradmetros

hematoldgicos

No Dia 24 (apds as medicdes do volume da pata e do
indice de artrite e a vocalizacao de teste), sob anestesia
geral utilizando isoflurano (numa mistura de oxigénio e
6xido nitroso), as amostras de sangue (cerca de 800 a 1000
nl) foram recolhidas através de agao capilar com uma
micropipeta a partir do seio retro-orbital.

Medi¢cdo da concentrag¢do de E3 ou 911 (grupos 2, 4 e
5): uma parte da amostra de sangue foi recolhida em tubos
que contém Li-Heparina (mantida no gelo) e centrifugada em
2500 a 3000 g durante 10 min. As amostras de plasma (pelo
menos 100 pL) foram obtidas, congeladas em azoto ligquido e
armazenadas a -80 °C. Uma amostra foi 1ligeiramente
hemolisada (rato artritico tratado com veiculo N.° 36).

Medigcdo do TGF-B1 em circulacdo (grupos 1-2-3-4-5):
uma parte da amostra de sangue foi colhida em microtubos
para preparacdo de soro a temperatura ambiente. A seguir a
recolha de sangue, o sangue foili misturado e pdde coagular
durante 30 minutos antes da centrifugacdo. Os tubos foram
centrifugados em cerca de 6000 g durante 3 minutos. Cada
amostra de soro (pelo menos 100 uL, exceto para o rato N.°
52 e N° 53) foi fracionada e armazenada a -20 °C até a
ativacdo da amostra para a andlise de TGF-Bl. Estas
aliquotas (50 frascos) foram mantidas durante um periodo de
6 meses a comecgar a partir do final do estudo. Algumas
amostras foram ligeiramente hemolisadas (rato ndo artritico

tratado com veiculo: N.° 2, N.° 5, N.° 9, N.° 10; rato
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artritico tratado com veiculo: N.° 53, N.° 63; rato
artritico tratado com E3 N.° 31, N.° 51; rato artritico
tratado com 911: N.° 52, N.° 62, N.° 64). 0Os niveis de TGF-
Bl foram medidos wutilizando um kit ELISA TGF-B1 humano
(ref. DB100, Lote 212258 e 213610, R&D Systems - Franca).

Recolha de sangue para parametros hematoldgicos

(grupos 1-2-3-4-5: 50 frascos): uma parte da amostra de
sangue foi recolhida em tubos que contém K3 - EDTA (pelo
menos 100 pL). A determinacdo dos parametros foi efetuada

no dia da recolha e as amostras nao foram armazenadas. Os
parémetros hematoldégicos, incluindo gldébulos vermelhos do
sangue, gldébulos brancos do sangue, plagquetas, hemoglobina
e hematdcrito, foram medidos com um contador de células de
hematologia (D24). Alguns pardmetros hematoldgicos nao
foram medidos devido as amostras coaguladas (rato nao
artritico tratado com veiculo: N.° 10; ratos artriticos
tratados com E3: N.° 59, N.° 67; ratos artriticos tratados
com 911: N.° 16).

7. Niveis de citocina na pata

No Dia 24 (5 dias apds a ultima injecdo em bolo i.v.
ou 24 horas apds a ultima administracdo p.o.) (apds as
radiografias de raios X), a pata traseira de cada animal
(ratos artriticos ou nado artriticos) foi pesada e recolhida
num frasco de polietileno rotulado. As amostras de tecido
foram congeladas em azoto liquido e armazenadas a -80 °C.

Preparagdo das substédncias homogeneizadas da
articulacdo: as patas traseiras congeladas foram
pulverizadas utilizando um Biopulverizador. Em seguida, as
patas traseiras pulverizadas foram colocadas num tubo de
centrifugagao cénico de 50 ml com 3 ml de PBS complementado
com 50 pl de mistura antiprotease e homogeneizado no gelo
utilizando o homogeneizador Ultra-Turrax (50% da velocidade
maxima) . As substancias homogeneizadas foram depois
centrifugadas em 2000 x g durante 15 minutos a 4 °C e os

sobrenadantes foram filtrados através de filtros Sartorius
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de 0,2 um; fracionados e armazenados a -80 °C até a
utilizacao.

Medigcdo dos niveis de citocina: os niveis de citocina
de TNF-o (kit ELISA TNF-o de rato, ref. RTAQ0, Lote 213718,
R&D Systems, Francga), IL-13, kit ELISA IL-1B de rato, ref.
RLB0O0O, Lote 212435, R&D Systems, Franca), IL-6, kit ELISA
IL-6 de rato, ref. R6000, Lote 211773, 214008 e 214362, R&D
Systems, Franga), e TGF-11, kit ELISA TGF-R1 humano, ref.
DB100, Lote 212258 e 213610, R&D Systems, Franca) foram
determinados em duplicado, de acordo com o procedimento do
fabricante. As aliquotas das substéncias homogeneizadas da
pata traseira foram armazenadas a -80 °C.

8. Andlise de raios X

No Dia 24, apds a recolha de sangue, os animais foram
sacrificados e foram obtidas radiografias de raios X (patas
traseiras) para a estimativa das lesdes da articulacado. A
andlise de raios X focou-se nas erosbes articulares, espaco
articular e anormalidades do peridsteo em ambas as patas
traseiras. Todas as radiografias foram analisadas
observando sete itens diferentes: lesdao no tecido mole,
deformidade, desmineralizacao, espaco da articulacao,
erosbes, osteogénese e reacao periostal. Para cada animal,
0s primeiros seis itens foram analisados independentemente
observando a pata traseira pior. A reacao periostal foi
analisada observando a cauda. Para cada item, a
classificagdo wvaria entre 0 (normal) e 4 (lesdao maxima).
Por conseguinte, a classificacgdo total varia entre 0 e 28.
A interpretacado radiogrdfica foi efetuada pelo mesmo leitor
sem saber nada sobre os animais (tratados ou nédo tratados).

9. Observacdes

Um animal (N.° 65) morreu no D23 apds a administracao
de indometacina (antes da administracdo no D23) devido a
uma causa desconhecida.

10. Andlise e expressao dos resultados

Todos os resultados foram declarados como Média = EPM
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de 10 ratos de cada grupo em cada momento. O volume da pata
foi expressado em ml calculados a partir do valor médio do
volume da pata direita e esquerda. O indice de artrite foi
calculado a partir da soma da classificacdo obtida para
cada uma das 4 patas. A resposta nocicetiva foil avaliada
através da intensidade do nivel de vocalizacao registada
para cada animal (média de 4 valores: 2 vezes/pata) em mV.
L percentagem de 1inibigcdo da resposta nocicetiva foi
calculada a partir do wvalor médio do grupo artritico
tratado com veiculo [(valor médio do grupo artritico
tratado com veiculo/valor médio do grupo artritico
tratado/valor médio do grupo artritico tratado com
veiculo)* 100]. O peso corporal foi expressado em gramas. O
peso das patas traseiras (esquerda e direita) foi
expressado em gramas. 0Os niveis de citocina (IL-6, IL-18,
TNF-o e TGF-R1) de cada pata traseira foram expressados em

pg/ml. Os niveis de circulacgdo de TGF-B1 foram expressados

em pg/ml. O indice radioldégico para cada parametro
(desmineralizacao, erosdes, racdao periostal, lesdo do
tecido mole, espacgo da articulacao, osteogénese,

deformidade) e o 1indice radioldgico total (classificacao
total) foram calculados a partir da soma das classificacdes
obtidas para cada parédmetro. Os significados intergrupo dos
desvios entre os valores do grupo tratado com veiculo
(ratos artriticos) e do grupo tratado com veiculo (ratos
nao artriticos) foram estimados através do teste t de
Student t ou do Teste de Mann-Whitney quando o teste de
normalidade ou varidncia igual falhou. Os significados
intergrupo dos desvios entre os valores do grupo tratado
com veiculo (ratos artriticos) e dos grupos tratados com E3
e 911 e Indometacina foram estimados através da analise de
varidncia a 1 fator ANOVA seguida do teste t de Dunnett nao
emparelhado. Uma probabilidade de P<0,05 foi considerada
como significativa. Toda a andlise estatistica foi efetuada

através do software Sigmastat™.
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Resultados

