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RESUMO

"METODOS PARA TRATAR A DOR DA OSTEOARTRITE POR MEIO DA
ADMINISTRAGAO DE UM ANTAGONISTA DE FATOR DE CRESCIMENTO DO
NERVO E COMPOSIGCOES CONTENDO O MESMO"

A invencdo refere-se a anticorpos anti-NGF (tais como
anticorpos antagonistas anti-NGF), e polinucledtidos que
codificam o0s mesmos. A invencdo adicionalmente refere-se a
utilizacdo de tais anticorpos e/ou polinucledétidos no
tratamento e/ou prevencdo da dor, incluindo dor pdbs-
cirtrgica, dor de artrite reumatoide, e dor de

osteoartrite.



DESCRICAO

"METODOS PARA TRATAR A DOR DA OSTEOARTRITE POR MEIO DA
ADMINISTRAGAO DE UM ANTAGONISTA DE FATOR DE CRESCIMENTO DO
NERVO E COMPOSIGCOES CONTENDO O MESMO"

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo refere-se a anticorpos anti-NGF

(tais como anticorpos antagonistas anti-NGF). A divulgacéo
adicionalmente refere-se a utilizacdo de um anticorpo
antagonista anti-NGF no fabrico de um medicamento para a
melhoria da funcdo fisica num individuo tendo osteocartrite.
A invencdo refere-se adicionalmente a um anticorpo
antagonista anti-NGF para utilizacdo na melhoria da funcéo
fisica num individuo que tem osteoartrite.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

O fator de crescimento dos nervos (NGF) foi a primeira

neurotrofina a ser identificada, e sua funcéao no
desenvolvimento e sobrevida tanto dos neurdnios periféricos
quanto centrais foi bem caracterizada. Demonstrou-se que o
NGEF ¢ um fator crucial de sobrevida e manutencdo no
desenvolvimento de neurdnios periféricos simpéticos e
embriondrios sensoriais e de neurdnios colinérgicos do
prosencéfalo basal. Smeyne et al., Nature 368:246-249
(1994) e Crowley et al., Cell 76:1001-1011 (1994). O fator
de crescimento dos nervos regula positivamente a expressio
de neuropéptidos em neurdnios sensoriais (Lindsay e Harmer,
Nature 337:362-364 (1989)) e a sua atividade ¢é mediada
através de dois recetores diferentes ligados a membrana, o
recetor de tirosina guinase TrkA e o) recetor de
neurotrofina comum p75 (algumas vezes denominados recetores
de NGF de "alta afinidade"™ e de '"baixa afinidade",
respetivamente). Chao et al., Science 232:518-521 (1986). O
recetor p75 é estruturalmente relacionado a outros membros

da familia de recetores do fator de necrose tumoral (Chao,



et al., Science 232:518-521 (1986)). Para uma revisdo sobre
NGF, veja-se Huang et al., Annu. Rev. Neurosci. 24:677-736
(2001); Bibel et al., Genes Dev. 14:2919-2937 (2000).
Determinou-se a estrutura cristalina de NGF e NGF em
complexo com o recetor trkA. Veja-se Nature 254:411 (1991);
Nature 401:184-188 (1996).

Além de seus efeitos no sistema nervoso, o NGF tem
sido crescentemente implicado em processos fora do sistema
nervoso. Por exemplo, mostrou-se que NGF reforca a
permeabilidade vascular (Otten, et al., Eur J Pharmacol.
106:199-201 (1984)), reforca as reacdes imunes de células T
e B (Otten, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:10059-
10063 (1989)), induz a diferenciacdo de 1linfécitos e
proliferacdo de mastdcitos e causa a libertacdo de sinais
biolégicos soluveis de mastédcitos (Matsuda, et al., Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 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 tenha sido mostrado gque NGF
adicionado exogenamente tem a capacidade de ter todos estes
efeitos, ¢ importante notar-se que somente raramente foi
mostrado que NGF enddgeno é importante em quaisquer destes
processos in vivo (Torcia, et al., Cell. 85(3):345-56
(1996)). Portanto, ndo estd claro qual pode ser este
efeito, se houver, para inibir a biocatividade do NGF
enddgeno.

NGF ¢é produzido por uma série de tipos <celulares
incluindo, mastdécitos (Leon, et al., Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 91:3739-3743 (1994)), 1linfécitos B (Torcia, et al.,
Cell 85:345-356 (1996), queratindécitos (Di Marco, et al.,
J. Biol. Chem. 268:22838-228406)), células musculares lisas
(Ueyama, et al., J. Hypertens. 11:1061-1065 (1993)),
fibroblastos (Lindholm, et al., Eur. J. Neurosci. 2:795-801
(1990)), células epiteliais brdénquicas (Kassel, et al.,
Clin, Exp. Allergy 31:1432-40 (2001)), células mesangiais



renais (Steiner, et al., Am. J. Physiol. 261:F792-798
(1991)) e miotubos dos musculos esqueléticos (Schwartz, et
al., J Photochem. Photobiol. B66:195-200 (2002)). Foram
encontrados recetores de NGF numa variedade de tipos
celulares fora do sistema nervoso. Por exemplo, TrkA foi
encontrado em mondcitos humanos, linfdécitos T e B e em
mastécitos.

Observou-se uma associacdo entre aumento dos niveis de
NGF e uma variedade de condic¢des inflamatdérias em pacientes
humanos bem como em varios modelos animais. Estes incluem
lipus 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. 1l'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.
J Immunol. 28:3240-3251 (1998)).

Consistentemente, um nivel elevado de NGF nos tecidos
periféricos estd associado a hiperalgesia e inflamacdo e
foi observado numa série de formas de artrite. A sindvia
dos pacientes afetados por artrite reumatoide expressa
altos niveis de NGF ao passo que foi reportado gque NGF em
sindévia ndo inflamada é indetetével (Aloe, et al., Arch.
Rheum. 35:351- 355 (1992)) . Foram vistos resultados
semelhantes em ratos «com artrite reumatoide induzida
experimentalmente (Aloe, et al., Clin. Exp. Rheumatol.
10:203-204 (1992)). Foram reportados niveis elevados de NGF
em ratinhos artriticos transgénicos junto com um aumento no
numero de mastdcitos (Aloe, et al., Int. J. Tissue
Reactions-Exp. Clin. Aspects 15:139-143 (1993)). Publicacéao
de Patente Internacional N° WO 02/096458 descreve a
utilizacdo de anticorpos anti-NGF de algumas propriedades
no tratamento de véarios disturbios relacionados com o NGF

tais como condicdo inflamatdéria (por exemplo, artrite



reumatoide) . Relatou-se que um anticorpo anti-NGF
purificado injetado em ratinhos artriticos transgénicos que
possuem o gene do fator-a de necrose tumoral humana (TNF-«)
causou a reducdo no numero de mastdcitos, bem como uma
reducdo nos niveis de histamina e substdncia P dentro da
sindévia de ratinhos com artrite (Aloe et al., Rheumatol.
Int. 14: 249-252 (1995)). Mostrou-se que a administracédo
exbdgena de um anticorpo contra NGF reduziu o aumento do
nivel de TNF-o que ocorre em ratinhos artriticos (Manni et
al., Rheumatol. Int. 18: 97-102 (1998)).

Além disso, observou-se o aumento da expressdo de NGF
e recetor de NGF de alta afinidade (TrkA) em condrdcitos na
osteocartrite humana (Iannone et al., Rheumatology 41:1413-
1418 (2002)).

Relataram-se anticorpos antagonistas anti-NGF de
roedores. Veja-se, por exemplo, Hongo et al., Hybridoma
(2000) 19(3):215-227; Ruberti et al. (1993) Cell. Molec.
Neurobiol. 13(5): 559-568. No entanto, quando anticorpos de
roedores sdo usados terapeuticamente em seres humanos,
desenvolve-se uma reacdo de anticorpo anti ratinho humano
num numero significativo de individuos tratados. Além
disso, funcodes efetoras de anticorpos de ratinho
comprovaram ser menos eficientes no contexto humano.
Portanto, existe uma séria necessidade de anticorpos
antagonistas anti-NGF, incluindo anticorpos antagonistas
anti-NGF humanizados.

0 documento US2004/237124 divulga um anticorpo anti-
NGF denominado E3 ou 3E.

BREVE SUMARIO DA DIVULGACAO

Num aspeto, a divulgacdo proporciona a utilizacdo de

um anticorpo antagonista anti-NGE no fabrico de um
medicamento para melhorar a funcdo fisica num individuo que
tem osteocartrite. A divulgacdo proporciona ainda um
anticorpo antagonista anti-NGF para utilizacdo na melhoria

da funcdo fisica num individuo tendo osteoartrite. A



invencdo proporciona adicionalmente a utilizacdo de um
anticorpo antagonista anti-NGF no fabrico de um medicamento
para tratar a dor, melhorar a funcdo fisica e melhorar a
rigidez num individuo tendo osteocartrite. A invencéo
proporciona adicionalmente um anticorpo antagonista anti-
NFG para utilizacdo no tratamento da dor, melhoria da
funcédo fisica e melhoria da rigidez num individuo que tem
osteoartrite.

Num aspeto, o anticorpo é um anticorpo maturado de
afinidade e humanizado, E3, o qual se liga especificamente
ao fator de crescimento dos nervos humano e de roedor
("NGF") . As sequéncias de aminoédcidos das regides variéaveis
de cadeia pesada e cadeia leve de E3 sdo mostradas nas
Figuras 1A (SEQ ID NO: 1) e 1B (SEQ ID NO: 2),
respetivamente. As porcdes de CDR de anticorpo E3
(incluindo CDRs de Chothia e Kabat) s&do representadas de
maneira diagramédtica nas Figuras 1A e 1B. As sequéncias de
aminodcidos de cadeias pesada e leve E3, e das CDRs
individuais estendidas também s&o mostradas abaixo (Veja-
se, "sequéncias de anticorpos", a seguir).

Em outro aspeto, o anticorpo ¢é um anticorpo que
compreende um fragmento ou uma regido do anticorpo E3
(denominado de modo intercambiadvel "E3" no presente
documento). Numa forma de realizacdo, o fragmento & uma
cadeia leve do anticorpo E3 conforme mostrado na Figura 1B.
Em outra forma de realizacdo, o fragmento é uma cadeia
pesada do anticorpo E3 conforme mostrado na Figura 1A. Em
ainda outra forma de realizacdo, o fragmento contém uma ou
mais regides varidveis de uma cadeia leve e/ou uma cadeia
pesada do anticorpo E3. Em ainda outra forma de realizacédo,
o fragmento contém uma ou mais regides determinantes de
complementaridade (CDRs) de uma cadeia leve e/ou uma cadeia
pesada do anticorpo E3 conforme mostrado na Figura 1A e 1B.

Em outro aspeto, o anticorpo ¢é um anticorpo que

compreende uma cadeia leve que ¢é codificada por um



polinucledétido que é produzido por uma célula hospedeira
com um numero de depdsito de ATCC N° PTA-4893 ou ATCC N°
PTA-4894. Em outro aspeto, o anticorpo compreende uma
cadeia pesada que é codificada por um polinucledtido que é
produzido por uma célula hospedeira com um numero de
depdsito de ATCC N° PTA-4895. Em outro aspeto, o anticorpo
compreende (a) uma cadeia leve que ¢é codificada por um
polinucledétido que ¢é produzido por uma célula hospedeira
com um nuUmero de depdbdsito de ATCC N° PTA-4894 o ATCC N°
PTA-4893; e (b) uma cadeia pesada que é codificada por um
polinucledétido que ¢é produzido por uma célula hospedeira
com um numero de depdsito de ATCC N° PTA-4895 (por
conveniéncia no presente documento, o) um  ou mais
polinuclebétidos produzidos por uma célula hospedeira
depositada sé&do referidos como tendo um nUmero de depdsito
de ATCC N° PTA-4894, PTA-4893 e PTA-4895). Em outro aspeto,
0 anticorpo compreende uma regido varidvel de cadeia leve
de uma cadeia leve que é codificada por um polinucledtido
que é produzido por uma célula hospedeira com um numero de
depdsito de ATCC N° PTA-4894 ou ATCC N° PTA-4893. Em outro
aspeto, o anticorpo compreende uma regido variavel de
cadeia pesada de uma cadeia pesada que ¢ codificada por um
polinuclebétido que ¢é produzido por uma célula hospedeira
com um numero de depdbdsito de ATCC N° PTA-4895. Em outro
aspeto, o anticorpo compreende (a) uma regido variadvel de
cadeia leve de uma cadeia leve que ¢ codificada por um
polinucledétido que ¢é 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 que é
produzido por uma célula hospedeira com um numero de
depbdsito de ATCC N° PTA-4895. Em ainda outro aspeto, ©
anticorpo compreende uma ou mais CDRs codificadas por (a)
um polinucledtido que é produzido por uma célula hospedeira

com um numero de depdsito de ATCC N° PTA-4894; e/ou (b) uma



cadeia pesada que é codificada por um polinucledtido que é
produzido por uma célula hospedeira com um numero de
depdsito de ATCC N° PTA-4895.

Em algumas formas de realizacéo, o) anticorpo
compreende a regido constante de IgG2a de cadeia pesada
humana. Em algumas formas de realizagdo o anticorpo
compreende a regido constante capa de cadeia leve humana.
Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo compreende uma
regido constante modificada, tal como uma regido constante
que é imunologicamente inerte, por exemplo, ndo desencadeia
a lise mediada por complemento, ou nao estimula
citotoxicidade mediada por células dependentes de anticorpo
(CCDA) . Em outras formas de realizacdo, a regido constante
¢ modificada conforme descrito em Eur. J. Immunol. (1999)
29:2613-2624; Pedido PCT N° PCT/GB99/01441; e/ou Pedido de
Patente do Reino Unido N.° 9809951.8. Em ainda outras
formas de realizacdo, o anticorpo compreende uma regido
constante de IgG2a de cadeia pesada humana que compreende
as seguintes mutagdes: A330P331 a S330S8331 (numeracido de
aminoadcidos com referéncia a sequéncia de IgG2a selvagem) .
Eur. J. Immunol. (1999) 29:2613-2624.

Em outro aspeto, o anticorpo compreende qualquer um ou
mais dos seguintes: a) uma ou mais CDRs de anticorpo E3
mostrada nas Figuras 1A e 1B; b) CDR H3 da cadeia pesada de
anticorpo E3 mostrada na figura 1A; c¢) CDR L3 da cadeia
leve de anticorpo E3 mostrada na Figura 1B; d) trés CDRs da
cadeia leve de anticorpo E3 mostrada na Figura 1B; e) trés
CDRs da cadeia pesada de anticorpo E3 mostrada na Figura
1A; e f) trés CDRs da cadeia leve e trés CDRs da cadeia
pesada, de anticorpo E3 mostrada nas Figuras 1A e 1B. O
anticorpo pode compreender qualgquer um ou mais dos
seguintes: a) uma ou mais (uma, duas, trés, quatro, cinco,
ou seis) CDRs derivadas do anticorpo E3 mostrada nas
Figuras 1A e 1B; Db) uma CDR derivada de CDR H3 da cadeia

pesada de anticorpo E3 mostrada na Figura 1A; e/ou ¢) uma



CDR derivada de CDR L3 da cadeia leve de anticorpo E3
mostrada na Figura 1B. Em algumas formas de realizacdo, as
CDRs podem ser CDRs Kabat, CDRs Chothia, ou uma combinacéo
de CDRs Kabat e Chothia (denominadas CDRs "estendidas" ou

"combinadas" no presente documento). Em algumas formas de
realizacdo, o anticorpo liga-se a NGF (tal como NGF
humano). Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo

compreende quaisquer das configuracdes de CDEF (incluindo
combinag¢&es, variantes, e etc.) descritas no presente
documento.

Num aspeto, o0 anticorpo compreende uma regido varidvel
de cadeia pesada que compreende SEQ ID NO: 9, em que 134 é
S, L, V A, ou I; e N35 ¢ substituido com N, T ou S. Por
conveniéncia no presente documento, "substituido™ ou "é&"
neste contexto ou referéncia a um aminodcido refere-se a
escolhas de um ou mais aminodcidos para uma dada posicédo.
Conforme é claro, a substituicdo, ou escolha, pode ser o
aminodcido representado numa SEQ ID ou Figura.