1. Resposta nocicetiva (teste de vocalizacéo)

Conforme ilustrado na Tabela 11 e na Figura 18, no
D14, a resposta nocicetiva foi 4147 + 331, 4386 + 235, 4644
+ 367 e 4468 + 143 nos grupos artriticos tratados com
veiculo, indometacina, E3 e 911, respetivamente. A
indometacina diminuiu forte e significativamente a resposta
nocicetiva apds 3 mg/kg/dia p.o. (durante 10 dias) em cerca
de -3768 mvV (% de inibicdo: 71 %) e -4353 mV (% de
inibicdo: 74 %) no D18 e D24, respetivamente, em comparacao
com o grupo artritico tratado com veiculo (D18: 1511 + 398
vs 5279 + 326 mV; D24: 1552 £+ 508 wvs 5905 + 345 mv). O E3
(1 mg/kg i.v. no D14 e D19) diminuiu forte e
significativamente a resposta nocicetiva em cerca de -4167
mV (% de inibicdo: 79 %) e -5905 mV (% de inibicdo: 100 %)
no D18 e D24, respetivamente, em comparagdo com O grupo
artritico tratado com veiculo (D18: 1112 + 401 wvs 5279 =
326 mv; D24: 0 + 0 vs 5905 + 345 mv). O 911 (10 mg/kg i.v.
2 dias no D14 e D19) diminuiu forte e significativamente a
resposta nocicetiva em cerca de -3932 (% de inibicao: 74 %)
e -5358 mv (% de inibicao: 91 %) no D18 e D24,
respetivamente, em comparacdao com o grupo artritico tratado
com veiculo (D18: 1347 + 492 wvs 5279 £+ 326 mV; D24: 547 +
307 vs 5905 £ 345 mv).
Tabela 11. Efeitos do E3 e 911 apds injecado i.v. (2 dias:

D14 e D19) na resposta nocicetiva na artrite reumatoide em

ratos
Dia D14 D18 D24
veiculo i.v. 4147+331 5279+326 5905+345
E3 46441367 1112+401+* 0+0*
1 mg/kg i.v.
% de inibigédo 0 79 100
Ratos 911 4468 i.v.+143 1347+492*  547+307*
Artriticos
10 mg/kg
% de inibigédo 0 74 91
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Dia D14 D18 D24
Indometacina 3 4386+235 1511+398+* 1552+508
mg/kg p.o.
(durante 10
dias)
% de inibigdo 0 71 74

Os valores sao expressados em mV como Média + EPM
n=10 animais por grupo exceto no D24 para Indometacina (n=9)
Teste t de Dunnett: * P £ 0,05 vs ratos artriticos tratados com

veiculo

2. Peso corporal

Conforme ilustrado na Tabela 12 e na Figura 19, foi
observada uma diminuig¢dao acentuada no aumento de peso
corporal nos ratos artriticos em comparacdo com os ratos
ndo artriticos do DO ao D14 devido ao estabelecimento da
artrite. No D14 (dia de selecao), os ratos artriticos
apresentaram uma diminuicdo significativa no peso em
comparacgaoc com o0s ratos nao artriticos (289 + 2 vs 217 + 4
g) (teste t de Student P<0,05). Contudo, nado foi detetada
nenhuma diferenca significativa no peso (D14) em todos os
grupos artriticos (teste t de Dunnett P> 0,05). O peso
corporal aumentou moderada e significativamente no grupo
tratado com Indometacina (3 mg/kg/dia durante 10 dias) do
D17 ao D24 com um méximo de cerca de 43 g no D24 em
comparacgao com o grupo artritico tratado com veiculo (261 #*
5 vs 218 £+ 3 g). Apds o tratamento com E3 (1 mg/kg 1.v. no
D14 e D19), O peso corporal aumentou moderada e
significativamente do D17 ao D24 com um maximo de cerca de
46 g no D24 em comparacado com O grupo artritico tratado com
veiculo (264 + 5 g vs 218 + 3 g). Apds o tratamento com 911
(10 mg/kg i.v. no D14 e D19), o peso corporal aumentou
moderada e significativamente do D18 ao D24 com um maximo
de cerca de 47g no D24 em comparagao com o grupo artritico

tratado com veiculo (265 + 7 vs 218 = 3 g).
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Tabela 12, Bfeitos do E3 e 911 apos a injecao 1.v. (2 dias: DL4 e DI19) no peso corporal

na artrite reumatoide em ratos

Dia D0 D3 D4 Db D6 D7 DIl D12 DI3 D4

Ratos Néo velculo 1,v,  197+2 215+0 22242 232+7 236:2 244+) 272+2 277+) 28242 289+
Artriticos

veiculo i.v.  199+2 214+) 221+2 23042 236:2 24123 229+6 223:5 218+5 217:4

Ratos E3 1mg/kg iv. 206:4 222:3 23083 241#3 24333 249:3 242+6 237i6 23045 22545
Artriticos
01 10 mg/kg i.v. 20122 £5211 5218 5227 5231 5239 8234 7228 2217 21816

Indometacina 3 202:3 217:4 225+4  235+d  239:4  246:4 242:7 23h:7 2276 224+)

ng/kg p.0.
durante 10 dias

Dia pi5 D6 D17 DI§ DI9 D20 D2l D22 D23 D24

Ratos Néo velculo 1.v. 28522 291£2 29742 30243 307+ 308£3 312:3 316£3 32143 32643
Artriticos

velculo i.v.  213+4 2124 21143 210+3 208:3 210:3 212:3 214+3 216+ 218t3

Ratos E3 1mg/kg iv. 223:5 22425 227+d+ 232++4 235%+d 238*zd 245:d* 250:5* 257:h* 264+5*
Artriticos
91 10 mg/kg i.v. 217:5 22115 226+ 229t5+ 233t6* 239t6* 246:6* 253:6* 258:6* 265+7*

Indometacina 3 23014 230:5 231xdx 234#dx 23614+ 241tdr 24614+ 248:5* 253:5* 261:5*

ng/kg p.o.
durante 10 dias

0s valores sdo expressados em gramas como Média £ EPM n=10 animais por grupo exceto no D23 e D24 (n=9)
para Indometacing
Teste ¢ de Dumnett: * P < 0,00 vs ratos artriticos tratados com velculo
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3. Volume da pata

No D14, foi efetuada uma selecao aleatdéria para obter
grupos homogéneos em termos de volume da pata. Conforme
ilustrado na Tabela 13, no D14, o volume da pata traseira
(média do volume da pata direita e esquerda) era
significativamente maior no grupo artritico do que no grupo
nao artritico (2,10 + 0,05 vs 1,44 + 0,02 mL (teste t de
Student P<0.05)). A indometacina (3 mg/kg/dia p.o. durante
10 dias) diminuiu significativamente o volume da pata em
cerca de -0,75 mL (D 24) em comparagcao com O Jgrupo
artritico tratado com wveiculo (1,59 + 0,03 mL vs 2,34 +
0,08 mL). O E3 (1 mg/kg i.v. no D14 e D19) aumentou ligeira
e significativamente o volume da pata em cerca de 0,37 mL
em comparagcao com O grupo artritico tratado com veiculo
(2,71 £ 0,09 mL vs 2,34 £ 0,08 mL). O 911 (10 mg/kg i.v. no
D14 e D19) aumentou ligeira e significativamente o volume
da pata em cerca de 0,36 mL em comparagao com O Jgrupo
artritico tratado com veiculo (2,70 = 0,11 mL vs 2,34 +
0,08 mL).

Tabela 13. Efeitos do E3 e 911 apds a injecgdo i.v. (2 dias:

D14 e D19) no volume da pata na artrite reumatoide em ratos

Dia D14 D24
Ratos N3o veiculo i.v. 1,44+0,02 1,47+0,02
Artriticos
veiculo i.v. 2,10+0,05 2,34+0,08
E3 1 mg/kg i.v. 2,06+0,03 2,71+0,09*
Ratos Artriticos 911 10 mg/kg i.v. 2,02+0,07 2,700, 11+*
Indometacina 3 mg/kg 2,08+0,06 1,59+0,03*
p.o. durante 10 dias

Os valores sdo expressados em mL como Média + EPM
n=10 animais por grupo exceto no D24 para Indometacina (n=9)
Teste t de Dunnett: * P £ (0,05 vs ratos artriticos tratados

com veiculo
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4, Indice de artrite

Conforme ilustrado na Tabela 14, no D14, o indice de
artrite era 10,1 + 0,8, 8,7 = 0,6, 10,2 £ 0,4 e 9,4 = 0,7 e
nos grupos artriticos tratados com veiculo, indometacina,
E3 e 911, respetivamente. A indometacina diminuiu forte e
significativamente o indice de artrite apds 3 mg/kg/dia
p.o. (durante 10 dias) num maximo de cerca de -8,0 em
comparacao com o grupo artritico tratado com veiculo (2,7 #*
0,7 vs 10,7 + 0,6). O E3 (1 mg/kg i.v. no D14 e D19) nao
afetou o 1indice de artrite em comparagdo com O Jgrupo
artritico tratado com veiculo (11,4 + 0,4 vs 10,7 £ 0,6). O
911 (10 mg/kg i.v. no D14 e D19) nao afetou o indice de
artrite em comparagdo com © grupo artritico tratado com
veiculo (10,9 =+ 0,7 vs 10,7 £ 0,6).

Tabela 14. Efeitos do E3 e 911 apds a injecao i.v. (2 dias:

D14 e D19) no indice de artrite na artrite reumatoide em

ratos
Dia D14 D24
Ratos Artriticos veiculo i.v. 10,1+0,810,7+0,6
E3 1 mg/kg i.v. 10,2+0,411,4+0,4
911 10 mg/kg i.v. 9,4+0,7 10,9+0,7

Indometacina 3 mg/kg p.o. durante 8,7+0,6 2,7%0, 7%

10 dias

Os valores sao expressados como Média + EPM (classificacédo)
n=10 animais por grupo exceto para Indometacina (n=9)
Teste t de Dunnett: * P < 0,05 vs ratos artriticos tratados com

veiculo

5. Niveis de citocina na pata

Conforme ilustrado na Tabela 15, no D24, os niveis de
citocina nas patas esquerda e direita foram aumentados no
grupo artritico tratado com veiculo num maximo de cerca de
3,5 (IL-1B), 4 (INF-a) e 1,8 (TGF-B1l) dobras em comparacao
com O grupo nado artritico tratado com veiculo. Nao foi

observada nenhuma diferenca significativa para os niveis



IL-6, na pata direita e esquerda, entre os dois grupos. Os
niveis de citocina do grupo artritico eram semelhantes na
pata esquerda e direita: 259,7 + 38,5 vs 219,2 + 32,4,
4802,8 + 365,5 vs 4007,1 + 380,4, 17,8 £+ 1,6 vs 18,6 = 1,9
e 9735,0 £ 1219,8 vs 9161,4 £ 846,1 pg/ml para IL-6, IL-18,
TINF-o e TGF-1 respetivamente. A indometacina diminuiu
ligeira, mas significativamente, o nivel TGF-f1 na pata

direita apdés 3 mg/kg/dia p.o.
1,3 vezes,
(7057, 4

nao modificou os niveis IL-6,

veiculo

um

esquerda.
niveis IL-6,
comparag¢ao com o grupo artritico tratado com veiculo.
no D14 e D19)

efeito
0O E3

(10 mg/kg i.v.

semelhante,

IL-

+

(1 mg/kg i
16,

mas
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nao

V.

+

no D14 e D19)
TINF-o ou TGF-f1,

(durante 10 dias)

846,1),

significativo,

em ambas as patas,

em cerca de
em comparagao com O grupo artritico tratado com
335,6 vs 9161,4
TNF-o ou IL-1R.

ao passo que

Foli observado

na pata

nao afetou os

em
0 911

aumentou o nivel IL-1f3 na pata

direita em comparagdao com © grupo artritico tratado com

veiculo

(6215, 3

-+

666,7 Vs

4007,1

+ 380,4).

Nao teve nenhum

efeito noutros niveis de citocina em ambas as patas.

Tabela 15. Efeito do E3 e 911 apds a injecgao i.v.
no D14 e D19)

(2 dias

nos niveis de citocina na pata em ratos

artriticos reumatoides

Niveis de citocina da pata esquerda

Ratos Néo

Ratos Artriticos

Artriticos
veiculo i.v. veiculo i.v. | E3 1 mg/kg (911 10 mg/kg | Indometacina
i.v. i.v. 3 mg/kg p.o.
IL-6 | 298,6+35,6 259,7+38,5 | 234,4+35,2 | 262,5+42,5 249,7+60,4
IL-1 | 1383,0+57,9 |4802,8+365,5|5060,0+473,5|5500,8+625,3 | 4029,1+449,9
B
TNF-o 4,3+2,9 17,8+1,6 23,6+2,5 29,9+4,8 29,9+43,6
TGF- |5264,7+209,2(9735,0+1219,8|9796,7+491, 2[11053,5+713, 3| 7708,2+293,9
Bl

Niveis de citocina da pata direita
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Ratos Né&o

Artriticos

Ratos Artriticos

veiculo i.v.

veiculo i.v.

E3 1 mg/kg

i.v.

911 10 mg/kg

i.v.

Indometacina

3 mg/kg p.o.

IL-6

286,4+76,1

219,2+32,4

214,6+47,2

284,9+38,9

295,9+47,8

IL-1B

1342,1+86,1

4007,1+380,4

4853,5+605, 0

6215,3+666,7*

3884,4+534,4

TNF-o

15,7+4,8

18,6+1,9

21,5+2,5

33,4+5,7

30,6+5,7

TGF-

5024,8+148, 4

9161,4+846,1

9362,7+423, 4

10861,2+604,6

7057,4+335,6*

Bl

Os valores sdo expressados em pg/ml,

como Média * EPM

n=10 animais por grupo exceto para Ndo artritico/veiculo (Pata

direita), Artritico/veiculo (Pata esquerda) e Indometacina (n=9)

Teste t de Dunnett: * P 0,05 wvs ratos artriticos tratados com

veiculo

6. Medicao do TGF-f1 em circulacgao

Conforme ilustrado na Tabela 16, no D24, o nivel NGF-
Rl de soro foi aumentando no grupo artritico tratado com
veiculo em comparagao com O grupo nao artritico tratado com
(81715, 7 1984,1 60269, 9 2142,8). A
indometacina diminuiu significativamente o nivel TGF-$1 de

(durante 10 dias)

+

+

veiculo Vs

soro apds 3 mg/kg/dia p.o. em cerca de

1,5 vezes em comparacdo com o grupo artritico tratado com

veiculo (57222,2 + 3194,1 wvs 81715,7 + 1984,1). O E3 (1
mg/kg i.v. no D14 e D19) e o 911 (10 mg/kg i.v. no D14 e
D19) diminuiram significativamente nivel TGF-B1 de soro, de

modo a que o nivel de citocina nos grupos tratados com E3 e
911 fossem compardveis com 0s observados no grupo artritico
tratado com veiculo (69408,8 3926,7 e ©67214,5 3649, 4
vs 60269,9 2142,8) .