Em outro aspeto, o anticorpo compreende uma regido
variavel de cadeia pesada que compreende SEQ ID NO: 10, em
que M50 é M, I, G, Q, S, ou L; A62 é A, ou S; e L63 & L ou
V.

Em outro aspeto, o anticorpo compreende uma regido
variadvel de cadeia pesada que compreende SEQ ID NO: 11, em
que Y100 ¢ Y, L, ou R; em gue Y101l & Y ou W; em que G103 é
G, A, ou S; em que T104 &€ T ou S; em que S105 & S, A, ou T;
em que Y106 é Y, R, T, ou M; em que Y107 & Y ou F; em que
F108 é F ou W; em que D109 & D, N, ou G; e em que Y110 & Y,
K, S, Rou T.

Em outro aspeto, o anticorpo compreende uma regido
variavel de cadeia pesada que compreende SEQ ID NO: 11, em
que Y100 é Y, L, ou R; em gque Y101l & Y ou W; em que G103 é
G, A, ou S; em que T104 &€ T ou S; em que S105 é S, A, ou T;
em que Y106 é Y, R, T, ou M; em que Y107 & Y ou F; em que
F108 é F ou W; em que D109 & S, A, C, G, D, N, T, ou G; e



em que Y110 é gqualgquer amino&cido.

Em outro aspeto, o anticorpo compreende uma regido
variavel de cadeia pesada que compreende SEQ ID NO: 11, em
que G98 & G, S, A, C, V, N, D, ou T; em que G99 & G, S, A,
c, V, N, D, ou T; em que Y100 € Y, L, ou R; em que Y101 & Y
ou W; em que G103 & G, A, ou S; em que T104 &€ T ou S; em
que S105 é S, A, ou T; em gue Y106 & Y, R, T, ou M; em que
Y107 &€ Y ou F; em que F108 & F ou W; em que D109 é S, A, C,
G, D, N, T, ou G; e em que Y110 é qualquer aminoéacido.

Em outro aspeto, o anticorpo compreende uma regido
varidvel de cadeia leve gque compreende SEQ ID NO: 12, em
que S26 & S ou F; D28 é D, S, A, ou Y; e H32 & H, N, ou Q.

Em outro aspeto, o anticorpo compreende uma regido
varidvel de cadeia leve gque compreende SEQ ID NO: 13, em
que I51 é I, T, V ou A; e S56 &€ S ou T.

Em outro aspeto, o anticorpo compreende uma regido
variavel de cadeia leve que compreende SEQ ID NO: 14, em
que S91 é S ou E; K92 é K, H, R, ou S; e em gque Y% é& Y ou
R.

Em outro aspeto, o anticorpo compreende uma regido
variavel de cadeia leve que compreende SEQ ID NO: 14, em
que S91 & S ou E; K92 é qualquer aminodcido; T93 & qualquer
aminoacido; e em que Y%6 é Y ou R.

Num aspeto, o anticorpo compreende uma sequéncia de
aminodcidos mostrada na SEQ ID NO: 9, em que 134 é S, L, V
A, ou I; e N35 é N, T ou S.

Em outro aspeto, o anticorpo compreende uma sequéncia
de aminodcidos mostrada na SEQ ID NO: 10, em que M50 & M,
I, G, 0, S, ou L; Ac2 é A, ou S; e Le3 &€ L ou V.

Em outro aspeto, o anticorpo compreende uma sequéncia
de aminodcidos mostrada na SEQ ID NO: 11, em que Y100 é Y,
L, ou R; em que Y101 é Y ou W; em que G103 & G, A, ou S; em
que T104 &€ T ou S; em que S105 é S, A, ou T; em que Y106 &
Y, R, T, ou M; em que Y107 & Y ou F; em que F108 & F ou W;
em que D109 ¢ D, N, ou G; e em que Y110 é Y, K, S, R ou T.
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Em outro aspeto, o anticorpo compreende uma segquéncia
de aminoédcidos mostrada na SEQ ID NO: 11, em que Y100 é Y,
L, ou R; em gque Y101 é Y ou W; em que G103 & G, A, ou S; em
que T104 &€ T ou S; em que S105 & S, A, ou T; em que Y106 &
Y, R, T, ou M; em que Y107 &€ Y ou F; em que F108 & F ou W;
em que D109 é S, A, C, G, D, N, T, ou G; e em que Y110 é
qualquer amino&cido.

Em outro aspeto, o anticorpo compreende uma sequéncia
de aminoé&cidos mostrada na SEQ ID NO: 11, em que G98 é& G,
s, A, C, V, N, D, ou T; em que G99 & G, S, A, C, V, N, D,
ou T; em que Y100 & Y, L, ou R; em que Y101l & Y ou W; em
que G103 é G, A, ou S; em que T104 &€ T ou S; em que S105 é
S, A, ouT; em que Y106 é Y, R, T, ou M; em que Y107 & Y ou
F; em que F108 &€ F ou W; em que D109 & S, A, C, G, D, N, T,
ou G; e em que Y110 é qualquer aminoéacido.

Em outro aspeto, o anticorpo compreende uma segquéncia
de aminodcidos mostrada na SEQ ID NO: 12, em que S26 & S ou
F; D28 é D, S, A, ou Y; e H32 & H, N, ou Q.

Em outro aspeto, o anticorpo compreende uma segquéncia
de aminodcidos mostrada na SEQ ID NO: 13, em que I51 & I,
T, V ou A; e S56 & S ou T.

Em outro aspeto, o anticorpo compreende uma segquéncia
de aminoadcidos mostrada na SEQ ID NO: 14, em que S91 & S ou
E; K92 é K, H, R, ou 3; e em que Y% é Y ou R.

Em outro aspeto, o anticorpo compreende uma segquéncia
de aminoadcidos mostrada na SEQ ID NO: 14, em gque S91 & S ou
E; K92 é qgqualquer aminoéacido; T93 é qualguer aminoacido; e
em que Y96 & Y ou R.

Em outro aspeto, o0s anticorpos, incluindo anticorpos
humanizados compreendem uma regido variavel de cadeia
pesada que compreende a regido CDR1 de SEQ ID NO: 9, em que
I34 ¢ S, L, VA, ou I; € N3 & N, T ou S; a regido CDR2 de
SEQ ID NO: 10, em que M50 é M, I, G, Q, S, ou L; A62 é& A,
ou S; e L63 é L ou V; e a regido CDR3 de SEQ ID NO: 11, em
que Y100 é Y, L, ou R; em gue Y101l & Y ou W; em que G103 é
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G, A, ou S; em que T104 € T ou S; em que S105 & S, A, ou T;
em que Y106 & Y, R, T, ou M; em que Y107 & Y ou F; em que
F108 é F ou W; em que D109 é D, N, ou G; em que Y110 & Y,
K, S, R ou T. Em algumas formas de realizacdo, a regido
varidvel de cadeia pesada compreende a regido CDR3 de SEQ
ID NO: 11, em gque Y100 é Y, L, ou R; em que Y101 & Y ou W;
em que G103 & G, A, ou S; em que T104 & T ou S;

em que S105 & S, A, ou T; em que Y106 &€ Y, R, T, ou M; em
que Y107 & Y ou F; em que F108 & F ou W; em que D109 & S,
A, C, G, D, N, T, ou G; em que Y110 é qualgquer aminoé&cido.
Em outras formas de realizacdo, a regido varidvel de cadeia
pesada compreende a regido CDR3 de SEQ ID NO: 11, em que
G98 & G, S, A, C, V, N, D, ou T; em que G99 & G, S, A, C,
V, N, D, ou T; em gque Y100 é Y, L, ou R; em gque Y101l & Y ou
W; em que G103 & G, A, ou S; em que T104 & T ou S; em que
35105 é S, A, ou T; em gque Y106 & Y, R, T, ou M; em que Y107
¢ Y ou F; em que F108 & F ou W; em que D109 & S5, A, C, G,
D, N, T, ou G; e em que Y110 ¢é qualgquer aminodcido. Em
algumas formas de realizacdo, o anticorpo compreende ainda
uma regido varidvel de cadeia leve de anticorpo.

Em outro aspeto, o anticorpo compreende uma regido
variadvel de cadeia leve que compreende a regido CDR1 de SEQ
ID NO: 12, em que S26 é S ou F; D28 é D, S, A, ou Y; e H32
é H, N, ou Q; a regido CDR2 de SEQ ID NO: 13, em que I51 é
I, T, Vou A; e 556 € S ou T; e a regido CDR3 de SEQ ID NO:
14, em que S91 & S ou E; K92 é K, H, R, ou 3; e em que Y96
¢ Y ou R. Em algumas formas de realizacdo, a regiédo
varidvel de cadeia leve compreende a regido CDR3 de SEQ ID
NO: 14, em gque S91 & S ou E; K92 é gualguer aminoacido; T93
¢ qualgquer aminoacido; e em que Y% é Y ou R. Em algumas
formas de realizacdo, o anticorpo compreende ainda uma
cadeia pesada de anticorpo.

Em outro aspeto, o anticorpo compreende (a) uma regiédo
variavel de cadeia pesada que compreende a regido CDR1 de
SEQ ID NO: 9, em que 134 é S, L, VA, ou I; e N35 & N, T ou
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S; a regido CDR2 de SEQ ID NO: 10, em que M50 & M, I, G, O,
S, ou L; A62 & A, ou S; e L63 & L ou V; e a regido CDR3 de
SEQ ID NO: 11, em que Y100 é Y, L, ou R; em que Y101 & Y ou
W; em que G103 & G, A, ou S; em que T104 & T ou S; em que
S105 &€ 5, A, ou T; em que Y106 ¢ Y, R, T, ou M; em que Y107
& Y ou F; em que F108 é F ou W; em que D109 é& D, N, ou G;
em que Y110 ¢ Y, K, S, Rou T; e (b) uma regido variadvel de
cadeia leve que compreende a regido CDR1 de SEQ ID NO: 12,
em gque S26 é S ou F; D28 é D, S, A, ou Y; e H32 & H, N, ou
Q; a regido CDR2 de SEQ ID NO: 13, em que I51 & I, T, V ou
A; e S56 € S ou T; e a regido CDR3 de SEQ ID NO: 14, em que
391 é S ou E; K92 é K, H, R, ou S; e em que Y9 é Y ou R.
Em algumas formas de realizacdo, a regido variavel de
cadeia leve compreende a regido CDR3 de SEQ ID NO: 14, em
que S91 é S ou E; K92 é qualquer aminoéacido; T93 é qualquer
aminoadcido; e em que Y96 é& Y ou R. Em algumas formas de
realizacdo, a regido variéavel de cadeia pesada compreende a
regido CDR3 de SEQ ID NO: 11, em que Y100 é Y, L, ou R; em
que Y101 &€ Y ou W; em que G103 & G, A, ou S; em que T104 ¢é
T ou 3; em que S105 & S, A, ou T; em que Y106 &€ Y, R, T, ou
M; em que Y107 & Y ou F; em que F108 & F ou W; em gque D109
é s, A, C, G, D, N, T, ou G; em gque Y110 ¢é gualquer
aminodcido. Em outras formas de realizacdo, a regiédo
variavel de cadeia pesada compreende a regido CDR3 de SEQ
ID NO: 11, em que G98 & G, S, A, C, V, N, D, ou T; em que
G99 & G, S, A, C, V, N, D, ou T; em que Y100 & Y, L, ou R;
em que Y101 & Y ou W; em que G103 é& G, A, ou S; em que T104
¢ T ou S; em que S105 & S, A, ou T; em gue Y106 & Y, R, T,
ou M; em que Y107 & Y ou F; em que F108 & F ou W; em que
D109 é¢ s, A, C, G, D, N, T, ou G; e em que Y110 é qualqguer
aminocdcido. Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo
compreende ainda uma cadeia leve de anticorpo.

Em outro aspeto, o anticorpo, incluindo um anticorpo
humanizado compreende uma sequéncia de aminodcidos mostrada
na SEQ ID NO: 9, em que 134 é S, L, VA, ou I; e N35 & N, T
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ou S; uma sequéncia de aminodcidos mostrada na SEQ ID NO:
10, em que M50 é M, I, G, Q, S, ou L; A62 & A, ou S; e Lo63
é L ou V; e uma sequéncia de aminoédcidos mostrada na SEQ ID
NO: 11, em que Y100 é Y, L, ou R; em que Y101 & Y ou W; em
que G103 & G, A, ou S; em que T104 &€ T ou S; em que S105 ¢é
S, A, ou T; em que Y106 ¢ Y, R, T, ou M; em que Y107 & Y ou
F; em que F108 & F ou W; em que D109 & D, N, ou G; em que
Y110 € Y, K, S, R ou T. Em algumas formas de realizacdo, o
anticorpo compreende uma sequéncia de aminodcidos mostrada
na SEQ ID NO: 11, em que Y100 & Y, L, ou R; e em que Y101 é
Y ou W; em que G103 &€ G, A, ou S; em que T104 € T ou S; em
que S105 & S, A, ou T; em que Y106 é Y, R, T, ou M; em que
Y107 é Y ou F; em que F108 & F ou W; em que D109 & S, A, C,
G, D, N, T, ou G; e em que Y110 é qualgquer aminoacido. Em
outras formas de realizacdo, o anticorpo compreende uma
sequéncia de aminodcidos mostrada na SEQ ID NO: 11, em que
G988 & G, S, A, C, V, N, D, ou T; em que G99 & G, S, A, C,
V, N, D, ou T; em que Y100 é€ Y, L, ou R; em que Y101l & Y ou
W; em que G103 é G, A, ou S; em que T104 & T ou S; em que
3105 é S, A, ou T; em gque Y106 é Y, R, T, ou M; em que Y107
& Y ou F; em que F108 é F ou W; em que D109 & S, A, C, G,
D, N, T, ou G; e em que Y110 é qualgquer aminoidcido. Em
algumas formas de realizacdo, o anticorpo compreende ainda
uma regido variavel de cadeia leve de anticorpo.

Em outro aspeto, o anticorpo compreende uma segquéncia
de aminoadcidos mostrada na SEQ ID NO: 12, em gque S26 & S ou
F; D28 & D, S, A, ou Y; e H32 é& H, N, ou Q; uma sequéncia
de aminodcidos mostrada na SEQ ID NO: 13, em que I51 & I,
T, V ou A; e 556 é S ou T; e uma sequéncia de aminoécidos
mostrada na SEQ ID NO: 14, em que S91 & S ou E; K92 é K, H,
R, ou S; e em que Y% ¢é Y ou R. Em algumas formas de
realizacéo, o0 anticorpo compreende uma sequéncia de
aminodcidos mostrada na SEQ ID NO: 14, em que S91 & S ou E;
K92 é qualquer aminoacido; T93 é qualguer aminoacido; e em

que Y96 é Y ou R. Em algumas formas de realizacdo, ©
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anticorpo compreende ainda uma regido variavel de cadeia
pesada de anticorpo.

Em outro aspeto, o anticorpo compreende (a) uma
sequéncia de aminocdcidos mostrada na SEQ ID NO: 9, em gue
I34 & 5, L, VA, ou I; € N35 & N, T ou S; uma sequéncia de
aminodcidos mostrada na SEQ ID NO: 10, em que M50 é M, I,
G, O, S, ou L; A62 é& A, ou S; e L6e3 & L ou V; e uma
sequéncia de aminocécidos mostrada na SEQ ID NO: 11, em gue
Y100 & Y, L, ou R; em que Y101 & Y ou W; em que G103 & G,
A, ou S; em que T104 é T ou S; em que S105 & S, A, ou T; em
que Y106 é Y, R, T, ou M; em que Y107 &€ Y ou F; em que F108
& F ou W; em que D109 é D, N, ou G; e em que Y110 & Y, K,
S, R ou T; e (b) uma sequéncia de aminocdcidos mostrada na
SEQ ID NO: 12, em gque S26 & S ou F; D28 &€ D, S, A, ou Y; e
H32 é H, N, ou Q; uma sequéncia de aminocécidos mostrada na
SEQ ID NO: 13, em que Ib51 é I, T, V ou A; e 356 &€ S ou T; e
uma sequéncia de aminodcidos mostrada na SEQ ID NO: 14, em
que S91 é S ou E; K92 é K, H, R, ou S; e em que Y96 & Y ou
R. Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo compreende
uma sequéncia de aminodcidos mostrada na SEQ ID NO: 14, em
que S91 é S ou E; K92 é qualquer aminoéadcido; T93 é qualquer
aminoadcido; e em que Y96 é& Y ou R. Em algumas formas de
realizacéo, o0 anticorpo compreende uma sequéncia de
aminodcidos mostrada na SEQ ID NO: 11, em que Y100 & Y, L,
ou R; em que Y101 & Y ou W; em que G103 & G, A, ou S; em
que T104 é T ou S; em que S105 & S, A, ou T; em que Y106 é
Y, R, T, ou M; em que Y107 & Y ou F; em que F108 & F ou W;
em que D109 é S, A, C, G, D, N, T, ou G; em gque Y110 ¢é
qualquer aminodcido. Em outras formas de realizacdo, o
polipéptido compreende  uma sequéncia de aminoacidos
mostrada na SEQ ID NO: 11, em que G98 & G, S, A, C, V, N,
D, ou T; em que G99 & G, S, A, C, V, N, D, ou T; em que
Y100 & Y, L, ou R; em que Y101 & Y ou W; em que G103 & G,
A, ou S; em que T104 & T ou S; em que S105 & S, A, ou T; em
que Y106 é Y, R, T, ou M; em que Y107 & Y ou F; em gque F108
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é F ou W; em que D109 é S, A, C, G, D, N, T, ou G; e em gque
Y110 ¢ qualgquer aminoécido. Em algumas formas de
realizacdo, o polipéptido compreende ainda uma regido
varidvel de cadeia leve de anticorpo.