+

+

+

respetivamente,
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Tabela 16. Efeito do E3 e 911 apdés a injecado i.v. (2 dias

no D14 e D19) nos niveis TGF-B1l de soro em ratos artriticos

reumatoides
Ratos Néo Ratos Artriticos
Artriticos
veiculo i.v. veiculo i.v. E3 1 911 Indometacina
mg/kg i.v.| 10 mg/kg |3 mg/kg p.o.
i.v.
TGF-p1l 60269, 9 81715, 7 69408, 8 67214,5 57222,2
+2142,8 +1984,1 +3926, 7* +3649, 4% +3194,1%*

Os valores sdo expressados em pg/ml, como Média = EPM

n=10 animais por grupo exceto para Ndo artritico/veiculo (Pata
direita), Artritico/veiculo (Pata esquerda) e Indometacina (n=9)
Teste t de Dunnett: * P < 0,05 vs ratos artriticos tratados com

veiculo

7. Pardmetros hematoldgicos

Conforme ilustrado na Tabela 17, 0sS parémetros
hematoldédgicos, tais como gldébulos brancos do sangue e
plaquetas, eram maiores nos ratos artriticos tratados com
veiculo em comparagao com oS ratos nao artriticos tratados
com veiculo (teste t de Student P<0,05), ao passo que o0s
gldébulos vermelhos do sangue, a hemoglobina e o hematdécrito
(teste t de Student P>0,05) ndo foram alterados. A
indometacina ndo afetou o0s parédmetros sanguineos apds 3
mg/kg/dia p.o. (durante 10 dias) em comparacdao com O grupo
artritico tratado com veiculo. O E3 (1 mg/kg i.v. no D14 e
D19) ndo afetou os paradmetros sanguineos em comparacdo com
0 grupo artritico tratado com veiculo. O 911 (10 mg/kg i.v.
no D14 e D19) ndo afetou os parédmetros sanguineos em

comparacao com o grupo artritico tratado com veiculo.
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Tabela 17. Efeitos do E3 e 911 apds a injecdo i.v. (2 dias
no D14 e D19) nos parédmetros sanguineos na artrite

reumatoide em ratos (Medicdo no D24)

Dia Gldébulos Glébulos Hemoglobina Hematdécrito % Plaquetas
brancos do vermelhos g/dl 10°/mm®
sangue do sangue
10%/mm’ 10°/mm’
Ratos veiculo i.v. 8,7+0,9 7,98+0,31 15,1+0,7 42,6+1,6 322+89
Néo n=9 n=9 n=9 n=9 n=9
Artriticos
veiculo i.v. 19,0+0,9 7,54+0,31 13,2+0,7 37,4+1,6 10,43+89
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10
E3 19,1+1,2  7,74+0,17 12,9+0,3 38,5+1,0 827+77
1 mg/kg i.v. n=7 n=8 n=8 n=38 n=8
Ratos 911 22,6+2,9 7,300, 40 12,140, 7 36,5+2, 1 799+121
Artriticos
10 mg/kg i.v. n=8 n=9 n=9 n=9 n=9
Indometacina  21,7+2,5  6,93+0,31 11,8+0,6 35,0+1,5 705+111
3 mg/kg p.o. n=9 n=9 n=9 n=9 n=9
durante 10 dias

Os valores sdo expressados como Média + EPM

Anova: P> 0,05 vs ratos artriticos tratados com veiculo

7. Peso da pata traseira

Conforme ilustrado na Tabela 18, o peso das patas
traseiras esquerda e direita era maior nos ratos artriticos
tratados com veiculo do gque nos vratos nao artriticos
tratados com veiculo (3,43 + 0,11 vs 1,98 = 0,01 e 3,32 +
0,12 vs 1,99 + 0,02 g, respetivamente) (teste t de Student
ou Mann-Withney P<0,05). A indometacina diminuiu
significativamente o ©peso das patas traseiras apds 3
mg/kg/dia p.o. (durante 10 dias) em comparaCcao com O Jgrupo
artritico tratado com veiculo (pata traseira esquerda: 2,23
+ 0,04 vs 3,43 + 0,11 g; pata traseira direita: 2,20 = 0,05
vs 3,32 £ 0,12 g). 0 E3 (1 mg/kg i.v. no D14 e D19) apenas
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aumentou significativamente o peso da pata traseira
esquerda em comparacao com O grupo artritico tratado com
veiculo (pata traseira esquerda: 3,86 + 0,14 vs 3,43 + 0,11
g; pata traseira direita: 3,72 + 0,13 vs 3,32 + 0,12 g). O
911 (10 mg/kg i.v. no D14 e D19) apenas aumentou
significativamente o peso da pata traseira direita em
comparacado com o grupo artritico tratado com veiculo (pata
traseira esquerda: 3,73 + 0,12 wvs 3,43 + 0,11 g; pata
traseira direita: 3,83 + 0,15 vs 3,32 + 0,12 qg).

Tabela 18. Efeitos do E3 e 911 apds a injecao i.v. (2 dias

no D14 e D19) no peso das patas traseiras na artrite

reumatoide em ratos (Medigdo no D24)

Pata esquerda Pata direita

Ratos N&o Artriticos veiculo i.v. 1,98+0,01 1,99+0,02
veiculo i.v. 3,43+0,11 3,32+0,12
E3 3,86+0, 14* 3,7240,13

1 mg/kg i.v.
Ratos Artriticos 911 3,73+0,12 3,83+0,15%

10 mg/kg i.v.
Indometacina 3 mg/kg 2,23+0,04%* 2,20+0,05%*

p.o.
durante 10 dias

Os valores sdao expressados em gramas como Média + EPM
n=10 animais por grupo exceto para Indometacina (n=9)

Teste t de Dunnett: * P < 0,05 vs ratos artriticos tratados com veiculo

8. Andlise de raios X

Conforme ilustrado na Tabela 19, fol observada uma
classificacao total de 0,0 £ 0,0 nos ratos nao artriticos
tratados com veiculo. Os ratos artriticos tratados com
veiculo tém wuma classificacdo total de 15,1 + 1,3 com
classificacgdes altas para desmineralizacao (2,4 + 0,3),
erosdes (2,7 = 0,3), lesao do tecido mole (3,1 + 0,2) e
espaco da articulacdo (3,3 +* 0,2), e uma classificacao

moderada para reacdao periostal (1,0 + 0,3), osteogénese
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(0,8 = 0,2) e deformidade (1,8 + 0,2). A indometacina (3
mg/kg/dia p.o. durante 10 dias) diminuiu forte e
significativamente a classificacdao total em cerca de 10,7
em comparagao com ratos artriticos tratados com veiculo
(4,4 + 0,9 vs 15,1 + 1,3). O E3 (1 mg/kg i.v. no D14 e D19)
nao afetou a classificacado total em comparagdao com O Jgrupo
artritico tratado com veiculo (14,2 + 1,3 vs 15,1 + 1,3). O
911 (10 mg/kg i.v. no D14 e D19) nado afetou a classificacéao
total em comparagao com O grupo artritico tratado com
veiculo (15,4 + 1,0 vs 15,1 = 1,3).
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Tabela 19, Efeitos do E3 ¢ 911 apds a injecdo 1.v. (2 dias no DI4 & D19) nos pardmetros

de raios X na artrite reumatolde em ratos

Dia Desmineralizacd Erosdes Reagdo lesdo Espago da osteogénes Deformidad Classificagd
0 periosta do articulagd e e 0 TOTAL
1 tecido 0

mole

Ratos Néo| veiculo 0,0£0,0  0,040,0 0,020,0 0,0¢0,0 0,0:0,0  0,0:0,0 0,0:0,0  0,020,0
Artritico| i.v.

§

veiculo 2,4:0,3  2,710,3 1,0:0,3 3,140,2 3,3t0,2  0,8:0,2 1,8:0,2  15,1#,3
L.v.
E3 Img/kg  2,0:0,2  2,4#0,3 0,820,2 3,3:0,3 2,740,2  1,2:0,2 1,802 14,2413
i.v,
Ratos | 91110 2,3:0,3  2,580,2 1,0:0,3 3,4¢0,2 3,3t0,2 0,9¢0,2 2,0:0,2  15,4£1,0
Artritico| my/kq i.v,

§

Indometacin  0,3:0,2¢  0,90,2 0,7:0,3 1,0¢0,2 1,0:0,2% 0,1:0,1 0, 420,2x 4,420, 9

a * ¥

3 ng/kg

p.0.

0s valores sdo expressados como Média = EPM (classificacdo).
n=L0 animals por grupo exceto para Indometacina (n=9)

Teste t de Dumnett: * P £ (,05 vs ratos artriticos tratados com veiculo
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Concluséo

Nas condicdes experimentais descritas acima, o E3 (1
mg/kg i.v. 2 dias: D14 e D19) e o 911 (10 mg/kg i.v. 2
dias: D14 e D19) mostraram efeitos analgésicos fortes, mas
ndo mostraram efeitos anti-inflamatdérios significativos
neste modelo de artrite.
Exemplo 9 Efeitos de doses diferentes de anticorpo E3 anti-
NGF num modelo de rato de artrite reumatoide

A capacidade do E3 para produzir reducdo na dor nos
ratos artriticos foi ainda investigada através da
verificacdo da relacdo da resposta a dose entre a
administracdo de E3 e a reducdo da dor. Os ratos foram
tratados com adjuvante para induzir artrite conforme
descrito acima. Dez ratos nao injetados com adjuvante foram
utilizados como controlos nao artriticos. Catorze dias apds
a injecdao de adjuvante, os animais foram classificados no
estudo com base nos critérios indicados acima, selecionados
aleatoriamente em oito grupos de dez ratos e testados
relativamente a 1intensidade da respetiva resposta de
vocalizagdao. Em seguida, receberam uma dose no dia 14 com
salina, ou 0,003 mg/kg, 0,01 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,1 mg/kg,
0,3 mg/kg, 1 mg/kg ou 5 mg/kg de anticorpo E3 conforme
descrito acima. Os animais foram testados relativamente a
respetiva resposta de vocalizacdo nos dias 16, 18, 20 e 24.
Os animais receberam uma nova dose com salina ou a mesma
dose de E3 no dia 18 apds a resposta de vocalizacao. Os
animais foram igualmente pesados todos os dias, a comecgar
no dia 14. Deste modo, o0s animais receberam uma dose duas
vezes com uma determinada dose de anticorpo ou salina nos
dias 14 e 18, e foram estimados relativamente a dor cinco
vezes nos dias 14, 16, 18, 20 e 24. Os dados sao ilustrados

nas Tabelas 20 a 22 e nas Figuras 20 a 22.
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Tabela 20, Efeitos de doses diferentes de E3 na resposta nocicetiva (intensidade de

vocalizacao) em ratos artriticos reumatoides. 0s valores de intensidade de vocalizagdo

530 expressados en nV como média + EPM

vefculo | 0,003 |0,01 mg/kg|0,03 mg/kg| 0,1 mg/kg | 0,3 mg/kg | 1,0 mg/kg | 5,0 mg/kg
ng/kg

dla 1d|média EPM| 112925 981,75 | 1007,28 | 963,18 | 1159,30 | 119,58 | 1067,00 896,25
143,06 71,00 66, 50 62,12 132,76 123,44 09,73 57,53

dia 16{média EPM| 1042,85 | 825,60 576, 88 448,43 283,71 151,85 (98,62 29,17(79,18 27,30
130,51 57,94 19,71 81,01 60,00 26,08

dia 18|média EPM| 968,10 427,43 334,45 292,52 262,96 194,19 174,13 200,42
117,83 18,55 35,10 52,36 02,32 53,96 88,61 120,15

dia 20|média EPM| 942,18 448,00 313,13 209,48 19,74 166,27 31,34(71,23 42,37163,57 23,47
100,69 33,73 61,98 24,43 33,18

dia 24{média EPM| 913,68 724,50 5%, 38 513,60 132,45 176,32 (19,21 10,14|12,35 12,35
131,29 115,90 44,76 63,67 70,38 66,61
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O efeito de tratar animais com varias doses de
anticorpo E3 anti-NGF na vocalizagcdao induzida por dor
(dados ilustrados na Tabela 20) foi analisado
estatisticamente wutilizando ANOVA a dois fatores para
comparar o0s resultados obtidos aos pares entre os animais
artriticos tratados com veiculo com os dos tratados com uma
determinada dose de anticorpo E3. Foi observado um efeito
altamente significativo em todos os niveis do E3 testado
(p<0,0001). Mesmo na dose menor testada (0,003 mg/kg de
E3), a diferenca na vocalizacao foi significativa
(p<0,0001).

Conforme ilustrado na Tabela 20 e na Figura 20, de
acordo com as experiéncias acima, o tratamento com o
anticorpo E3 em 1 mg/kg mostrou um alivio rdpido e forte da
dor. Em dois dias (0 primeiro momento testado) a
intensidade de vocalizacdo caiu perto de 90%. O tratamento
com concentragdes menores de E3 forneceu igualmente um
alivio forte da dor, embora em doses menores o alivio da
dor tenha demorado um pouco mais de tempo a aparecer. E
provavel que a diminuicdo evidente na eficdcia no dia 24 de
todas as doses testadas, menos das mals elevadas, se deva a
uma diminuicdo no nivel real de plasma E3 secunddrio para
uma resposta imunitdria da parte dos ratos expostos. E
evidente que as doses com apenas 0,003 mg/kg fornecem, pelo

menos, um alivio parcial da dor neste modelo.
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Tabela 21. Efeitos de doses diferentes de E3 no peso
corporal em ratos artriticos reumatoides (normalizado no
dia 14).

Nio Artritico veiculo 0,003 mg/kg 0,01 mg/kg 0,03 mg/kg

Dia Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM
14 | 100,00 0,00 | 100,00 0,00 | 100,00 0,00 | 100,00 0,00 | 100,00 0,00

15 99,53 0,30 | 99,14 0,37 | 99,20 0,48 99,18 0,43 | 100,34 0,36

16 102,52 0,45 99,57 0,60 99,58 0,79 99,33 0,72 100,89 0,57

17 | 103,31 0,41 | 99,50 0,64 | 100,46 0,77 | 99,69 0,73 | 101,80 0,82

18 | 106,11 0,72 | 100,26 0,93 | 100,90 1,19 | 100,69 0,72 | 102,70 0,92

20 109,62 0,85 101, 46 1,22 102,26 1,58 102,70 1,07 104,51 0,75

21 | 110,52 0,93 | 102,73 1,49 | 103,16 1,87 | 102,63 1,18 | 105,08 0,98

23 114,28 1,19 104,54 1,92 106,09 1,67 104,41 1,33 106,14 1,06

24 115,44 1,15 105,12 1,92 106,16 1,90 104,23 1,46 106,23 1,26

0,1 mg/kg 0,3 mg/kg 1,0 mg/kg 5,0 mg/kg

Dia Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM
14 100, 00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
15 99,83 0,59 101,05 0,38 100,53 0,37 101,61 0,41
16 101,07 0,82 102,88 0,50 102,95 0,56 104,009 0,60
17 101,89 1,12 104, 76 0,70 105, 74 0,76 106,85 0,79
18 103,69 1,47 107,11 0,78 108, 46 0,82 109,53 1,00
20 107,36 1,78 111,26 0,77 113,57 0,83 115,32 1,11
21 108,50 2,01 113,31 0,87 116, 71 0,92 119,11 1,21
23 109,25 2,15 115,59 1,38 123,35 1,13 126,36 1,94
24 108,77 2,08 115,58 1,43 124,41 1,00 127,25 1,79
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Efeitos de doses diferentes de E3 no peso