Em outro aspeto, o0s anticorpos compreendem uma regido
variavel de cadeia pesada que compreende: (a) uma regiédo
CDR1 de SEQ ID NO: 9, em que 134 é S, L, V A, ou I; e N35 &
substituido com N, T ou S; (b) uma regido CDR2 de SEQ 1ID
NO: 10, em que M50 & I, G, Q, S, ou L; A62 & A, ou S; e L63
é¢ L ou V; e (c) uma regido CDR3 de SEQ ID NO: 11, em gue
Y100 & Y, L, ou R; em que Y101 & Y ou W; em que G103 & G,
A, ou S; em que T104 € T ou S; em que S105 & 3, A, ou T; em
que Y106 é Y, R, T, ou M; em que Y107 & Y ou F; em gque F108
& F ou W; em que D109 &€ D, N, ou G; e em que Y110 & Y, K,
S, Rou T; em que o anticorpo se liga a NGF.

Em outro aspeto, o0s anticorpos compreendem uma regido
varidvel de cadeia leve que compreende: (a) uma regido CDRI1
de SEQ ID NO: 12, em que S26 &€ S ou F; D28 é D, S, A, ou Y;
e H32 & H, N, ou Q; (b) uma regido CDR2 de SEQ ID NO: 13,
em que I51 & I, T, V ou A; e S56 é S ou T; e (c) uma regido
CDR3 de SEQ ID NO: 14, em que K92 é K, H, R, ou S; e em que
Y96 & Y ou R; em que o anticorpo se liga a NGF.

Em outro aspeto, o0s anticorpos compreendem (a) uma
regido varidvel de cadeia pesada que compreende:

(i) uma regido CDR1 de SEQ ID NO: 9, em que 134 ¢&
substituido com S, L, V A, ou I; e N35 é substituido com N,
T ou S;

(ii) uma regido CDR2 de SEQ ID NO: 10, em que M50 & I, G,
0, S, ou L; A62 & A, ou S; e Le3 & L ou V; e (iii) uma
regido CDR3 de SEQ ID NO: 11, em que Y100 & Y, L, ou R; em
que Y101 é€ Y ou W; em que G103 & G, A, ou S; em que T104 ¢é
T ou 3; em que S105 & S, A, ou T; em que Y106 & Y, R, T, ou
M; em que Y107 &€ Y ou F; em que F108 & F ou W; em gque D109
é¢ D, N, ou G; em que Y110 & Y, K, S, R ou T; e (b) uma

regido varidvel de cadeia leve que compreende:
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(i) uma regido CDR1 de SEQ ID NO: 12, em que 526 & S ou F;
D28 &€ D, S, A, ou Y; e H32 & H, N, ou Q; (ii) uma regiédo
CDR2 de SEQ ID NO: 13, em que I51 é

I, T, V ou A; e S56 € S ou T; e (iii) uma regido CDR3 de
SEQ ID NO: 14, em gque S91 & S ou E; K92 & K, H, R, ou S; e
em que Y96 & Y ou R; em que o anticorpo se liga a NGF.

A menos gque mencionado de outro modo, a escolha (por
exemplo, substituicdo) de um aminodcido numa localizacdo ¢é
selecionada independentemente da selecdo de um aminoacido
em qualguer outra localizacéo.

Em algumas formas de realizacdo, os anticorpos ligam-
se a NGF (tal como NGF humano). Em algumas formas de
realizacéo, os anticorpos compreendem quaisquer das
configuracdes de CDR (incluindo combinacdes, variacdes, e
etc.) descritas no presente documento.

Conforme é evidente a partir da descricdo no presente
documento, a numeracdo de regides variédveis usada no
presente documento, € numeracdo sequencial. Um perito na
especialidade entende prontamente que existe uma série de
sistemas de numeracdo de anticorpos (tais como numeracédo
Kabat e Chothia), e como converter a numeracdo sequencial
em outro sistema de numeracdo, tal como numeracdo Kabat ou
numeracdo Chothia.

Em outro aspeto, o anticorpo compreende uma sequéncia
de aminodcidos (tal como uma sequéncia CDR3) selecionada a
partir de SEQ ID NO: 46 ou 50. Em ainda outras formas de
realizacdo, o anticorpo compreende ainda uma ou mais das
sequéncias de aminodcidos mostradas nas SEQ ID NOS: 3, 4,
5, 6, 7, e 8. Em ainda outras formas de realizacdo, o
anticorpo compreende ainda uma ou mais das sequéncias de
aminodcidos mostradas nas SEQ ID NOS: 9, 10, 11, 12, 13,
14, e 15.

Em outro aspeto, o anticorpo compreende uma sequéncia
de aminoacidos (tal como uma regido CDR, tal como uma
regido CDR H1 e/ou CDR H2) selecionada a partir de (a) SEQ
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ID NOS: 28 e/ou 29; (b) SEQ ID NOS: 30 e/ou 31; (c) SEQ ID
NOS: 32 e/ou 33; (d) SEQ ID NOS: 34 e/ou 35; (e) SEQ ID
NOS: 36 e/ou 37; (f) SEQ ID NOS: 38 e/ou 39; e (g) SEQ ID
NOS: 40 e 41. Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo
compreende uma sequéncia de aminoédcidos (tal como uma
regido CDR Hl) selecionada a partir de SEQ ID NOS: 28, 30,
32, 34, 36, 38, e 40. Em algumas formas de realizacdo, o
anticorpo compreende uma sequéncia de aminodcidos (tal como
uma regido CDR H2) selecionada a partir de SEQ ID NOS: 29,
31, 33, 35, 37, 39 e 41. Em ainda outras formas de
realizacdo, o anticorpo compreende ainda uma ou mais das
sequéncias de aminoadcidos mostradas nas SEQ ID NOS: 3, 4,
5, 6, 7, e 8. Em ainda outras formas de realizacdo, o
anticorpo compreende ainda uma ou mais das sequéncias de
aminodcidos mostradas nas SEQ ID NOS: 9, 10, 11, 12, 13,
14, e 15.

Em outro aspeto, o anticorpo compreende uma segquéncia
de aminodcidos (tal como uma regido CDR, tal como uma
regido CDR L1 e/ou CDR L2) selecionada a partir de (a) SEQ
ID NOS: 18 e/ou 19; (b) SEQ ID NOS: 20 e/ou 21; e (c) SEQ
ID NOS: 22 e/ou 23. Em algumas formas de realizacdo, O
anticorpo compreende uma sequéncia de aminocdcidos (tal como
uma regido CDR Ll1) selecionada a partir de SEQ ID NOS: 18,
20, e 22. Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo
compreende uma sequéncia de aminodcidos (tal como uma
regido CDR L2) selecionada a partir de SEQ ID NOS: 19, 21,
e 23. Em ainda outras formas de realizacdo, o anticorpo
compreende ainda uma ou mais das sequéncias de aminoacidos
mostradas nas SEQ ID NOS: 3, 4, 5, 6, 7, 8. Em ainda outras
formas de realizacdo, o anticorpo compreende ainda uma ou
mais das sequéncias de aminodcidos mostradas nas SEQ ID
NOS: 9, 10, 11,12, 13, 14, e 15.

Em outro aspeto, o anticorpo compreende uma sequéncia
de aminoacidos (tal como uma regido CDR, tal como uma
regido CDRL3 e/ou CDR H3) selecionada a partir de (a) SEQ
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ID NOS: 51 e/ou 52; (b) SEQ ID NOS: 55 e/ou 56; (c) SEQ ID
NOS: 57 e/ou 58; (c) SEQ ID NOS: 59 e/ou 60; (d) SEQ ID
NOS: 61 e/ou 62; (e) SEQ ID NOS: 63 e/ou 64. Em algumas
formas de realizacdo, o anticorpo compreende uma sequéncia
de aminodcidos (tal como uma regido CDR L3) selecionada a
partir de SEQ ID NOS: 51, 55, 57, 59, 61, e 63. Em algumas
formas de realizacdo, o anticorpo compreende uma sequéncia
de aminodcidos (tal como uma regido CDR H3) selecionada a
partir de SEQ ID NOS: 52, 56, 58, 60, 62, e 64. Em ainda
outras formas de realizacdo, o anticorpo compreende ainda
uma sequéncia de aminodcidos mostrada numa ou mais das SEQ
ID NOS: 18, 19, 30 e 31. Em ainda outras formas de
realizacdo, o anticorpo compreende ainda uma ou mais das
sequéncias de aminodcidos mostradas nas SEQ ID NOS: 3, 4,
5 o6, 7, e 8. Em ainda outras formas de realizacdo, o
anticorpo compreende ainda uma ou mais das sequéncias de
aminodcidos mostradas nas SEQ ID NOS: 9, 10, 11, 12, 13,
14, e 15.

Em outro aspeto, o anticorpo compreende uma ou mais de
uma sequéncia de aminoacidos (tal como uma regido CDR)
mostrada nas SEQ ID NOS: o6l, 63, 18, 19, 30 e 31.

Num aspeto, o anticorpo antagonista anti-NGEF que se
liga a NGF (tal como NGF humano) com uma alta afinidade. Em
algumas formas de realizacdo, alta afinidade é (a) ligacéo
de NGF com uma kd de menos de cerca de 2 nM (tal como
qualquer 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 menor), e/ou
uma k.rr mais lenta do que cerca de 6x107° S$7'); e/ou (b)
inibicdo (reducdo, e/ou bloqueio) da sobrevida dependente
de NGF humano de neurdnios trigeminais E13.5 de ratinho com
uma CI50 (na presenca de cerca de 15 pM de NGF) de cerca de
qualgquer de 200 pM, 150 pM, 100 pM, 80 pM, 60 pM, 40 pM, 20
pM, 10 pM, ou menos; e/ou (c) 1inibicdo (reducdo, e/ou
blogueio) da sobrevida dependente de NGF humano de

neurénios trigeminais E13.5 de ratinho com uma CI50 (na
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presenca de cerca de 1.5 pM de NGF) de cerca de qualquer de
50 pM, 40 pM, 30 pM, 10 pM, 20 pM, 10 pM, 5 pM, 2 pM, 1 pM,
ou menos; e/ou (d) inibicdo (reducdo, e/ou bloqueio) da
sobrevida dependente de NGEF de rato de neurdnios
trigeminais E13.5 de ratinho com uma CI50 (na presenca de
cerca de 15 pM de NGF) de cerca de gqualgquer de 150 pM, 125
eM, 100 pM, 80 pM, 60 pM, 40 pM, 30 pM, 20 pM, 10 pM, 5 pM,
ou menos; e/ou (e) inibicdo (reducdo, e/ou bloqueio) da
sobrevida dependente de  NGF de rato de neurénios
trigeminais E13.5 de ratinho com uma CI50 (na presenca de
cerca de 1,5 pM de NGF) de cerca de qualquer de 30 pM, 25
M, 20 oM, 15 pM, 10 oM, 5 pM, 4 pM, 3 pM, 2 pM, 1 pM, ou
menos; e/ou (f) e/ou ligacdo de NGF com maior afinidade do
que o recetor trkA.

Em outro aspeto, a divulgacédo proporciona um
anticorpo, em que os anticorpos (a) se ligam a NGF (tal
como NGF humano) com uma Kp de menos de cerca de 2 nM (tal
como qualquer de cerca de 1 nM, 800 pM, 600 pM, 400 pM, 200
eM, 100pM, 90 pM, 80 pM, 70 pM, 60 pM, 50 pM, ou menos),
e/ou uma k.sr mais lenta do que cerca de 6x107° g1 ; e/ou
(b) inibem a sobrevida dependente de NGF humano de
neurénios trigeminais E13.5 de ratinho com uma CI50 (na
presenca de cerca de 15 pM de NGF) de cerca de qualquer de
200 pM, 150 pM, 100 pM, 80 pM, 60 pM, 40 pM, 20 pM, 10 pM,
ou menos; e/ou (c) inibem a sobrevida dependente de NGF
humano de neurdénios trigeminais E13.5 de ratinho com uma
CI50 (na presenca de cerca de 1,5 pM de NGF) de cerca de
qualgquer de 50 pM, 40 pM, 30 pM, 10 pM, 20 pM, 10 pM, 5 pM,
2 pM, 1 pM, ou menos; e/ou ligam NGF com maior afinidade do
que o recetor trkA. Em algumas formas de realizacdo, os
anticorpos (a) se ligam a NGF com uma Kp de menos de cerca
de 2 nM; e/ou (b) inibem a sobrevida dependente de NGF
humano de neurdénios trigeminais E13.5 de ratinho com uma
CI50 de cerca de 100 pM ou menos, em que a CI50 é& medida na

presenca de cerca de 15 pM de NGF; e/ou (c) inibem a
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sobrevida dependente de NGF humano de neurdnios trigeminais
E13.5 de ratinho com uma CI50 de cerca de 10 pM ou menos,
em que a CI50 é medida na presenca de cerca de 1.5 pM de
NGF, em gque a CI50 é medida na presenca de cerca de 15 pM
de NGF. Em algumas formas de realizacdo, o0s anticorpos (a)
se ligam a NGF com uma Kp de menos de cerca de 100 pM; e/ou
(b) dinibem a sobrevida dependente de NGF humano de
neurdénios trigeminais E13.5 de ratinho com uma CI50 de
cerca de 20 pM ou menos, em gue a CI50 é& medida na presenca
de cerca de 15 pM de NGF; e/ou (c) inibem a sobrevida
dependente de NGF humano de neurdnios trigeminais E13.5 de
ratinho com uma CI50 de cerca de 2 pM ou menos, em gque a
CI50 é medida na presenca de cerca de 1,5 pM de NGF.

Conforme é evidente a partir da descricdo no presente
documento, excluidos especificamente da divulgacdo estéo
formas de realizacdo de ©polipéptidos consistindo na
sequéncia de aminoédcidos 1déntica a uma sequéncia de
aminodcidos de anticorpo monoclonal de ratinho, 911. As
sequéncias de CDR estendidas de Mab 911 sdo mostradas nas
Figuras 1A e 1B, e nas SEQ ID NOS: 9-14.