corporal em ratos artriticos reumatoides

(normalizado no

dia 0).
Ndo Artritico veiculo 0,003 mg/kg 0,01 mg/kg 0,03 mg/kg
Dia Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM
0 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00 100,00 0,00
1 100,45 0,19 98,34 0,48 98,37 0,35 98, 86 0,33 98,67 0,34
2 105,94 0,33 101,75 0,71 102,47 0,59 102,61 0,40 102,05 0,53
3 109,29 0,33 105,04 1,04 106,54 0,99 106,29 0,60 105,31 0,85
4 113,13 0,46 | 109,14 1,15 | 110,09 0,72 110,61 0,41 109,24 0,82
7 124,15 0,70 | 119,90 1,39 | 121,29 1,32 121,59 0,72 117,15 1,36
8 127,82 0,80 | 123,38 1,52 | 124,44 1,43 124,47 1,24 118,52 1,89
9 132,40 0,80 125,50 1,59 125,91 1,69 125,82 1,95 118,60 2,62
10 135,91 0,83 | 123,51 1,77 | 123,30 2,47 123,87 2,59 115,26 3,19
11 140,42 1,13 119,82 1,98 119,55 2,76 121,20 2,99 112,94 3,48
14 152,59 1,72 | 111,79 1,40 | 111,50 1,87 111, 80 1,65 108,37 2,75
15 151,87 1,87 | 110,82 1,41 | 110,63 2,05 110,85 1,44 108, 68 2,45
16 156,47 2,25 | 111,33 1,74 | 111,08 2,32 110,98 1,31 109,21 2,16
17 157,65 2,08 111,24 1,62 112,06 2,36 111,42 1,66 110,16 2,03
18 161,98 2,71 | 112,16 2,21 | 112,60 2,78 112,54 1,64 111,14 2,11
20 167,36 2,93 113,49 2,37 114,17 3,24 114,82 2,12 113,17 2,49
21 168,73 3,07 114,93 2,62 115,25 3,68 114,76 2,30 113,80 2,68
23 174,51 3,54 | 116,96 3,02 | 118,48 3,49 116, 76 2,51 114,93 2,62
24 176,27 3,50 | 117,63 3,13 | 118,58 3,71 116,56 2,57 114,99 2,51
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0,1 mg/kg 0,3 mg/kg 1,0 mg/kg 5,0 nmg/kg
Dia Média EPM Média EPM Média EPM Média EPM
0 100, 00 0,00 100, 00 0,00 100, 00 0,00 100, 00 0,00
1 99,31 0,61 99, 26 0,28 28,81 0,27 98,25 0,58
2 102,87 0,73 102,98 0,43 103,18 0,50 101, 82 0,53
3 106,26 0,82 106,95 0,50 106,52 0,55 105, 47 0,58
4 110,20 0,64 110, 50 0,58 110,52 0,67 109,29 0,58
7 120,50 1,20 120,03 0,82 121,54 1,15 119, 77 1,19
8 123, 48 1,58 121, 38 1,31 124,28 1,59 121,96 1,72
9 125, 46 2,47 121,57 2,09 125,60 2,23 123,04 2,42
10 123,95 3,38 118,27 3,07 124,11 2,97 120, 00 2,81
11 121,98 3,93 116,02 3,32 121,27 3,42 117,97 2,98
14 113,90 2,14 108,43 1,94 111, 72 2,27 111,58 2,59
15 113,66 1,91 109,59 2,12 112,30 2,23 113,33 2,37
16 115,06 2,00 111,54 2,02 115,00 2,36 116,06 2,30
17 115,99 2,18 113,57 2,04 118,08 2,32 119,14 2,42
18 118,01 2,29 116,13 2,14 121,16 2,55 122,14 2,61
20 122,17 2,57 120,62 2,20 126,90 2,87 128,60 2,77
21 123, 49 2,90 122,88 2,49 130, 41 2,98 132,82 2,84
23 124,35 3,02 125,36 2,83 137, 81 3,00 140, 79 2,83
24 123,77 2,80 125,33 2,75 138,93 2,76 141,77 2,61

O efeito de tratar animais com varias doses de
anticorpo E3 anti-NGF no peso corporal foi analisado
estatisticamente wutilizando ANOVA a dois fatores para
comparar os resultados obtidos aos pares entre os animais
artriticos tratados com veiculo com os dos tratados com uma
determinada dose de anticorpo E3. Através da utilizacao de
dados normalizados para o peso no dia 14 (Tabela 21), as
doses de 0,03 mg/kg de E3 resultaram numa alteracdo
significativa no peso corporal (p<0,005). Em todas as doses
mais elevadas de E3, a diferenca entre animais artriticos
tratados e nado tratados foi significativa (p=ou <0,0001).

Através da utilizacdo de dados normalizados para O peso no
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dia 0 (Tabela 22), a dose de 0,03 mg/kg de E3 resultou numa
alteracao significativa no peso corporal (p<0,002). Em
todas as doses mais elevadas de E3, a diferenca entre
animais artriticos tratados e nao tratados foi
significativa (p<0,0001).

Novamente de acordo com o0s estudos anteriores, o0s
ratos tratados com E3 mostraram uma perda de peso menos
evidente do que os ratos artriticos tratadas com salina
(Tabela 22 e Figura 22). Na realidade, os ratos tratados
com doses elevadas de anticorpo E3 estavam a recuperar a
perda de peso anterior e a aumentar efetivamente de peso
mais rapidamente do que os respetivos grupos nao artriticos
(Tabela 21 e Figura 21).

Depésito de Material Bioldgico

Os materiais seguintes foram depositados com a

American Type Culture Collection, 10801 University

Boulevard, Manassas, Virginia, EUA (ATCC):

Material ATCC N.° de Acesso Data de Depédsito

Eb.911.3E cadeia leve E3 PTA-4893 8 de janeiro de 2003
Eb.pur.911.3E cadeia leve E3 PTA-4894 8 de janeiro de 2003

Db.911.3E cadeia pesada E3 PTA-4895 8 de janeiro de 2003

O vetor Eb.911.3E € um polinucledétido que codifica a
regido varidvel de cadeia leve E3; o vetor Eb.pur.911.3E é
um polinucledtido que codifica a regido variavel de cadeia
leve E3, e o vetor Db.911.3E é um polinucledétido que
codifica a regido varidvel de cadeia pesada E3.

Este depédsito foi criado segundo as disposicgdes do
Tratado de Budapeste sobre o Reconhecimento Internacional
do Depdsito de Microorganismos para Efeitos do Procedimento
em Matérias de Patentes e o0os Regulamentos abaixo (Tratado
de Budapeste). Isto assegura a manutencao de uma cultura
vidvel do depdsito durante 30 anos a partir da data de

depdsito. O depdsito serd disponibilizado pela ATCC segundo
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os termos do Tratado de Budapeste e sujeito a um acordo
entre Rinat Neuroscience Corp. e ATCC, o que garante a
disponibilidade permanente e sem restricdes da progenitura
da cultura do depdsito ao publico na emissdo da Patente
U.S. pertinente ou na apresentacdo ao publico de qualquer
pedido de patente U.S. ou estrangeiro, conforme o que
ocorrer primeiro, e garante a disponibilidade da
progenitura a uma pessoa determinada pelo Comissario U.S.
de Patentes e Marcas Registadas que serd o titular da mesma
de acordo com 35 USC Seccdo 122 e as normas do Comissario
em conformidade (incluindo 37 CFR Seccgéo 1.14 com
particular referéncia a 886 0OG 638).

O titular do presente pedido de patente aceitou que,
em caso de morte, perda ou destruicdao de uma cultura dos
materiais no depdsito quando cultivada em condigdes
adequadas, 08 materiais serdo prontamente substituidos por
outros iguais. A disponibilidade do material depositado nao
deve ser criada como uma licencga para praticar a invencao
infringindo os direitos concedidos ao abrigo da autoridade
de qualguer governo de acordo com as respetivas leis de
patentes.

Sequéncias de anticorpos

Regido varidvel de cadeia pesada (as CDRs de Kabat
estdo sublinhadas; as CDRs de Chothia estao a NEGRITO E EM
ITALICO)

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGFSLIGYDLNWIRQPPGKGLEWIGHIWGDGTID
YNSAVESRVTISKDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARGGYWYATSYYFDYWGQG
TLVTVS (SEQ ID NO:1)

Regido varidvel de cadeia leve (as CDRs de Kabat estao
sublinhadas; as CDRs de Chothia estao a NEGRITO E EM
ITALICO)
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DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASOSISNNINWY QQKPGKAPKLLIY YISRFHSG
VPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCQQEHTLPYTFGQGTKLEIKRT (SEQ.ID
NO:2)

CDRs alargadas de cadeia pesada E3
CDRH1: GFSLIGYDLN (SEQ. ID N.° 3)

CDRHZ2: TIWGDGTTDYNSAVKS (SEQ. ID N.° 4)
CDRH3: GGYWYATSYYFDY (SEQ. ID N.° 5)
CDRs alargadas de cadeia leve E3

CDRL1: RASQSISNNLN (SEQ. ID N.° 6)
CDRLZ2: YTSRFHS (SEQ. ID N.° 7)

CDRL3: QQEHTLPYT (SEQ. ID N.° 8)

CDRs alargadas de anticorpo monoclonal de ratinho 911
CDRs alargadas de cadeia pesada 911
CDRH1: GFSLIGYDIN (SEQ. ID N.° 9)

CDRHZ2: MIWGDGTTDYNSALKS (SEQ. ID N.° 10)
CDRH3: GGYYYGTSYYFDY (SEQ. ID N.° 11)
CDRs alargadas de cadeia leve 911