Em algumas formas de realizacdo, divulgacdo quaisquer
dos anticorpos acima sdo isolados. Em algumas formas de
realizacdo, o anticorpo é essencialmente purificado. Em
ainda outras formas de realizacdo, o anticorpo é maturado
por afinidade. Em outras formas de realizacdo, o anticorpo
¢ um anticorpo antagonista. Em algumas formas de
realizacdo, o anticorpo compreende sequéncias de estrutura
humana. Em ainda outras formas de realizacdo, o anticorpo
compreende um ou mais residuos de estrutura ndo humana. Em
algumas formas de realizacdo, o anticorpo liga-se a NGF
(tal como NGF humano) com uma Kp de 2 nM ou menos. Em
algumas formas de realizacdo, o anticorpo compreende uma ou
mais (tais como 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, ou mais) substituicdes
de aminoacidos humanos em relacdo a uma sequéncia de

aminodcidos ndo humana (tal como uma sequéncia de regiédo
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variadvel, tais como uma sequéncia de CDR, tal como uma
sequéncia de estrutura). Em algumas formas de realizacdo, o
anticorpo compreende pelo menos 1, pelo menos 2, ou mais
tal como pelo menos 3, 4, 5, 6, ou mais substituicdes de
aminodcidos em relacdo a uma sequéncia de aminodcidos do
polipéptido de origem (tal como  uma sequéncia de
aminocdcidos do anticorpo 911, tal como gqualquer uma ou mais
das SEQ ID NOs 9-14). Em algumas formas de realizacdo, a
afinidade de ligacdo do anticorpo foi alterada (em algumas
formas de realizacdo, aumentada) em relacdo a uma afinidade
de anticorpo de origem (tal como Mab 911). Em ainda outras
formas de realizacdo, a afinidade de ligacdo do anticorpo é
menor do que a afinidade de ligacdo do recetor trkA para
NGF (tal como NGF humano). Em algumas formas de realizacéo,
os anticorpos sédo anticorpos humanos. Em outras formas de
realizacdo, o0s anticorpos sdo anticorpos humanizados. Em
ainda outras formas de realizacdo, o0s anticorpos séo
anticorpos monoclonais. Em algumas formas de realizacdo, o
anticorpo é um anticorpo maturado por afinidade.

A divulgacdo proporciona polinucledétidos (incluindo
polinucledétido isolado) que compreende polinucledtidos que
codificam quaisquer das formas de realizacdo acima.

Em outro aspeto, a divulgacéo proporciona um
polinucledétido isolado que compreende um polinucledtido que
codifica um fragmento ou uma regido do anticorpo E3 (de
maneira intercambiéavel denominado "E3" no presente
documento). Numa forma de realizacdo, o fragmento & uma
cadeia leve do anticorpo E3 conforme mostrado na Figura 1B.
Em outra forma de realizacdo, o fragmento é uma cadeia
pesada do anticorpo E3 conforme mostrado na Figura 1A. Em
ainda outra forma de realizacdo, o fragmento contém uma ou
mais regides varidveis de uma cadeia leve e/ou uma cabeia
pesada do anticorpo E3. Em ainda outra forma de realizacédo,
o fragmento contém uma ou mais regides de determinacdo da

complementaridade (CDRs) de uma cadeia leve e/ou uma cadeia
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pesada do anticorpo E3 conforme mostrado nas Figuras 1A e
1B.

Em outro aspeto, a divulgacéao proporciona um
polinucledétido isolado que compreende um polinucledtido que
codifica o anticorpo E3. Em algumas formas de realizacdo, o
polinucledétido compreende qualgquer um ou ambos 0s
polinucledétidos mostrados nas Figuras 2 e 3.

Em outro aspeto, a divulgacéo proporciona um
polinucledétido isolado que codifica uma cadeia leve E3 com
um numero de depdsito de ATCC N° PTA-4893 ou ATCC N° PTA-
4894, Em outro aspeto, a divulgacdo proporciona um
polinucledétido isolado que codifica uma cadeia pesada E3
com um numero de depdsito de ATCC N° PTA-4895. Em ainda
outro aspeto, a divulgacgdo proporciona um polinucledtido
isolado que compreende (a) uma regido variavel codificada
no polinucledétido 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. Em outro aspeto, a divulgacdo proporciona 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 mais CDRs
codificadas no polinucledétido com um ntUmero de depdsito de
ATCC N° PTA-4895.

Em outro aspeto, a divulgacéo proporciona
polinuclebétidos que codificam quaisquer dos anticorpos
(incluindo fragmentos de anticorpos) ou polipéptidos
descritos no presente documento.

Em outro aspeto, a divulgacdo proporciona vetores
(incluindo vetores de expressdo e clonagem) e células
hospedeiras que compreendem quaisquer dos polinucledtidos
descritos no presente documento.

Conforme é evidente a partir da descricdo no presente
documento, especificamente incluidas da divulgacdo estéo

formas de realizacdo de polinucledétidos consistindo na
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sequéncia de polinucledtidos idénticas a uma sequéncia de
polinucledétidos de anticorpo monoclonal de ratinho, 911. As
sequéncias de CDR estendidas de Mab 911 s&o mostradas nas
Figuras 1A e 1B, e na SEQ ID NOS: 9-14.

Em outro aspeto, o anticorpo é uma célula hospedeira
que compreende um polinucledtido que codifica a cadeia leve
E3 e um polinucledtido que codifica a cadeia pesada E3, em
que O um ou mais polinucledétidos que codificam a cadeia
leve E3 tem um numero de depdsito de ATCC N° PTA-4893 e/ou
ATCC N° PTA-4894, e o polinucledtido que codifica a cadeia
pesada E3 tem um numero de depdsito de ATCC N° PTA-4895. Em
algumas formas de realizacéo, a célula hospedeira
compreende polinucledétido gque compreende (a) uma regido
varidvel codificada no polinuclebétido com um numero de
depdsito de ATCC N° PTA-4893 ou PTA-4894 e/ou (b) uma
regido variadvel codificada no polinucledétido com um numero
de depdsito de ATCC N° PTA- 4895. Em algumas formas de
realizacéo, 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 mais CDRs
codificadas no polinucledétido com um numero de depdsito de
ATCC N° PTA-4895. Em algumas formas de realizacdo, a célula
hospedeira é uma célula de mamifero.

Em outro aspeto, a divulgacdo proporciona um complexo
de NGF ligado por anticorpo E3. Em outro aspeto, o complexo
¢ isolado. Em outro aspeto, o complexo & substancialmente
purificado.

Em outro aspeto, a divulgacdo proporciona um complexo
de NGF ligado por quaisquer dos anticorpos ou polipéptidos
descritos no presente documento. Em outro aspeto, o)
complexo ¢é isolado. Em outro aspeto, o complexo é
substancialmente purificado.

Em outro aspeto, a divulgacdo ¢é uma composicédo

farmacéutica que compreende um anticorpo antagonista anti-
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NGF, tal como composicdes farmacéuticas gque compreendem o
anticorpo E3 ou um anticorpo que compreende um fragmento do
anticorpo E3, e um excipiente farmaceuticamente aceitavel,
para utilizacdo na melhora da funcgédo fisica num individuo
que tem osteoartrite.

Em outro aspeto, a divulgacdo proporciona um método
para gerar anticorpo E3 que compreende preparar uma célula
hospedeira gque compreende um vetor de expressdo due
codifica o anticorpo E3; cultivar a célula hospedeira ou
progénie da mesma sob condigdes que permitem a producgdo do
anticorpo E3; e purificar o anticorpo E3. Em algumas formas
de realizacdo, o vetor de expressdo compreende uma ou ambas
as sequéncias de polinucledtidos mostrada nas Figuras 2 e
3.

Em outro aspeto, a divulgacdo proporciona um método
para gerar o anticorpo E3 que compreende expressar um
polinucledétido que codifica a cadeia leve E3 e um
polinucledétido que codifica a cadeia pesada E3 numa célula
adequada, em que o polinucledétido que codifica a cadeia
leve E3 tem um numero de depdsito de ATCC N° PTA-4893 e/ou
ATCC N° PTA-4894, e o polinucledtido que codifica a cadeia
pesada E3 tem um numero de depdsito de ATCC N° PTA-4895;
geralmente seguida por recuperacdo e/ou isolamento do
anticorpo.

Em outro aspeto, a divulgacdo proporciona métodos para
gerar quaisquer dos polipéptidos (tais como anticorpos)
descritos no presente documento, por expressdo de um ou
mais polinucledétidos que codificam o anticorpo (o qual pode
ser separadamente expresso como uma uUnica cadeia leve ou
pesada, ou tanto uma cadeia leve quanto uma cadeia pesada
podem ser expressa por um vetor) numa célula adequada,
geralmente seguido por recuperacdo e/ou 1isolamento do
anticorpo ou polipéptidos de interesse.

Em outro aspeto, a divulgacdo proporciona um método

para antagonizar a atividade bioldgica de NGF (tal como NGF
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humano) usando quaisquer dos polipéptidos (incluindo
anticorpos tais como anticorpo E3) descritos no presente
documento. Numa forma de realizacdo, o método compreende
contactar fator de <crescimento dos nervos humano com
quaisquer dos polipéptidos (incluindo anticorpo E3)
descritos no presente documento, por meio do qual a
atividade de ©NGF (tal como a atividade do fator de
crescimento dos nervos humano) ¢é antagonizada, reduzida,
bloqueada, ou suprimida.

Em outro aspeto, a divulgacdo proporciona um método
para detetar NGF usando quaisquer dos polipéptidos
(incluindo anticorpos, tais como o anticorpo E3) descritos
no presente documento. A presenca de NGF é detetada por
meio da detecdo de um complexo entre NGF e quaisquer dos
polipéptidos descritos no presente documento, (tais como
anticorpo E3). O termo "detecgdo" conforme usado no presente
documento, inclui detecdo qualitativa e/ou guantitativa
(medicdo dos niveis) com ou sem referéncia a um controlo.

Em outro aspeto, a divulgacdo proporciona um método
para tratar dor por administracdo de uma quantidade eficaz
de uma composicdo que compreende o anticorpo E3 ou
quaisquer das formas de realizacdo de polipéptidos
(incluindo anticorpo) ou polinucledétidos descritas no
presente documento. Em algumas formas de realizacdo, a dor
¢ dor pdés-cirurgica.

Em outro aspeto, a divulgacdo proporciona um método
para prevenir ou tratar a dor da artrite reumatoide num
individuo por meio da administracdo de uma quantidade
eficaz de anticorpo antagonista anti-NGF ao individuo. Foi
mostrado de acordo com a divulgag¢do gque um anticorpo
antagonista anti-NGF ¢é capaz de inibir ou bloquear a dor
associada com artrite reumatoide. Em algumas formas de
realizacdo, a dor ¢é aliviada no prazo de cerca de 4 dias
apdés administrar o anticorpo antagonista anti-NGF. Em

algumas formas de realizacdo, a dor ¢é aliviada antes de
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observar ou na auséncia de uma indicacdo de melhoria da
condicdo inflamatdéria no individuo.

Noutro aspeto, a divulgacdo proporciona métodos para
reduzir a incidéncia de dor por artrite reumatoide,
melhorar a dor da artrite reumatoide, suprimir a dor da
artrite reumatoide, paliar a dor da artrite reumatoide,
e/ou atrasar o inicio, desenvolvimento, ou progressdo da
dor da artrite reumatoide num individuo, o dito método
compreendendo administrar uma quantidade eficaz de
anticorpo antagonista anti-NGF ao individuo.

Noutro aspeto, a divulgacdo proporciona métodos para
tratar a caquexia (perda de peso) inflamatdéria associada
com a artrite reumatoide num individuo compreendendo
administrar uma gquantidade eficaz de anticorpo antagonista
anti-NGF.

Noutro aspeto, a invencgdo é uma utilizacdo médica para
tratar a dor da osteoartrite, melhorar a funcdo fisica e
melhorar a rigidez num individuo administrando uma
quantidade eficaz de um anticorpo antagonista anti-NGF ao
individuo.

Noutro aspeto, a utilizacdo médica proporciona a
reducdo da incidéncia da dor da osteoartrite, melhorar a
dor da osteocartrite, suprimir a dor da osteoartrite,
aliviar a dor da osteoartrite, e/ou retardar o inicio, o
desenvolvimento, ou a progressdo da dor da osteoartrite num
individuo, compreendendo o dito método administrar uma
quantidade eficaz de um antagonista de NGF (tal como
anticorpo antagonista anti-NGF) ao individuo.

Noutro aspeto, a divulgacdo proporciona a utilizacédo
de um anticorpo antagonista anti-NGF no fabrico de um
medicamento para melhorar a funcdo fisica num individuo
tendo osteocartrite. A invencdo proporciona adicionalmente
um anticorpo antagonista anti-NGF para utilizacdo na
melhoria da funcdo fisica num individuo tendo osteocartrite.

A invencdo proporciona adicionalmente a utilizacdo de um
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anticorpo antagonista anti-NGF no fabrico de um medicamento
para tratar a dor, melhorar a funcdo fisica e melhorar a
rigidez num individuo tendo osteocartrite. A invencéo
proporciona adicionalmente um anticorpo antagonista anti-
NGF para utilizacdo no tratamento da dor, melhoria da
funcdo fisica e melhoria da rigidez num individuo tendo
osteoartrite.

Noutro aspeto, a divulgacdo proporciona utilizacdoes
médicas para melhorar a rigidez num individuo tendo
osteocartrite, a dita utilizacdo compreendendo administrar
uma gquantidade eficaz de um antagonista de NGF (tal como
anticorpo antagonista anti-NGF) ao individuo.

Em algumas formas de realizacdo, o individuo é um ser
humano. Em algumas formas de realizacdo, para tratar dor da
osteocartrite, a frequéncia de dosagem de anticorpo
antagonista anti-NGF estéd entre uma vez a cada semana e uma
vez a cada 10 semanas, ou menos frequente.

Em outro aspeto, a divulgacdo proporciona kits e
composicdes que compreendem qualgquer uma ou mais das
composicdes descritas no presente documento. Estes kits,
geralmente dentro de embalagem adequada e providos com
instrucdes apropriadas, sdo Uteis para quaisquer das
utilizacdes médicas descritas no presente documento. A
divulgacdo também proporciona composicdes farmacéuticas
para utilizacdo em quaisquer das utilizacbdes médicas
descritas no presente documento, cujas composicdes
compreendem  uma quantidade eficaz de um anticorpo
antagonista anti-NGF e um veiculo farmaceuticamente
aceitavel.

A divulgacéo também proporciona quaisquer das
composicbdes e kits descritos para qualquer utilizacéo
descrita no presente documento, quer no contexto de
utilizacdo como medicamento e/ou utilizacdo para o fabrico

de um medicamento.
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BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

A FIGURA 1A: mostra a seguéncia de aminoécidos da regiédo
variavel de cadeia pesada do anticorpo E3 (marcada com
"6" e "5" + maturacdo de afinidade H3). As CDRs Chothia e
CDRs Kabat sdo representadas por texto sublinhado e por
texto em negrito e em itéalico, respetivamente. A Figura
1A também mostra o alinhamento das seguintes sequéncias
de aminoadcidos de regido variédvel de cadeia pesada; (2)
sequéncia aceitadora da linha germinal humana VH4-59
(marcada com "VH4-59" ou "2") (SEQ ID NO: 69); (3) as
sequéncias aceitadoras enxertadas com as CDRs estendidas
do anticorpo de ratinho 911 (marcadas "enxertada com CDR"
ou "3") (SEQ ID NO: 70); (4) as sequéncias aceitadoras
enxertadas com CDR incluindo a substituicdo V71K
(marcadas "3+mutacdo de uma estrutura”™ ou "4") (SEQ ID
NO: 71); (5) o clone contendo CDRs de afinidade maturadas
Hl e H2 (marcadas "5" ou "4+ maturacdo de afinidade HI1,
H2") (SEQ ID NO: 72); e anticorpo E3 (conforme descrito
acima) .

A FIGURA 1B: mostra a sequéncia de aminodcidos da regido
variadvel de cadeia leve do anticorpo E3 (marcada com "5"
ou "4 + maturacdo de afinidade L3). As CDRs Chothia e
CDRs Kabat s&o representadas por texto sublinhado e texto
em negrito e em itédlico, respetivamente. A FIGURA 1B
também mostra o alinhamento das seguintes sequéncias de
aminoadcidos de regido varidvel de cadeia leve: (2)
sequéncia aceitadora da linha germinal humana 08 (marcada
com "08"™ ou "2") (SEQ ID NO: 73); (3) as sequéncias
aceitadoras enxertadas com as CDRs estendidas do
anticorpo ratinho 911 (marcadas "enxertada com CDR" ou
"3") (SEQ ID NO: 74); (4) as sequéncias aceitadoras
enxertadas com CDR (marcadas "3+ maturacdo de afinidade
L1, L2" ou "4") (SEQ ID NO: 75); (5) o clone contendo
CDRs de afinidade maturada L1 e L2 (marcadas "5" ou "4+

maturacdo de afinidade L3"); e anticorpo E3 (conforme
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descrito acima).

A FIGURA 2: mostra um polinucledétido que compreende uma
sequéncia de polinucledétido que codifica a regido
varidvel de cadeia pesada do anticorpo E3 (SEQ ID NO:
76) .