CDRL1: RASQDISNHLN (SEQ. ID N.° 12)
CDRLZ: YISRFHS (SEQ. ID N.° 13)

CDRL3: QQSKTLPYT (SEQ. ID N.° 14)

Sequéncia de aminodcidos de cadeia pesada E3 (completa)

QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGFSLIGYDLNWIRQPPGKGLEWIGIIWGDGTT
DYNSAVKSRVTISKDTSKNQFSLKLSSVTAADTAVYYCARGGYWYATSYYFDYW
GQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPEPVTVSWNSGAL

TSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSNTKVDKTVERKC
CVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSHEDPEVQFNWYV

DGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCKVSNKGLPSSIEK
TISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAVEWESNGQPENN

YKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSP
GK(SEQ ID NO:16) |
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Sequéncia de aminodcidos de cadeia 1leve 3E (anticorpo

inteiro)

DlQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQSISNNLNWYQQKPGKAPKLLIYYT SRFHSG
VPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCQQEHTLPYTFGQGTKLEIKRTVAAPSV
FIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNSQESVTEQDSKDS
TYSLSSTLTLSKADYEKHXVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC(SEQ ID NO:17)

Sequéncia de nucledtidos de cadeia pesada 3E (anticorpo

inteiro)
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CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCCGAGACCCT
GTCCCTCACCTGCACTGTCTCTGGGTTICTCACTTATCGGCTATGATCTTAACTGG
ATCCGACAGCCTCCAGGGAAGGGACTGGAGTGGATTGGGATTATCTGGGGTG
ATGGAACCACAGACTATAATTCAGCTGTCAAATCCCGCGTCACCATCTCAAAAGA
CACCTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCCGCGGACAC
GGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGGAGGTTATTGGTACGCCACTAGCTACTACTT
TGACTACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTCTCCTCAGCCTCCACCAAGGG
CCCATCTGTCTTCCCACTGGCCCCATGCTCCCGCAGCACCTCCGAGAGCACAGCC
GCCCTGGGCTGCCTGGTCAAGGACTACTTCCCAGAACCTGTGACCGTGTCCTGG
AACTCTGGCGCTCTGACCAGCGGCGTGCACACCTTCCCAGCTGTCCTGCAGTCC
TCAGGTCTCTACTICCCTCAGCAGCGTGGTGACCGTGCCATCCAGCAACTTCGGC
ACCCAGACCTACACCTGCAACGTAGATCACAAGCCAAGCAACACCAAGGTCGAC
AAGACCGTGGAGAGAAAGTGTTGTGTGGAGTGTCCACCTTGTCCAGCCCCTCCA
GTGGCCGGACCATCCGTGTICCTGTTCCCTCCAAAGCCAAAGGACACCCTGATG
ATCTCCAGAACCCCAGAGGTGACCIGTGTGGTGGTGGACGTGTCCCACGAGGA
CCCAGAGGTGCAGTTCAACTGGTATGTGGACGGAGTGGAGGTGCACAACGCCA
AGACCAAGCCAAGAGAGGAGCAGTTCAACTCCACCTTCAGAGTGGTGAGCGTG
CTGACCGTGGTGCACCAGGACTGGCTGAACGGAAAGGAGTATAAGTGTAAGGT
GTCCAACAAGGGACTGCCATCCAGCATCGAGAAGACCATCTCCAAGACCAAGGG
ACAGCCAAGAGAGCCACAGGTGTATACCCTGCCACCATCCAGAGAGGAGATGA
CCAAGAACCAGGTGTCCCTGACCTGTCTGGTGAAGGGATTCTATCCATCCGACA
TCGCCGTGGAGTGGGAGTCCAACGGACAGCCAGAGAACAACTATAAGACCACC
CCTCCAATGCTGGACTCCGACGGATCCTTCTICCTGTATICCAAGCTGACCGTGG
ACAAGTCCAGATGGCAGCAGGGAAACGTGTICTCTTGTTCCGTGATGCACGAG
GCCCTGCACAACCACTATACCCAGAAGAGCCTGTCCCTGTCTCCAGGAAAGTAA(
SEQ ID NO: 65)

Sequéncia de nucledétidos de dominio varidvel de cadeia
pesada 3E
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CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTGGCCCAGGACTGGTGAAGCCTTCCGAGACCCT
GTCCCTCACCTGCACTGTCICTGGGTICTCACTTATCGGCTATGATCTTAACTGG
ATCCGACAGCCTCCAGGGAAGGGACTGGAGTGGATTGGGATTATCTGGGGTG

ATGGAACCACAGACTATAATTCAGCTGTCAAATCCCGCGTCACCATCTCAAAAGA
CACCTCCAAGAACCAGTTCTCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGCCGCGGACAC
GGCCGTGTATTACTGTGCGAGAGGAGGTTATTGGTACGCCACTAGCTACTACTT
TGACTACTGGGGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTCTICCTCA(SEQ ID NO:66)

Sequéncia de nucledétidos de cadeia 1leve 3E (anticorpo

inteiro)

GATATCCAGATGACACAGTCCCCATCCTCCCTGTICTGCCTCTGTGGGTGACCGC
GTCACCATCACCTGCCGCGCATCTCAGTCCATTAGCAATAATCTGAACTGGTATC
AGCAGAAGCCAGGCAAAGCCCCAAAACTCCT GATCTACTACACCTCACGCTTCCA
CTCAGGTGTCCCATCACGCTTCAGTGGCAGTGGCTCTGGTACAGATTTCACCTTIC
ACCATTAGCAGCCTGCAACCAGAAGATATTGCCACTTATTACTGCCAACAGGAG
CATACCCTTCCATATACCTTCGGTCAAGGCACCAAGCT GGAGATCAAACGCACTG
TGGCTGCACCATCTGTCTTCATCTTICCTCCATCTGATGAGCAGTTIGAAATCCGG
AACTGCCTCTGTTGTGTGCCTGCTGAATAACTTCTATCCACGCGAGGCCAAAGT
ACAGTGGAAGGTGGATAACGCCCTCCAATCCGGTAACTCCCAGGAGAGTGTCA
CAGAGCAGGACAGCAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACCCT GA
GCAAAGCAGACTACGAGAAACACMAAGTCTACGCCTGCGAAGTCACCCATCAG
GGCCTGAGTTCTCCAGTCACAAAGAGCTTCAACCGCGGTGAGTGCTAA(SEQ ID
NO:67)

Sequéncia de nucledtidos de dominio varidvel de cadeia leve
3E
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GATATCCAGATGACACAGTCCCCATCCTCCCTGTCTGCCTCTGTGGGTGACCGC
GTCACCATCACCTGCCGCGCATCTCAGTCCATTAGCAATAATCTGAACTGGTAT
CAGCAGAAGCCAGGCAAAGCCCCAAAACTCCTGATCTACTACACCTCACGCTT
CCACTCAGGTGTCCCATCACGCTTCAGTGGCAGTGGCTCTGGTACAGATTTCAC
CTTCACCATTAGCAGCCTGCAACCAGAAGATATTGCCACTTATTACTGCCAACA

GGAGCATACCCTTCCATATACCTICGGTCAAGGCACCAAGCTGGAGATCAAAC
GC(SEQ ID NO:68)
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REIVINDICACOES

1. Um anticorpo antifator de crescimento do nervo (NGF) ou
fragmento do mesmo, caracterizado por compreender:

(a) trés CDRs de uma regido variavel de cadeia pesada
de SEQ. ID N.° 1; e

(b) trés CDRs de uma regido variadvel de cadeia leve
de SEQ. ID N.° 2;
em que as CDRs sao CDRs de Kabat, CDRs de Chothia ou uma
combinagao de CDRs de Kabat e de Chothia, em que o
anticorpo ou fragmento do mesmo liga o NGF humano com uma
Kp de 2nM ou menos conforme determinado pela ressondncia de

plasma de superficie BIAcore.

2. Um anticorpo anti-NGF ou fragmento do mesmo de acordo
com a reivindicacdo 1, <caracterizado por o anticorpo
compreender uma regido varidvel de cadeia pesada dque
compreende:

(a) wuma regidao CDR1 ilustrada na SEQ. ID N.° 3;

(b) uma regiao CDR2 ilustrada na SEQ. ID N.° 4; e

(c) uma regidao CDR3 ilustrada na SEQ. ID N.° 5.

3. Um anticorpo anti-NGF ou fragmento do mesmo de acordo
com a reivindicacao 1 ou 2, caracterizado por o anticorpo
compreender uma regido varidvel de cadeia leve due
compreende:

(a) uma regidao CDR1 ilustrada na SEQ. ID N.° 6;

(b) uma regidao CDR2 ilustrada na SEQ. ID N.° 7; e

(c) uma regiao CDR3 ilustrada na SEQ. ID N.° 8

4, Um anticorpo anti-NGF ou fragmento do mesmo de acordo
com qualquer uma das anteriores reivindicacgdes,
caracterizado por o anticorpo ou fragmento do mesmo
compreender ainda uma regiao constante de cadeia pesada

IgG2a humana.



5. Um anticorpo anti-NGF ou fragmento do mesmo de acordo
com a reivindicacado 4, caracterizado por o anticorpo ou
fragmento do mesmo compreender ainda uma regido constante

de cadeia leve kappa humana.

6. Um anticorpo anti-NGF ou fragmento do mesmo de acordo
com a reivindicacdo 4 ou 5, caracterizado por a regiao

constante de cadeia pesada IgG2a humana ser modificada.

7. Um anticorpo anti-NGF ou fragmento do mesmo de acordo
com a reivindicacao 6, caracterizado por a regidao constante
de cadeia pesada IgG2a humana compreender as mutacgdes
A330P331 a S330S331, numeracdo de aminodcidos relativamente

a sequéncia de IgG2a de tipo selvagem.

8. Um anticorpo anti-NGF ou fragmento do mesmo
caracterizado por compreender:

(a) uma regiao variavel de cadeia pesada que
compreende a sequéncia de SEQ. ID N.° 1: e

(b) uma regido variavel de cadeia leve que compreende

a sequéncia de SEQ. ID N.° 2.

9. Um anticorpo anti-NGF ou fragmento do mesmo de acordo
com a reivindicacdo 8, <caracterizado ©por o anticorpo
compreender:

(a) wuma cadeia pesada que compreende a sequéncia de
aminodcidos de SEQ. ID N.° 16; e

(b) uma cadeia leve gque compreende a sequéncia de
aminodcidos de SEQ. ID N.° 17.

10. Um anticorpo antifator de crescimento do nervo (NGF) ou
fragmento do mesmo, caracterizado por compreender:

(a) wuma regiao variavel de cadeia pesada que
compreende:

(i) wuma regiao CDR1 de SEQ. ID N.° 3;



(ii) uma regidao CDR2 de SEQ. ID N.° 4;

(iii) wuma regido CDR3 selecionada a partir do grupo
que consiste nas SEQ. ID N.°s 58 e 60; e

(b) uma regiao varidvel de cadeia leve que
compreende:

(i) uma regidao CDR1 de SEQ. ID N.° 6;

(ii) uma regiao CDR2 de SEQ. ID N.° 7;

(iii) wuma regido CDR3 selecionada a partir do grupo
que consiste nas SEQ. ID N.°s 57, 59 e 61;
em que o anticorpo ou fragmento do mesmo liga o NGF humano
com uma Kp de 2nM ou menos conforme determinado pela

ressonédncia de plasma de superficie BIAcore.

11. Um anticorpo anti-NGF ou fragmento do mesmo de acordo
com a reivindicacao 10, caracterizado por o anticorpo ou
fragmento do mesmo compreender ainda uma regido constante

de cadeia pesada IgG2a humana.

12. Um anticorpo anti-NGF ou fragmento do mesmo de acordo
com a reivindicacgdo 11, caracterizado por o anticorpo ou
fragmento do mesmo compreender ainda uma regido constante

de cadeia leve kappa humana.

13. Um anticorpo anti-NGF ou fragmento do mesmo de acordo
com a reivindicacdo 11 ou 12, caracterizado por a regiao

constante de cadeia pesada IgG2a humana ser modificada.

14. Um anticorpo anti-NGF ou fragmento do mesmo de acordo
com a reivindicacado 13, caracterizado por a regiao
constante de cadeia pesada IgG2a humana compreender as
mutacdes A330P331 a S330S8331, numeracdao de aminoacidos

relativamente a sequéncia de IgG2a de tipo selvagem.

15. Um anticorpo anti-NGF ou fragmento do mesmo de acordo

com qualquer uma das anteriores reivindicacgdes,



caracterizado por o anticorpo ou fragmento do mesmo ligar

ainda o NGF de roedor.

16. Uma composicéo farmacéutica caracterizada por
compreender (a) um anticorpo anti-NGF ou fragmento do mesmo
de acordo com qualquer uma das anteriores reivindicacgdes, e

(b) um excipiente farmaceuticamente aceitédvel.

17. Um kit caracterizado por compreender o anticorpo anti-
NGF ou fragmento do mesmo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 1 a 15.

18. Um método de criacdo do anticorpo anti-NGF ou fragmento
do mesmo de acordo com qualgquer uma das reivindicagdes 1 a
15, em que o referido método compreende a expressao de um
polinucledtido que codifica o anticorpo ou fragmento do
mesmo de acordo com qualguer uma das reivindicagdes 1 a 15

numa célula hospedeira nao humana in vitro.

19. Um polinucledétido isolado caracterizado por compreender
uma sequéncia de nucledétidos que codifica um anticorpo
anti-NGF ou fragmento do mesmo de acordo com gualquer uma

das reivindicagdes 1 a 15.

20. 0O polinucledétido de acordo com a reivindicacadao 19,
caracterizado por o polinucledtido compreender a sequéncia
de nucledétidos ilustrada na SEQ. ID N.° 65.

21. 0O polinucledtido de acordo com a reivindicacao 19,
caracterizado por o polinucledétido compreender a sequéncia
de nucledtidos ilustrada na SEQ. ID N.° 66.

22. 0O polinucleétido de acordo com a reivindicacéao 19,
caracterizado por o polinucledétido compreender a sequéncia
de nucledtidos ilustrada na SEQ. ID N.° 67.



23. 0 polinucledétido de acordo com a reivindicacao 19,
caracterizado por o polinucledétido compreender a seqgquéncia
de nucledétidos ilustrada na SEQ. ID N.° 68.

24. O polinucleétido de acordo com a reivindicacao 19,
caracterizado por o polinucledétido compreender a sequéncia
de nucledtidos ilustrada na SEQ. ID N.° 66 e a sequéncia de
nucledétidos ilustrada na SEQ. ID N.° 68.

25. Um vetor caracterizado por compreender um
polinucledétido que compreende uma sequéncia de nucledtidos
que codifica um anticorpo anti-NGF ou fragmento do mesmo de

acordo com gqualgquer uma das reivindicacgdes 1 a 15.

26. Uma célula hospedeira isolada <caracterizada ©por
compreender um polinucledtido gue compreende uma sequéncia
de nucledtidos que codifica um anticorpo anti-NGF ou
fragmento do mesmo de acordo com qualquer uma das

reivindicag¢des 1 a 15.

27. Um anticorpo anti-NGF ou fragmento do mesmo de acordo
com qualquer uma das reivindicacgdes 1 a 15, para utilizacao

no tratamento da dor.

28. Um anticorpo anti-NGF ou fragmento do mesmo de acordo
com a reivindicacdo 27, caracterizado por o anticorpo ou
fragmento do mesmo compreender as sequéncias de aminodcidos

conforme ilustrado nas SEQ. ID N.°s 1 e 2.

29. Utilizacdo de um anticorpo anti-NGF ou fragmento do
mesmo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 15,
caracterizada  por ser utilizada no fabrico de um

medicamento para o tratamento da dor.

30. Utilizagdo de acordo com a reivindicagao 29,



caracterizada por o anticorpo ou fragmento do mesmo
compreender as sequéncias de aminodcidos conforme ilustrado
nas SEQ. ID N.°s 1 e 2.
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Figara 3

Meuronics TS Ei13.5, schrevivéncia dependente de NGF em 48 hovas.
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