A FIGURA 3: mostra um polinucledétido que compreende uma
sequéncia de polinucledétido que <codifica a regido
varidvel de cadeia leve do anticorpo E3 (SEQ ID NO: 77).
A FIGURA 4: ¢é um grafico representando a sobrevida
dependente de NGF de neurdnios EI3.5 na presenca de
concentracdo variavel de NGF humano e de rato. 0O eixo X
corresponde a concentracdo de NGF (ng/ml) e o eixo Y
corresponde aos neurdnios contados.

A FIGURA b5: ¢é um grafico que representa o efeito de
bloqueio de NGF de véarios Fabs na presenca de ou 0,04
ng/ml de NGF humano (cerca de 1,5 pM; mostrada no painel
inferior) ou 0,4 ng/ml de NGF humano (cerca de 15 pM;
mostrada no painel superior). Foi avaliada a sobrevida de
neurénios trigeminais de ratinho E13.5 em véarias
concentracdes de Fab E3; 911 Fab murino; e Fab H19-L129 e
Fab 8L2-6D5. A CI50 (em pM) foi calculada para cada Fab
em cada concentracdo de NGF, e é mostrada no Quadro 9.
Fab E3 Dblogueou fortemente a sobrevida de neurdnios
trigeminais dependentes de NGF humanos, com uma CI50 de
cerca de 21 pM na presenca de 15 pM de humano NGF, e uma
CI50 de cerca de 1,2 pM na presenca de 1,5 pM de NGF
humano. Fabs 3C e H19-1L129 também bloquearam fortemente a
sobrevida de neurdénios trigeminais dependentes de NGF
humanos. Em ambos os painéis, o eixo X corresponde a
concentracdo de anticorpos (nM) e o eixo Y corresponde
aos neurdnios contados. 1,5 pM de NGF foi em torno da
CI50, enquanto 15 pM representou uma concentracdo
saturante de NGF.

A FIGURA 6: é um grafico comparando o efeito de bloqueio

de NGF de varios Fabs na presenca de ou 0,04 ng/ml de NGF
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de rato (cerca de 1,5 pM; mostrada no painel inferior) ou
0,4 ng/ml NGF de rato (cerca de 15 pM; mostrada no painel
superior). A sobrevida de neurdnios trigeminais de
ratinho E13.5 em varias concentracdes de Fab E3; Fab 911
murino; e Fab H19-1L129 e 8L2-6D5 foi avaliada conforme
descrito acima. A CI50 (em pM) foi calculada para cada
Fab em cada concentracdo de NGF, e é mostrada no Quadro
9. Fab E3 blogueou fortemente a sobrevida de neurédnios
trigeminais dependentes de NGF humanos, com uma CI50 de
cerca de 31,6 pM na presenca de 15 pM de NGF de rato, e
uma CI50 de cerca de 1,3 pM na presenca de 1,5 pM de NGF
de rato. Fabs 3C e H19-L129 também bloquearam fortemente
a sobrevida de neurdnios trigeminais dependentes de NGF
de rato. 1,5 pM de NGF foi em torno da CI50, engquanto 15
pM representou uma concentracdo saturante de NGEF. Em
ambos 0s painéis, o eixo X corresponde a concentracdo de
anticorpos (nM) e o eixo Y corresponde aos neurdnios
contados.

A FIGURA 7: é um gréafico representando dor em repouso
avaliada 24 horas depois da cirurgia e que mostra que
tratamento com 0,02 mg/kg, 0,1 mg/kg, 0,6 mg/kg, ou 1
mg/kg de anticorpo anti-NGF E3 reduziu a dor. "*" indica
uma diferenca estatisticamente significativa (p<0,5) do
controlo negativo.

A FIGURA 8: ¢é um gréafico representando dor em repouso
avaliada 24 horas depois da cirurgia e que mostra que
tratamento com 0,5 mg/kg de anticorpo anti-NGF E3 reduziu
significativamente (p<0,005) a dor em repouso quando
injetado duas horas depois da cirurgia.

A FIGURA 9: ¢é um grafico que mostra os resultados de
anadlise BIAcore da afinidade de ligacdo a NGF humano do
anticorpo de ratinho 911 (Fab). Anticorpo de ratinho 911
ligou a NGF com uma Kp de 3,7 nM, Ky de 8,4x10-5s8-1 e kg
de 2,2x104Ms-1.

A FIGURA 10: é um grafico que mostra os resultados de
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andlise BIAcore da afinidade de ligacdo a NGF humano do
anticorpo E3 (Fab) (referido como "3E Fab"). E3 ligou NGF
humano com uma KD de cerca de 0,07 nM (e com uma kon de
cerca de 6,0 x 10° M's™, e uma k.ir de cerca de 4,2x107° s~
H-

A FIGURA 11: é um grafico representando gque o anticorpo
E3 blogueia a interacdo de NGF com seus recetores, trkA e
P75, conforme avaliado por percentagem de ligacéo
detetada entre NGF e trkA (mostrado em circulos pretos) e
NGF e p75 (mostrados como quadrados vazios). O eixo X
corresponde a concentracdo do anticorpo 3E (Fab) e o eixo
Y corresponde a ligacdo de NGF (percentagem maxima de
RU). O aumento das concentracgdes de Fab E3 blogqueou a
interacdo de NGF tanto com p75 quanto com trkA, conforme
mostrado por redugdo de sinal (medida em RU). Quando a
concentracéao de anticorpos E3 (Fab) equivaleu a
concentracdo de NGF, ndo foi observada ligacdo de NGF
(conforme mostrado por um sinal de zero).

A FIGURA 12: é um grafico representando a capacidade de
blogqueio do NGF humano de anticorpo total E3 e Fab E3.
Foi avaliada a sobrevida de neurdnios trigeminais de
ratinho E13.5 na ©presenca de NGF humano e varias
concentracdes de Fab E3 e anticorpo E3. 0O eixo X
corresponde a ligacdo de locais de NGF (nM) e o eixo Y
corresponde a contagem normalizada de neurdénios
trigeminais (TG). O anticorpo total E3 e Fab 3E
apresentaram niveis semelhantes de inibic&do da sobrevida
dependente de NGF de neurdnios trigeminais quando a
concentracdo de anticorpo total e Fab foram normalizadas
para o numero de locais de ligacdo de NGF (Fab tem um
local de ligacdo e o anticorpo total tem dois locais de
ligacéo) .

A FIGURA 13: é um grafico representando a capacidade de
varias concentracdes (20, 4, 0,8, 0,16, 0,032, 0,0064,
0,00128, e 0,0 nM) do anticorpo E3 (tridngulos sdélidos;
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referido como "3E"), anticorpo 911 (circulos sdélidos), e
uma imunoadesina de recetor de trkA (quadrados
sombreados; referida como "trkA-Fc) para inibir a
sobrevida dependente de NGF de neurdnios trigeminais
E13.5 na presenca de 0,4 ng/ml de NGF humano (condigdes
de saturacédo). O eixo X corresponde a concentracdo do
anticorpo (nM) e a concentracdo de Y corresponde aos
neurdénios contados. Estes resultados demonstraram que o
anticorpo E3 Dblogueou NGF significativamente melhor do
que quer o anticorpo anti-NGF monoclonal de ratinho 911
quer a imunoadesina de trkA.

A FIGURA 14: é um grafico representando gque o anticorpo
antagonista anti-NGF E3 (denominado "3E na figura") ou
Fab 911 n&o inibiram a sobrevida neuronal promovida por
NT3, NT4/5 e MSP, mesmo em concentracdes de anticorpos
tdo elevadas quanto 200 nM. Os dados representaram
percentagem de sobrevida média depois de 48 horas em
cultura (f erro padrdo da média, n = 3 para cada ponto de
dados) relativa a sobrevida observada no controlo
positivo para cada experiéncia (100% de sobrevida de
neurdnios trigeminais cultivados na presenca de
concentracdo de NGF saturante). VArias concentracdes (20
nM, 2 nM, ou 0,2 nM) de E3 Fab (denominado "3E"™ na
figura) e anticorpo de ratinho 911 Fab foram usadas na
presenca de neurotrofina né&do adicionada (denominada
"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: é um grafico representando que o anticorpo
antagonista anti-NGF E3 (Fab ou anticorpo total)
(denominado "3E na figura") ou anticorpo de ratinho 911
(Fab ou anticorpo total) ndo inibiu a sobrevida neuronal
promovida por NT3, NT4/5 e MSP, mesmo em concentracdes de
anticorpos tédo elevadas quanto 200 nM. Varias

concentracdes (200 nM e 80 nM) de E3 Fab e anticorpo
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total e anticorpo de ratinho 911 anticorpo total e Fab
foram usadas na presenca de neurotrofinas ndo adicionadas
(denominadas "sem fatores"™), 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 16: é um grafico representando gque o anticorpo
antagonista anti-NGF E3 ou Fab E3 ndo inibiu a sobrevida
de neurdnios nodosos E17 promovida por BDNF, NT4/5 ou
LIF. Anticorpo antagonista anti-NGF de ratinho 911 também
foi testado, e foram observados resultados semelhantes.
Varias concentracgdes (200 nM ou 80 nM) de anticorpo total
E3 (denominado "3E na figura"), Fab E3, anticorpo total
911, ou Fab 911 foram testadas na presenca de
neurotrofinas n&do adicionadas (denominado "sem fatores"),
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).

A FIGURA 17: é um grafico representando gque o anticorpo
antagonista anti-NGF E3 ou Fab E3 ndo inibiu a sobrevida
de neurdénios nodosos E17 promovida por BDNF, NT4/5 ou
LIF. Varias concentracgdes (200 nM, 20 nM, 2 nM) de Fab E3
(denominado "3E na figura™), ou Fab 911 foram testadas na
presenca de neurotrofinas ndo adicionadas (denominadas
"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).

A FIGURA 18: ¢é um grafico que demonstra a reacédo
nociceptiva em ratos artriticos (modelo de artrite
reumatoide) depois da administracdo de anticorpos anti-
NGF (E3 e 911) no D14 e D19. E3 (1 mg/kg, i.v. no dia 14
e dia 19), 911 (.10 mg/kg, i.v. no dia 14 e dia 19), ou
indo (indometacina 3 mg/kg, por via oral diariamente
durante 10 dias) foram administrados a ratinhos
artriticos. 0Os valores da intensidade da vocalizacdo séo

expressos em mV como médias t e.p.m..
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A FIGURA 19: é um grafico que demonstra os efeitos de
anticorpos anti-NGF sobre o peso corporal na artrite em
ratos (modelo de artrite reumatoide) depois da
administracdo de anticorpos anti-NGF em D14 e D19. E3 (1
mg/kg, i.v. no dia 14 e dia 19), 911 (10 mg/kg, i.v. no
dia 14 e dia 19), ou indo (indometacina 3 mg/kg, por via
oral diariamente durante 10 dias) foram administrados a
ratinhos artriticos. 0s valores do peso corporal sé&o
expressos em gramas como média * e.p.m..

A FIGURA 20: ¢é um grafico que demonstra a reacdo
nociceptiva em ratos artriticos (modelo de artrite
reumatoide) depois da administracdo de diferentes doses
de anticorpo anti-NGF E3 (0,003 mg/kg, 0,03 mg/kg, 0,3
mg/kg, e 5 mg/kg) em D14 e D18. Os valores da intensidade
da vocalizacdo sdo expressos em mV como médias + e.p.m..
A FIGURA 21: é um grafico que demonstra os efeitos de
anticorpo anti-NGF E3 sobre a percentagem de peso no Dia
14 (normalizado para Dia 14) em ratos artriticos (modelo
de artrite reumatoide) depois da administracdo de
diferentes doses de anticorpo anti-NGF E3 (0,03 mg/kg,
0,3 mg/kg, e 5 mg/kg) em D14 e DI18.

A FIGURA 22: é um grafico que demonstra os efeitos de
anticorpo anti-NGF E3 sobre a perda de peso em ratos
artriticos (modelo de artrite reumatoide) depois da
administracdo de diferentes doses de anticorpo anti- NGF
E3 (0,03 mg/kg, 0,3 mg/kg, e 5 mg/kg) em D14 e D18. Os
valores de peso corporal foram normalizados para o Dia O.
A FIGURA 23: representa a sequéncia de aminoédcidos da
regido varidvel de cadeia pesada E3 (Fig. 23A) e a
sequéncia de aminocdcidos da regido variavel de cadeia
leve (Fig. 23B), conforme numerado usando numeracéo
sequencial, numeracdo de Kabat, e numeracdo de Chothia.

A FIGURA 24 representa as alteracdes na intensidade da
dor diadria média depois da administracdo de anticorpo

anti-NGF E3 comparada com a avaliacdo inicial no dia 0. O
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eixo Y corresponde a reducdo na intensidade da dor diéaria
média (pontuacdo de VAS) comparada com a intensidade da
dor diédria média no dia 0. O eixo X corresponde a dias
depois da administracdo de anticorpo anti-NGF E3.
A FIGURA 25 representa a pontuacdo média de VAS depois da
administracdo de anticorpo anti-NGF E3. "SE" refere-se a
erro padréo.
A FIGURA 26 representa percentagem de reducdo maxima na
diferenca da intensidade da dor somada (SPID) do dia 2 ao
dia 14 e do dia 2 ao dia 28 depois da administracédo de
anticorpo anti-NGF E3.
A FIGURA 27 representa a resposta média quadrada minima
(LSM) para WOMAC, subescala da dor, subescala da funcédo
fisica, e subescala da rigidez do dia 1 ao dia 28 depois
da administracdo de diferentes doses (3 pg/kg, 10 ng/kg,
30 pg/kg, 100 pg/kg, e 300 pg/kg) de anticorpo anti-NGF
E3. "SE" refere-se a erro padrédo. Os eixos X correspondem
a dose de anticorpo anti-NGF E3 administrada. "*" indica
P < 0,05 comparado com a avaliacdo inicial segundo o
ensaio de Dunnett.

DESCRICAO PORMENORIZADA DA DIVULGACAO

A divulgacéo revelada no presente documento
proporciona a utilizacdo de um anticorpo antagonista anti-
NGF no fabrico de um medicamento para melhorar a funcédo
fisica num individuo tendo osteocartrite. A invencédo
proporciona adicionalmente um anticorpo antagonista anti-
NGEF para utilizacdo na melhoria da funcdo fisica num
individuo tendo osteocartrite. A invencdo proporciona
adicionalmente a utilizacdo da um anticorpo antagonista
anti-NGF no fabrico de um medicamento para tratar a dor,
melhorar a funcdo fisica e melhorar a rigidez num individuo
tendo osteocartrite. A invencdo proporciona adicionalmente
um anticorpo antagonista anti-NGF para utilizacdo o
tratamento da dor, ma melhoria da funcdo fisica e na

melhora da rigidez num individuo com osteoartrite.
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A invencdo divulgada no presente documento proporciona
a utilizacdo de anticorpos antagonistas anti-NGF gque se
ligam ao NGF (tais como o NGF humano) com alta afinidade. A
invencdo proporciona ainda anticorpos derivados de E3 que
se ligam a NGF, e utilizacdes médicas destes anticorpos. Em
algumas formas de realizacdo, a 1invengdo proporciona um
anticorpo humanizado, E3, que se liga ao fator de
crescimento dos nervos ("NGEF"), e utilizacbdes médicas deste
anticorpo. A divulgacgdo também proporciona utilizacdes
médicas dos anticorpos E3 que se ligam a NGF.
Técnicas Gerais

A pratica da presente invencdo empregarad, a menos gue
indicado de outro modo, técnicas convencionais de biologia
molecular (incluindo técnicas recombinantes),
microbiologia, biologia celular, bioquimica e imunologia,
as quais estdo dentro do é&ambito da especialidade. As
técnicas referidas séo explicadas integralmente na
literatura, tais como, Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, segunda edicdo (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
e P.E. Roberts, 1998) Plenum Press; Cell and Tissue
Culture: Laboratory Procedures (A. Doyle, J.B. Griffiths,
and D.G. Newell, eds., 1993-1998) J. Wiley and Sons;
Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.); Handbook of
Experimental Immunology (D.M. Weir e C.C. Blackwell, eds.);
Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (J.M. Miller e
M.P. Calos, eds., 1987); Current Protocols 1in 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 in Molecular Riology (Wiley and
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Sons, 1999); Immunobiology (C.A. Janeway e 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 e C. Dean,
eds., Oxford University Press, 2000); Using antibodies: a
laboratory manual (E. Harlow e D. Lane (Cold Spring Harbor
Laboratory Press, 1999); The Antibodies (M. Zanetti e J.D.
Capra, eds., Harwood Academic Publishers, 1995); e Cancer:
Principies 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 ligacdo especifica a um alvo, tal como um hidrato de
carbono, polinucledtido, lipido, ©polipéptido, e etc.,
através de pelo menos um local de reconhecimento
antigénico, localizado na regido varidvel da molécula de
imunoglobulina. Conforme usado no presente documento, o
termo abrange ndo somente anticorpos intactos policlonais
ou monoclonais, mas também fragmentos dos mesmos (tais como
Fab, Fab', F(ab'),, Fv), cadeia Unica (Sckv), mutantes dos
mesmos, proteinas de fusdo que compreendem uma porcdo de
anticorpo, e qualquer outra configuracdo modificada da
molécula de imunoglobulina gue compreenda um local de
reconhecimento antigénico. Um anticorpo inclui um anticorpo
de qualgquer classe, tal como IgG, IgA, ou IgM (ou subclasse
das mesmas), e o0 anticorpo nédo precisa ser de qualquer
classe em particular. Dependendo da sequéncia de
aminocdcidos do anticorpo do dominio constante de suas
cadeias pesadas, as imunoglobulinas podem ser atribuidas a
diferentes classes. H& cinco classes principais de
imunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG, e IgM, e vArios destes
podem ser adicionalmente divididos em subclasses
(isotipos), por exemplo, IgGl, IgGz2, IgG3, IgG4, IgAl e
IgA2. Os dominios constantes de <cadeia pesada que

correspondem as diferentes classes de imunoglobulinas sé&o
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denominados alfa, delta, épsilon, gama, e mu,
respetivamente. As estruturas das subunidades e
configuracdes tridimensionais de diferentes classes de
imunoglobulinas s&o bem conhecidas.

"Fv" & um fragmento de anticorpo que contém um local
de reconhecimento e de ligacdo antigénica completa. Numa
espécie Fv de duas cadeias, esta regido consiste num dimero
de um dominio varidvel de cadeia pesada e um de cadeia leve
em firme associacdo ndo covalente. Numa espécie de Fv de
cadeia Unica, um dominio variédvel de cadeia pesada e um de
cadeia 1leve pode ser ligado de modo covalente por um
ligante de péptido flexivel tal que as cadeias leve e
pesada podem se associar numa estrutura dimérica andloga a
estrutura numa espécie de Fv de duas cadeias. E nesta
configuracdo que as trés CDRs de cada dominio variéavel
interagem que define uma especificidade de 1ligacdo de
antigénio sobre a superficie do dimero VH-VL. No entanto,
mesmo um unico dominio varidvel (ou metade de um Fv que
compreende somente 3 CDRs especificas para um antigénio)
tem a capacidade de reconhecer e ligar antigénio, embora
geralmente numa menor afinidade do que o local de ligacéo
inteiro.

O fragmento Fab também contém o dominio constante da
cadeia leve e o primeiro dominio constante (CHl) da cadeia
pesada. Fragmentos Fab' diferem de fragmentos Fab pela
adicdo de uns poucos residuos no terminal carboxi do
dominio CH1 de cadeia pesada incluindo uma ou mais
cisteinas das regides de articulacdo de anticorpo.

Um "anticorpo monoclonal" refere-se a uma populacdo de
anticorpos homogéneos em que o anticorpo monoclonal
consiste em aminodcidos (naturais e ndo naturais) que estéo
envolvidos na ligacdo seletiva de um antigénio. Uma
populacdo de anticorpos monoclonais é altamente especifica,
sendo dirigida contra um unico local antigénico. O termo

"anticorpo monoclonal"™ abrange ndo somente anticorpos
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monoclonais intactos como anticorpos monoclonais de
extensdo total, mas também fragmentos dos mesmos (tais como
Fab, Fab', F(ab'),, Fv), cadeia Unica (ScFv), mutantes dos
mesmos, proteinas de fusdo que compreendem uma porcgido de
anticorpo, e qualguer outra configuracdo modificada da
molécula de imunoglobulina gque compreende um local de
reconhecimento antigénico da especificidade requerida e a
capacidade de ligar-se a um antigénio. N&o se pretende ser
limitado com respeito a fonte do anticorpo ou a maneira na
qual este é feito (por exemplo, por hibridoma, selecdo de
fago, expressdo recombinante, animais transgénicos, e
etc.).

Conforme usado no presente documento, "anticorpo
humano" significa um anticorpo gque tem uma sequéncia de
aminodcidos correspondente a de um anticorpo produzido por
um ser humano e/ou que tenha sido feito usando quaisquer
das técnicas para preparar anticorpos humanos conhecidos na
técnica ou descritos no presente documento. Esta definicéo
de um anticorpo humano inclui anticorpos gue compreendem
pelo menos um polipéptido de cadeia pesada humano ou pelo
menos um polipéptido de cadeia leve humano. Um exemplo
semelhante é um anticorpo que compreende polipéptidos de
cadeia leve murino e de cadeia pesada humano. Anticorpos
humanos podem ser ©produzidos usando vVvarias técnicas
conhecidas na técnica. Numa forma de realizacéo, o)
anticorpo humano ¢ selecionado entre uma biblioteca de
fagos, onde a biblioteca de fagos expressa anticorpos
humanos (Vaughan et al., 199¢, Nature BRiotechnology,
14:309-314; Sheets et al., 1998, PNAS, (USA) 95:6157-6162;
Hoogenboom e Winter, 1991, J. Mol. Biol., 227:381; Marks et
al., 1991, J. Mol. Biol., 222:581). Anticorpos humanos
também podem ser produzidos por meio da introducdo de loci
de imunoglobulina humana em animais transgénicos, por
exemplo, ratinhos nos quais o0s genes de imunoglobulina

endégenos foram parcialmente ou completamente inativados.
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Esta abordagem ¢é descrita nas Patentes US N° 5.545.807;
5.545.806; 5.569.825; 5.625.126; 5.633.425; e 5.661.016.
Alternativamente, o anticorpo humano pode ser preparado por
meio da imortalizacdo de linfécitos B humanos que produzem
um anticorpo dirigido contra um antigénio alvo (os
linfécitos B referidos ©podem ser recuperados de um
individuo ou podem ter sido imunizados in vitro). Veja-se,
por exemplo, Cole et al., Monoclonal Antibodies and Cancer
Therapy, Alan R. Liss, p. 77 (1985); Boerner et al., 1991,
J. Immunol., 147 (1):86-95; e a Patente US N° 5.750.373.
"Anticorpos qguiméricos" refere-se aos anticorpos em
que uma porcdo de cada uma das sequéncias de aminoacidos de
cadeias pesada e leve é homéloga a sequéncias
correspondentes em anticorpos derivados de uma espécie em
particular ou pertencente a uma classe em particular, ao
passo gue o segmento remanescente das cadeias € homdélogo a
sequéncias correspondentes em outra. Tipicamente, nestes
anticorpos quiméricos, a regido variadvel de ambas as
cadeias leve e pesada simula as regides varidveis de
anticorpos derivados de uma espécie de mamiferos, enquanto
as porcgcbdes constantes sdo homdélogas as sequéncias em
anticorpos derivados de outra. Uma clara vantagem de
semelhantes formas quiméricas ¢é que, por exemplo, as
regides variaveis podem ser derivadas convenientemente de
fontes atualmente conhecidas usando hibridomas prontamente
disponiveis ou células B de organismos hospedeiros né&o
humanos em combinacdo com regides constantes derivadas de,
por exemplo, preparacgdes de células humanas. Enquanto a
regido varidvel tem a vantagem de facilidade de preparacéo,
e a especificidade ndo é afetada por sua fonte, a regiédo
constante sendo humana, ¢ menos provavel de provocar uma
reacdo imune de um individuo humano quando os anticorpos
sdo injetados do que provocaria a regido constante de uma
fonte ndo humana. No entanto, a definicdo ndo estd limitada

a este exemplo em particular.
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Uma "regido Fc funcional”™ possui pelo menos uma funcédo
efetora de uma regido Fc de sequéncia nativa. "Funcdes
efetoras" tipicas incluem ligacdo de Clg; citotoxicidade
dependente do complemento (CDC); ligacdo de recetor de Fc;
citotoxicidade mediada por células dependentes de anticorpo
(CCDA) ; fagocitose; regulacédo negativa de recetores
superficiais celulares (por exemplo, recetor de células B;
BCR), etc. Tais funcdes efetoras referidas regquerem
geralmente que a regido Fc seja combinada com um dominio de
ligacdo (por exemplo, um dominio varidvel de anticorpo) e
podem ser avaliadas usando varios ensaios conhecidos na
técnica para avaliar tais funcdes efetoras de anticorpos.

Uma "regido Fc de sequéncia nativa" compreende uma
sequéncia de aminoacidos idéntica a sequéncia de
aminodcidos de uma regido Fc encontrada na natureza. Uma
"regido Fc variante" compreende uma sequéncia de
aminoadcidos a qual difere daquela de uma regido Fc de
sequéncia nativa em virtude de pelo menos uma modificacédo
de aminoédcido, mas retém pelo menos uma funcdo efetora da
regido Fc de sequéncia nativa. Preferencialmente, a regiédo
Fc variante tem pelo menos uma substituigcdo de aminoacido
comparada com uma regido Fc de sequéncia nativa ou com a
regido Fc de um polipéptido de origem, por exemplo, a
partir de cerca de uma até cerca de dez substituicgdes de
aminoadcidos, e preferencialmente a partir de cerca de uma
até cerca de cinco substituic¢des de aminodcidos numa regiédo
Fc de sequéncia nativa ou na regido Fc do polipéptido de
origem. A regido Fc variante no presente documento,
preferencialmente possuird pelo menos cerca de 80% de
identidade de sequéncia com uma regido Fc de sequéncia
nativa e/ou com uma regido Fc de um polipéptido de origem,
e ainda mais preferencialmente pelo menos cerca de 90% de
identidade de sequéncia com a mesma, mais preferencialmente
prelo menos cerca de 95% de identidade de sequéncia com a

mesma.
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Conforme usado no presente documento "citotoxicidade
mediada por células dependentes de anticorpo"™ e "CCDA"
referem-se a uma reacdo mediada por células na qual células
citotdxicas nédo especificas que expressam recetores de Fc
(FcRs) (por exemplo, células assassinas naturais (NK),
neutréfilos, e macrdéfagos) reconhecem anticorpo ligado
sobre uma célula alvo e em seguida causam lise da célula
alvo. A atividade de CCDA de uma molécula de interesse pode
ser avaliada usando um ensaio de CCDA in vitro, tal como as
descritas na Patente US N° 5.500.362 ou 5.821.337. Células
efetoras Uteis para tais ensaios incluem células
mononucleares do sangue periférico (PBMC) e células NK.
Alternativamente, ou adicionalmente, a atividade de CCDA da
molécula de interesse pode ser avaliada in vivo, por
exemplo, num modelo animal tal como o descrito em Clynes et
al., 1998, PNAS (USA), 95:652-656.

Conforme usado no presente documento, "recetor de Fc"
e "FcR" descrevem um recetor que liga a regido Fc de um
anticorpo. O FcR preferencial é um FcR humano de sequéncia
nativa. Além disso, um FcR preferencial é um o qual se liga
um anticorpo de IgG (um recetor gama) e inclui recetores
das subclasses FcyRI, FcyRII, e FcyRNI, incluindo variantes
alélicas e alternativamente formas unidas destes recetores.
Recetores FcyRII incluem FcyRIIA (um "recetor de ativacdo")
e FcyRIIB (um "recetor de inibicao"), 0s quais tém
sequéncias de aminoacidos semelhantes que diferem
essencialmente nos dominios citoplasmdticos dos mesmos.
FcRs sdo revisados em Ravetch e Kinet, 1991, Anrt. Rev.
Immunol., 9:457-92; Capei et al., 1994, Immunomethods,
4:25-34; e de Haas et al., 1995, J. Lab. Clin. Med.,
126:330-41. "FcR" também inclui o recetor neonatal, FcRn, o
qual é responsavel pela transferéncia de IgGs maternas para
o feto (Guyer et al., 1976, J. Immunol., 117:587; e Kim et
al., 1994, J. Immunol., 24:249).

"Citotoxicidade dependente do complemento”"™ e "CDC"
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referem-se a lise de um alvo na presenca de complemento. A
via de ativacdo do complemento ¢ iniciada pela ligacdo do
primeiro componente do sistema do complemento (Clg) a uma
molécula (por exemplo, um anticorpo) em complexo com um
antigénio cognato. Para avaliar a ativacdo do complemento,
pode ser realizada, por exemplo, um ensaio de CDC, conforme
descrito em Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods,
202:163 (1996).

Conforme usado no presente documento, os termos "E3",
"3E", e "anticorpo E3" sdo usados de modo intercambidvel
para se referir a um anticorpo que compreende a sequéncia
de aminodcidos das regides variadveis de cadeia pesada e de
cadeia leve mostrada nas Figuras 1A (SEQ ID NO: 1) e 1B
(SEQ ID NO: 2), respetivamente. As por¢des CDR do anticorpo
E3 (incluindo CDRs de Chothia e Kabat) s&o representadas de
maneira diagramdtica nas Figuras 1A e 1BR. As Figuras 2 e 3
mostram polinucledtidos que codificam cadeias pesadas e
leves, respetivamente, que compreende as regides varidveis
de cadeia pesada e de cadeia leve mostradas nas Figuras 1A
e 1B, respetivamente. A producdo e caracterizacdo de E3 séo
descritas nos Exemplos. Funcdes bioldgicas diferentes sé&o
associadas a E3, incluindo, mas ndo limitadas a, capacidade
de ligar-se a NGF e inibir atividade bioldégica de NGF e/ou
uma ou mais vias a jusante mediadas por sinalizacdo de NGEF;
e capacidade de inibir a sobrevida dependente de NGF de
neurénios trigeminais E13.5 de ratinho. Conforme discutido
no presente documento, o0s anticorpos da divulgacdo podem
ter qualgquer uma ou mais destas caracteristicas. Em algumas
formas de realizacéo, o) termo "E3" refere-se a
imunoglobulina codificada por (a) um polinucledtido que
codifica a cadeia leve de E3 que tem um numero de depdsito
de ATCC N° PTA-4893 ou ATCC N° PTA-4894, e (b) um
polinucledétido que codifica a cadeia pesada de E3 que tem
um numero de depdsito de ATCC N° PTA-4895.

Conforme usado no presente documento, ligacgéo
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"imunoespecifica" de anticorpos refere-se a interacdo de
ligacdo antigénio especifica que ocorre entre o local de
combinacdo de antigénio de um anticorpo e o antigénio
especifico reconhecido por aquele anticorpo (isto €&, o
anticorpo reage com a proteina num imunoensaio ELISA ou
diverso, e ndo reage de modo detetavel com proteinas né&o
relacionadas) .

Um epitopo que "se liga especificamente a", ou "se
liga preferencialmente a" (usados de modo intercambidvel no
presente documento) a um anticorpo ou um polipéptido & um
termo de conhecimento geral na técnica, e métodos para
determinar tal ligacdo especifica ou preferencial também
sdo de conhecimento geral na técnica. Diz-se gque uma
molécula apresenta "ligacédo especifica" ou "ligacéo
preferencial"” se reagir ou associar mais frequentemente,
mais rapidamente, com maior duracdo e/ou com maior
afinidade com uma célula ou substéncia em particular do que
o faz com células ou substédncias alternativas. Um anticorpo
"liga-se especificamente" ou "liga-se preferencialmente" a
um alvo se ligar com maior afinidade, avidez, mais
prontamente, e/ou com maior duracdo do que liga a outras
substancias. Por exemplo, um anticorpo gue se liga
especificamente ou preferencialmente a um epitopo de NGF é
um anticorpo que se liga a este epitopo com maior
afinidade, avidez, mais prontamente, e/ou com maior duracdo
do que se liga a outros epitopos de NGF ou ndo epitopos de
NGF. Também se entende pela leitura desta definicdo que,
por exemplo, um anticorpo (ou porcdo ou epitopo) dgque se
liga especificamente ou preferencialmente a um primeiro
alvo pode ou ndo ligar especificamente ou preferencialmente
a um segundo alvo. Deste modo, a "ligacdo especifica" ou
"ligagcdo preferencial" ndo requer necessariamente (embora
possa incluir) a ligacdo exclusiva. Geralmente, mas néao
necessariamente, referéncia a 1ligacdo significa ligacéo

preferencial.
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Os termos "polipéptido", "oligopéptido", "péptido" e
"proteina" s&do usados de modo intercambidvel no presente
documento, para referir-se a polimeros de aminoadcidos de
qualguer extensédo. 0O polimero pode ser linear ou
ramificado, pode compreender aminodcidos modificados, e
pode ser interrompido por ndo aminodcidos. Os termos também
abrangem um polimero de aminodcidos que tenha sido
modificado naturalmente ou por intervencdo; por exemplo,
formacdo de ligacdo dissulfureto, glicosilacédo, lipidacéo,
acetilacédo, fosforilacdo, ou qualquer outra manipulacdo ou
modificacdo, tal como conjugacdo com um componente de
marcacdo. Também incluidos dentro da definicdo estédo, por
exemplo, polipéptidos contendo um ou mais andlogos de um
aminoacido (incluindo, por exemplo, aminoacidos néao
naturais, e etc.), bem como outras modificacdes conhecidas
na técnica. Entende-se gue, como o0s polipéptidos desta
divulgacdo baseiam-se num anticorpo, o8 polipéptidos podem
ocorrer como cadeias Unicas ou cadeias associadas.

"Polinucledétido,"™ ou "&cido nucleico," conforme usado
de modo intercambidvel no presente documento, referem-se a
polimeros de nucledétidos de qualgquer extensdo, e incluem
ADN e ARN. Os nucledtidos podem ser desoxirribonucledtidos,
ribonucledétidos, bases ou nucledtidos modificados, e/ou
seus analogos, ou qualquer substrato que pode ser
incorporado num polimero por ADN ou ARN polimerase. Um
polinuclebétido pode compreender nuclebdétidos modificados,
tais como nucledtidos metilados e seus analogos. Caso
presente, a modificacdo da estrutura do nucledbdétido pode ser
conferida antes ou depois de montagem do polimero. A
sequéncia de nuclebétidos pode ser interrompida por
componentes ndo nuclebdtido. Um polinucledtido pode ser
adicionalmente modificado depois de polimerizacdo, tal como
por conjugacdo com um componente de marcacdo. Outros tipos
de modificacdes incluem, por exemplo, "caps", substituicédo

de um ou mais dos nucledtidos que ocorrem naturalmente com
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um andlogo, modificacdes de internucledtidos tais como, por
exemplo, as com ligagcdes ndo carregadas (por exemplo,
fosfonatos de metilo, fosfotriésteres, fosfoamidatos,
carbamatos, e etc.) e com ligac¢des carregadas (por exemplo,
fosforotiocatos, fosforoditioatos, e etc.), as ligacbes que
contém porcgdes pendentes, tais como, por exemplo, proteinas
(por exemplo, nucleases, toxinas, anticorpos, péptidos de
sinalizacéo, ply-L-1lisina, e etc.), as ligacgdes com
intercaladores (por exemplo, acridina, psoraleno, e etc.),
as ligacgdes qgue contém quelantes (por exemplo, metais,
metals radioativos, boro, metalis oxidativos, e etc.), as
ligacdes que contém alquiladores, aquelas com ligacdes
modificadas (por exemplo, &cidos nucleicos alfa anoméricos,
e etc.), bem como formas ndo modificadas do um ou mais
polinucledétidos. Além disso, quaisquer dos grupos oxidrilo
ordinariamente presentes nos acucares podem ser
substituidos, por exemplo, por grupos fosfonatos, grupos
fosfato, protegidos por grupos protetores de rotina, ou
ativados para preparar ligacdes adicionais a nucledtidos
adicionais, ou podem ser conjugadas a suportes sdlidos. A
OH 5' e 3' terminal pode ser fosforilada ou substituida com
aminas ou porg¢des de grupos de capeamento orgdnico de a
partir de 1 a 20 atomos de carbono. Outros oxidrilos também
podem ser derivados para Jgrupos protetores de rotina.
Polinuclebétidos também podem conter formas andlogas de
acucares ribose ou desoxirribose que s&o conhecidos de modo
geral na técnica, incluindo, por exemplo, 2'-0- metil-, 2'-
O-alil, 2'-fluoro- ou 2'-azido-ribose, andlogos de aclcares
carbociclicos, aclcares o-anoméricos, acucares epiméricos
tais como arabinose, xiloses ou lixoses, aclUcares piranose,
acucares furanose, sedoheptuloses, anédlogos aciclicos e
andlogos de nucledsidos abasicos tais como metil ribosideo.
Uma ou mais ligacdes fosfodiéster podem ser substituidas
por grupos de ligacdo alternativos. Estes grupos de ligacédo

alternativos incluem, mas ndo estdo limitados a, formas de



47

realizacéo em que fosfato é substituido por
P(O)S("tioato"), P(S)S ("ditioato"), "(O)NR; ("amidato"),
P(O)R, P(O)OR’, CO ou CH; ("formacetal"), no qual cada R ou
R' é de modo independente H ou alquilo (1-20 C) substituido
ou ndo substituido opcionalmente contendo uma ligacdo éter
(-0-), arilo, alquenilo, cicloalquilo, cicloalgquenilo ou
araldilo. Nem todas as ligacdes num polinucledtido precisam
ser idénticas. A descricdo precedente se aplica a todos os
polinucledétidos referidos no presente documento, incluindo
ARN e ADN.

Uma "regido wvariéadvel" de um anticorpo refere-se a
regido varidvel da cadeia leve de anticorpo ou a regiédo
varidvel da cadeia pesada de anticorpo, ou sozinha ou em
combinacdo. As regides varidveis da cadeia pesada e leve
consistem, cada uma, em quatro regides de estrutura (FR)
conectadas por trés regides determinantes de
complementaridade (CDRs) também conhecidas como regides
hipervariaveis. As CDRs em cada cadeia s&do mantidas juntas
em intima proximidade pelos FRs e, com as CDRs da outra
cadeia, contribuem para a formacdo do local de ligacéo
antigénica de anticorpos. H& pelo menos duas técnicas para
determinar CDRs: (1) uma abordagem a base de variabilidade
de sequéncia de espécies cruzadas (isto ¢é, Kabat et al.
Sequences of Proteins of Immunological Interest, (5% ed.,
1991, National Institutes of Health, Bethesda MD)); e (2)

uma abordagem a base de 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 usado no presente documento, uma CDR pode

ser referir a CDRs definidas por qualquer abordagem ou por
uma combinacdo de ambas as abordagens.

Uma "regido constante" de um anticorpo refere-se a
regido constante da cadeia leve de anticorpo ou a regiéo
constante da cadeia pesada de anticorpo, ou sozinha ou em

combinacédo.
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Conforme usado no presente documento, o termo "fator
de crescimento dos nervos" e "NGEF" refere-se a fator de
crescimento dos nervos e variantes do mesmo que conservam
pelo menos parte da atividade bioldgica do NGF. Conforme
usado no presente documento, NGF inclui todas as espécies
mamiferas de NGF de sequéncia nativa, incluindo humana,
canina, felina, equina, ou bovina.

"Recetor de NGF" refere-se a um polipéptido que ¢
ligado por ou ativado por NGF. Recetores de NGF incluem o
recetor TrkA e o vrecetor ©p75 de qguaisquer espécies
mamiferas, incluindo, mas ndo limitadas a, humana, canina,
felina, equina, primata, ou bovina.

Conforme usado no presente documento, um "anticorpo
antagonista anti-NGF" (de modo intercambiavel denominado
"anticorpo anti-NGF") refere-se a um anticorpo o qual ¢é
capaz de ligar a NGF e inibir a atividade bioldgica do NGF
e/ou uma ou mais vias a jusante mediadas por sinalizacdo de
NGF. Um anticorpo antagonista anti-NGF abrange anticorpos
que blogueiam, antagonizam, suprimem ou reduzem (incluindo
significativamente) a atividade bioldgica do NGF, incluindo
vias a jusante mediados por sinalizacdo de NGF, tais como
ligacdo de recetor e/ou provocacdo de uma reacdo celular a
NGF. Para os fins da presente divulgacéo, seré
explicitamente entendido que o termo "anticorpo antagonista
anti-NGF" abrange todos os termos, titulos, e estados
funcionais e caracteristicas previamente identificados por
meio dos quais o proéoéprio NGF, uma bioldgica atividade de
NGEF (incluindo, mas ndo limitada a sua capacidade de
capacidade de mediar qualquer aspeto de dor pbdés-cirurgica),
ou as consequéncias da atividade bioldbgica, s&o
substancialmente anulados, reduzidos, ou neutralizados em
qualquer grau significativo. Em algumas formas de
realizacdo, um anticorpo antagonista anti- NGF liga NGF e
evita a dimerizacdo de NGF e/ou ligacdo a um recetor de NGF

(tal como p75 e/ou trkA). Em outras formas de realizacdo,
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um anticorpo anti- NGF liga NGF e evita a dimerizacgédo de
recetor trkA e/ou autofosforilacdo de trkA. Exemplos de
anticorpos antagonistas anti-NGF sdo proporcionados no
presente documento.

"Atividade bioldgica"™ do NGF geralmente refere-se a
capacidade de ligar-se recetores de NGF e/ou ativar vias de
sinalizacdo de recetores de NGF. Sem limitacdo, uma
atividade bioldgica inclui qualquer uma ou mais das
seguintes: a capacidade de ligar-se um recetor de NGF (tal
como p75 e/ou trkA); a capacidade de promover dimerizacdo
de recetores trkA e/ou autofosforilacdo; a capacidade de
ativar uma via de sinalizacdo de recetores de NGF; a
capacidade de promover diferenciacdo celular, proliferacéo,
sobrevida, crescimento e outras alteracdes na fisiologia
celular, incluindo alteracéo (no caso de neurdnios,
incluindo neurdénio periférico e central) na morfologia
neuronal, sinaptogénese, funcdo sinaptica, libertacdo de
neurotransmissores e/ou neuropéptidos e regeneracdo depois
de lesdo; a capacidade de promover sobrevida de neurdnios
trigeminais E13.5 de ratinho; e a capacidade de mediar dor,
incluindo dor pds-cirurgica.

Conforme usado no presente documento,

"substancialmente puro" refere-se a material o qual é pelo

menos 50% puro (isto ¢é, 1livre e contaminantes), 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 celular gue pode ser ou tenha sido um recetor
para um ou mais vetores para incorporacdo de insertos de
polinuclebétidos. Células hospedeiras incluem progénie de
uma Unica célula hospedeira, e a progénie pode nédo ser
necessariamente completamente idéntica (em morfologia ou em

complemento de ADN gendmico) a célula original matriz



50

devido a mutacdo natural, acidental, ou deliberada. Uma
célula hospedeira inclui células transfetadas in vivo com
um ou mais polinucledétidos desta divulgacéo.

Conforme usado no presente documento, "tratamento" &
uma abordagem para obter resultados clinicos benéficos ou
desejados. Para os fins desta divulgacdo, resultados
clinicos benéficos ou desejados incluem, mas ndo estédo
limitados a, um ou mais dos seguintes: melhora ou alivio de
qualquer aspeto de dor, incluindo dor aguda, crénica,
inflamatéria, neuropéatica, dor pdbs-cirtrgica, dor da
artrite reumatoide, ou dor da osteoartrite. Para os fins
desta divulgacéo, resultados clinicos benéficos ou
desejados incluem, mas ndo estdo limitados a, um ou mais
dos seguintes: incluindo a reducdo da gravidade, alivio de
um ou mais sintomas associados com dor incluindo qualquer
aspeto de dor (tal como encurtamento da duracdo da dor,
reducdo da sensibilidade ou sensacdo de dor).

Uma "quantidade eficaz" de farmaco, composto, ou
composicdo farmacéutica é uma quantidade suficiente para
efetuar resultados benéficos ou desejados incluindo
resultados clinicos tais como alivio ou reducdo na sensacao
da dor. Uma quantidade eficaz pode ser administrada numa ou
mais administracdes. Para os fins desta divulgacdo, uma
quantidade eficaz de farmaco, composto, ou composicédo
farmacéutica ¢é uma qguantidade suficiente ©para tratar,
melhorar, reduzir a intensidade de e/ou prevenir dor,
incluindo dor pds-cirtrgica, dor da artrite reumatoide,
e/ou dor da osteoartrite. Em algumas formas de realizacdo,
a "quantidade eficaz" pode reduzir dor em repouso (dor
estacionédria) ou dor induzida mecanicamente (incluindo dor
depois de movimento), ou ambos, e pode ser administrada
antes, durante ou depois de uma incisdo, corte, rasgo ou
lesdo e/ou antes, durante ou depois de estimulo doloroso.
Conforme ¢ entendido no contexto clinico, uma guantidade

eficaz de um férmaco, composto, ou composicdo farmacéutica
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pode ou ndo ser obtida em combinacdo com outro féarmaco,
composto, ou composicao farmacéutica. Portanto, uma
"quantidade eficaz" pode ser considerada no contexto de
administrar um ou mais agentes terapéuticos, e um Unico
agente pode ser considerado para ser administrado numa
quantidade eficaz caso, em combinacdo com um ou mais
agentes diversos, possa ser obtido, ou seja obtido um
resultado desejéavel.

"Reduzir a incidéncia" de dor significa qualgquer um
entre reduzir a gravidade (que pode incluir reduzir a
necessidade de e/ou quantidade de (por exemplo, exposicdo
a) outros fArmacos e/ou terapias usados de modo geral para
estas condicdes, incluindo, por exemplo, opi&ceos),
duracdo, e/ou frequéncia (incluindo, por exemplo, retardar
ou aumentar o tempo para dor pds-cirtrgica num individuo).
Conforme ¢é entendido pelos peritos na especialidade, os
individuos podem variar em termos de sua reacdo ao
tratamento, e, deste modo, por exemplo, um "método para
reduzir a incidéncia de dor da artrite reumatoide ou dor da
osteocartrite num individuo" reflete administrar o anticorpo
antagonista anti-NGF com base numa expectativa razoavel de
que tal administracdo pode causar provavelmente uma reducdo
semelhante na incidéncia naquele individuo em particular.

"Melhorar" uma dor ou um ou mais sintomas de uma dor
(tal como dor da artrite reumatoide ou dor da osteoartrite)
significa uma reducdo ou melhora de um ou mais sintomas de
uma dor comparada com ndo administracdo de um anticorpo
antagonista anti-NGF. "Melhorar" também inclui encurtamento
ou reducdo na duracdo de um sintoma.

"Aliviar" uma dor ou um ou mais sintomas de uma dor
(tal como dor da artrite reumatoide ou dor da osteoartrite)
significa reduzir a extensdo de uma ou mais manifestacdes
clinicas indesejéaveis de dor pds-cirtrgica num individuo ou
populacéo de individuos tratados com  um anticorpo

antagonista anti-NGF de acordo com a divulgacdo.
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Conforme usado na mesma, "retardar" o desenvolvimento
de dor significa adiar, impedir, tornar mais lenta,
retardar, estabilizar, e/ou postergar a progressdo da dor,
tal como dor pdbds-cirutrgica, dor da artrite reumatoide, ou
dor da osteoartrite. Este atraso pode ser de extensdes de
tempo variaveis, dependendo do histérico da doenca e/ou
individuos sendo tratados. Conforme ¢é evidente para um
perito na especialidade, um atraso suficiente ou
significativo pode, em efeito, englobar prevencdo, em que o
individuo n&o desenvolve dor. Um método que "atrasa" o
desenvolvimento do sintoma ¢ um método que reduz a
probabilidade de desenvolver o sintoma numa dada janela de
tempo e/ou reduz a extensdo dos sintomas numa dada Jjanela
de tempo, gquando comparado a ndo usar o método. As
comparacdes referidas tipicamente se baseiam em estudos
clinicos, usando um nuUmero estatisticamente significativo
de individuos.

"Dor"™ conforme usado no presente documento, refere-se
a dor de qualquer etiologia, incluindo dor aguda e crdénica,
e qualgquer dor com um componente inflamatdério. Exemplos de
dor incluem dor pds-cirurgica, dor do pds-operatdrio
(incluindo dor dental), enxaqueca, cefaleia e nevralgia
trigeminal, dor associada a gueimadura, ferimento ou pedra
renal, dor associada a trauma (incluindo lesdo traumdtica
da cabeca), dor neuropdtica, dor associada a disturbios
miusculo-esqueléticos tais como artrite reumatoide,
osteocartrite, espondilite anqguilosante, artropatias
seronegativas (ndo reumatoides), reumatismo ndo articular e
distirbios peri-articulares, e dor associada a cancro
(incluindo "dor de rutura" e dor associada a cancro
terminal), neuropatia periférica e nevralgia pds-herpética.
Exemplos de dor com um componente inflamatdério (além de
algumas das descritas acima) incluem dor reumética, dor
associada a mucosite, e dismenorreia.

"Dor pbs-cirurgica" (denominada de modo intercambiavel
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"dor pds-incisional"”™ ou "dor pds-traumdtica") refere-se a
dor origindria ou resultante de um trauma externo tal como
um corte, puncdo, incisdo, dilaceramento, ou ferimento em
tecido de um individuo (incluindo a que surge de todos os
procedimentos cirdrgicos, quer invasiva ou ndo invasiva).
Conforme usado no presente documento, dor pds-cirtrgica néo
inclui dor gue ocorre (surge ou se origina) sem um trauma
fisico externo. Em algumas formas de realizacdo, dor pds-
cirdrgica é dor interna ou externa (incluindo periférica),
e o ferimento, corte, trauma, dilaceramento ou incisdo pode
ocorrer acidentalmente (como com um ferimento traumdtico)
ou deliberadamente (como com uma incisdo <cirurgica).
Conforme usado no presente documento, "dor" inclui
nocicecdo e a sensacdo de dor, e a dor pode ser avaliada
objetivamente e subjetivamente, usando pontuacdes de dor e
outros métodos de conhecimento geral na técnica. Dor pds-
cirtrgica, conforme wusado no presente documento, inclui
alodinia (isto ¢&, aumento da reacdo a um estimulo
normalmente ndo nocivo) e hiperalgesia (isto é, aumento da
reacdo a um estimulo normalmente nocivo ou desagradéavel),
que por sua vez, pode ser de natureza térmica ou mecénica
(tdctil). Em algumas formas de realizacéo, a dor
caracteriza-se por sensibilidade térmica, sensibilidade
mecdnica e/ou dor em repouso. Em algumas formas de
realizacdo, a dor pods-cirtrgica compreende dor induzida
mecanicamente ou dor em repouso. Em outras formas de
realizacdo, a dor pds-cirtirgica compreende dor em repouso.
A dor pode ser dor primadria ou secundidria, conforme & de
conhecimento geral na técnica.

Uma "amostra bioldgica" abrange uma variedade de tipos
de amostras obtidas de um individuo e pode ser usada num
ensaio de diagndéstico ou de monitorizacdo. A definicédo
abrange amostras de sangue e outros liquidos de origem
biolégica, amostras de tecidos sélidos tais como uma

amostra de Dbiopsia ou culturas de tecidos ou células
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derivadas dos mesmos, e a progénie dos mesmos. A definicéo
também inclui amostras que foram manipuladas em gqualquer
modo depois de sua aquisicdo, tal como por tratamento com
reagentes, solubilizacdo, ou enriquecimento para alguns
componentes, tais como proteinas ou polinucledtidos, ou
embutindo numa matriz sdélida ou semissdlida para fins de
seccionamento. O termo "amostra Dbioldgica" abrange uma
amostra clinica, também inclui células em cultura,
sobrenadantes celulares, lisados celulares, soro, plasma,
fluido bioldgico, e amostras de tecido.

Um "individuo" ¢ um vertebrado, preferencialmente um
mamifero, mais preferencialmente um ser humano. Mamiferos
incluem, mas ndo estdo limitados a, animais de criacédo
(tais como wvacas), animais de competicdo, animais de
estimacdo (tais como gatos, cédes e cavalos), primatas,
ratinhos e ratos.

Conforme usado no presente documento, "vetor"
significa uma construcdo, o qual é capaz de libertar, e
preferencialmente expressar, um ou mais genes ou uma ou
mais sequéncias de interesse numa célula hospedeira.
Exemplos de vetores incluem, mas ndo estdo limitados a,
vetores virais, vetores de expressdo de ARN ou ADN nu,
plasmideo, vetores de cosmideo ou fago, vetores de
expressdo de ADN ou ARN associados a agentes de condensacédo
catidénicos, vetores de expressdo de ADN ou ARN encapsulados
em lipossomas, e algumas células eucaridticas, tais como
células produtoras.

Conforme usado no presente documento, "sequéncia de
controlo de expressdo" significa uma sequéncia de &cido
nucleico que orienta a transcricdo de um acido nucleico.
Uma sequéncia de controlo de expressdo pode ser um
promotor, tal como um  promotor constitutivo ou um
indutivel, ou um intensificador. A sequéncia de controlo de
expressdo ¢é ligada operativamente a sequéncia de éacido

nucleico a ser transcrita.
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Conforme usado no presente documento, "veiculo
farmaceuticamente aceitédvel" inclui gqualgquer material o
qual, gquando combinado com um ingrediente ativo, permite
que o ingrediente conserve a atividade bioldgica e seja néo
reativo com o sistema imunitdrio do individuo. Exemplos
incluem, mas ndo estdo limitados a, quaisquer dos veiculos
farmacéuticos de padrdo tais como uma solucdo salina
tamponada com fosfato, &agua, emulsdes tais como emulsdo de
6leo / &gua, e varios tipos de agentes humectantes.
Diluentes ©preferenciais para administracdo aerossol ou
parentérica sdo solucdo salina tamponada com fosfato ou
solucdo salina normal (0,9%). Composicdes que compreendem
0s veiculos referidos séo formuladas por métodos
convencionais de conhecimento geral (veja-se, por exemplo,
Remington's Pharmaceutical Sciences, 182 edicéao, A.
Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1990; e
Remington, The Science and Practice of Pharmacy 20° Ed.
Mack Publishing, 2000).

O termo "K.ee", conforme usado no presente documento,
pretende referir-se a constante de taxa de dissociacdo para
dissociacédo de um anticorpo do complexo
antigénio/anticorpo.

O termo "Kd", conforme usado no presente documento,
pretende referir-se a constante de dissociacdo de uma
interacdo antigénio/anticorpo.

ANTICORPO E3, DERIVADOS DE ANTICORPOS E3, COMPOSICOES, E
METODOS DE UTILIZACAO

Composig¢bes de E3, Composi¢bes Derivadas de E3, e Métodos
para Preparar as Composig¢des

Esta invencé&o abrange composicdes, incluindo
composicdes farmacéuticas, que compreende um anticorpo de
E3. Conforme usado no presente documento, as composicdes
compreendem um ou mais anticorpos que se ligam a NGF. Estas
composicdes podem compreender adicionalmente excipientes

adequados, tais como excipientes farmaceuticamente
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aceitdveis incluindo tampdes, os gquais s&do de conhecimento
geral na técnica.

A divulgacdo também abrange formas de realizacdo de
anticorpo, polipéptido e polinucledtido isolados. A
divulgacéo também  abrange formas de realizacéo de
anticorpo, polipéptido e polinucledtido substancialmente
puros.

Os anticorpos para utilizacéo na invencé&o séo
caracterizados por gqualquer uma (ou mais) das seguintes
caracteristicas: (a) capacidade de ligar-se a NGF; (b)
capacidade de reduzir e/ou inibir a atividade bioldgica de
NGF e/ou uma ou mais vias a Jjusante mediadas por
sinalizacdo de NGF; (c¢) capacidade de reduzir e/ou inibir a
sobrevida dependente de NGF de neurdnios trigeminais E13.5
de ratinho; (d) auséncia de qualquer reatividade cruzada
significativa a NT3, NT4/5, e/ou BDNF; (e) capacidade de
tratar e/ou prevenir dor (incluindo dor pds-cirtrgica); (f)
capacidade de aumentar a depuracdo de NGF; (g) capacidade
de reduzir ou inibir a ativacdo de recetor de trka,
conforme detetado, por exemplo, usando ensaio de ativacédo
de recetor de qguinase (KIRA) (veja-se a Patente US N°
6.027.927).

As propriedades de ligacdo do anticorpo E3, o qual se
liga a NGF humano com alta afinidade e <cinética de
dissociacéao lenta, comparado com anticorpo anti-NGF
monoclonal murino de origem 911, s&o resumidas abaixo. E3
liga NGF humano com uma afinidade de ligacdo cerca de 50

vezes maior do que o anticorpo de ratinho de origem 911.

anticorpo kp Kofr Kon
911 (Fab) 3,7 nM 9%x107 st 2,2x10*M g™t
E3 (Fab) 0,07 nM <4x10°s™t 6x10°M ts™*

O anticorpo E3 e anticorpos relacionados também
apresentam uma forte capacidade de antagonizar NGF humano,

conforme avaliado por ensaios in vitro (veja-se os Exemplos
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2 e 3). Por exemplo, o anticorpo E3 antagoniza a sobrevida
dependente de NGF de neurdnios trigeminais E13 de ratinho
numa CI50 de cerca de 21 pM na presenca de 15 pM de NGF
humano, e cerca de 1,2 pM na presenca de 1,5 pM de NGF
humano.

Por conseguinte, em outro aspeto, os anticorpos para
utilizacdo na invencdo sdo adicionalmente identificados e
caracterizados por: (h) alta afinidade de ligacdo a NGF
humano com baixa cinética de dissociacdo (em algumas formas
de realizacdo, com uma kd de menos de cerca de 2 nM, e/ou
uma kosr mais lenta do que cerca de 6x107°s™") e/ou (1)
capacidade de inibir (bloquear) a sobrevida dependente de
NGF de neurdénios trigeminais E13.5 de ratinho com uma CIS50
de cerca de 100 pM ou menos a cerca de 15 pM de NGEF (em
algumas formas de realizacdo, NGF humano) e/ou uma CI50 de
cerca de 20 pM ou menos a cerca de 1,5 pM de NGF.

Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo liga-se a
NGF humano, e ndo se liga significativamente a um NGF de
outra espécie de vertebrado (em alguma forma de realizacéo,
mamifero). Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo
liga-se a NGF humano bem como um ou mais NGF de outra
espécie de vertebrado (em algumas formas de realizacéao,
mamifero). Em ainda outras formas de realizacéo, o)
anticorpo liga-se a NGF e nao tem reacao cruzada
significativamente com outras neurotrofinas (tais como as
neurotrofinas relacionadas, NT3, NT4/5, e/ou BDNF). Em
algumas formas de realizacdo, o anticorpo liga-se a NGF bem
como pelo menos uma outra neurotrofina. Em algumas formas
de realizacdo, o anticorpo liga a uma espécie mamifera de
NGF, tal como cavalo ou cachorro, mas nado se liga
significativamente a NGF de outra espécie mamifera.

Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo para
utilizacdo na invencdo compreende uma cadeia leve que é
codificada por um polinucledtido que ¢é produzido por uma

célula hospedeira com um numero de depdbdsito de ATCC N° PTA-
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4893 ou ATCC N° PTA-4894. Em outro aspeto, o anticorpo
compreende uma cadeia pesada que ¢ codificada por um
polinucledétido que ¢é produzido por uma célula hospedeira
com um numero de depdsito de ATCC N° PTA-4895. A presente
invencdo também abrange véarias formulacbes de E3 e
fragmentos de anticorpos equivalentes (por exemplo, Fab,
Fab', F(ab')2, Fv, Fc, etc.), cadeila tGnica (ScFv), mutantes
dos mesmos, proteinas de fusdo gue compreendem uma POIrgcao
de anticorpo, e qualquer outra configuracdo modificada de
E3 que compreende um local de reconhecimento antigénico
(NGEF) da especificidade requerida. Os anticorpos
equivalentes de E3, incluindo fragmentos de anticorpos e de
polipéptidos (os quais podem ser ou ndo anticorpos) de E3,
e polipéptidos que compreendem fragmentos de polipéptidos
de E3 sdo identificados e caracterizados por quaisquer (um
ou mais) dos critérios descritos acima.

Por conseguinte, a invencdo proporciona quaisquer dos

seguintes, ou composicdes (incluindo composicdes
farmacéuticas) gque compreende quaisquer dos seguintes: (a)
anticorpo E3; (b) um fragmento ou uma regido do anticorpo
E3; (c) uma cadeia leve do anticorpo E3 conforme mostrado
nas Figuras 1B; (c) uma cadeia pesada do anticorpo E3
conforme mostrado nas Figuras 1A; (d) uma ou mais regides

varidveis de uma cadeia leve e/ou uma cadeia pesada do
anticorpo E3; (e) uma ou mais CDRs (uma, duas, trés,
quatro, cinco ou seis CDRs) do anticorpo E3 mostradas nas
Figuras 1A e 1B; (f) CDR H3 da cadeia pesada do anticorpo
E3 mostrada na figura 1A; (g) CDR L3 da cadeia leve do
anticorpo E3 mostrada na Figura 1B; (h) trés CDRs da cadeia
leve do anticorpo E3 mostrada na Figura 1B; (i) trés CDRs
da cadeia pesada do anticorpo E3 mostrada na Figura 1A; (J)
trés CDRs da cadeia leve e trés CDRs da cadeia pesada, do
anticorpo E3 mostrada nas Figuras 1A e 1B; e (k) um
anticorpo que compreende qualquer um de (b) a (J). Conforme

é evidente a partir da descricdo no presente documento,
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especificamente excluidas da invencdo estdo formas de
realizacdo de polipéptidos consistindo na sequéncia de
aminodcidos idéntica a uma sequéncia de aminoacidos de
anticorpo monoclonal de ratinho, 911. As sequéncias de CDR
estendidas de Mab 911 sdo mostradas nas Figuras 1A e 1B, e
na SEQ ID NOS: 9-14.

As porcgdes CDR do anticorpo E3 (incluindo CDRs de
Chothia e Kabat) s&do representadas de maneira diagramética
nas Figuras 1A e 1B, e consistem nas seguintes sequéncias
de aminoédcidos: (a) CDR 1 de cadeia pesada ("CDR H1™)
GFSLIGYDLN (SEQ ID NO: 3); (b) CDR 2 de cadeia pesada ("CDR
H2") IIWGDGTTDYNSAVKS (SEQ ID NO: 4); (c) CDR 3 de cadeia
pesada ("CDR H3") GGYWYATSYYFDY (SEQ ID NO: 5); (d) CDR 1
de cadeia leve ("CDR L1") RASQSISNNLN (SEQ ID NO: 6); (e)
CDR 2 de cadeia leve ("CDR L2") YTSRFHS (SEQ ID NO: 7); e
(f) CDR 3 de cadeia leve ("CDR L3") QOEHTLPYT (SEQ ID NO:
8). A determinacdo de regides de CDR estd bem dentro do
conhecimento da técnica. E entendido que em algumas formas
de realizacdo, as CDRs podem ser uma combinacdo da CDR de
Kabat e Chothia (também denominadas "CDRs combinadas" ou
"CDRs estendidas"). Em algumas formas de realizacdo, as
CDRs compreendem a CDR de Kabat. Em outras formas de
realizacdo, as CDRs sdo a CDR de Chothia.

Em algumas formas de realizacéo, a invencéo
proporciona um anticorpo o qual compreende pelo menos uma
CDR gue ¢é gsubstancialmente homdéloga a pelo menos uma CDR,
pelo menos duas, pelo menos trés, pelo menos quatro, pelo
menos 5 CDRs de E3 (ou, em algumas formas de realizacédo
substancialmente homdéloga a todas as 6 CDRs de E3, ou
derivados de E3). Outras formas de realizacdo incluem
anticorpos o0s quais tém pelo menos duas, trés, quatro,
cinco, ou seis CDR(s) qgue sdo substancialmente homdélogas a
pelo menos duas, trés, quatro, cinco ou seis CDRs de E3 ou
derivados de E3. Entende-se que, para os fins desta

invencdo, especificidade de ligacdo e/ou atividade global
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(a qual pode ser em termos de tratar e/ou prevenir dor ou
inibir a sobrevida dependente de NGF de neurdnios
trigeminais de ratinho E13.5) ¢é geralmente conservada,
embora a extensdo da atividade possa variar comparada com
E3 (pode ser maior ou menor).

A invencdo também proporciona um anticorpo o qual
compreende uma sequéncia de aminoacidos de E3 (mostrada nas
Figuras 1A e 1B) qgque tem qguaisquer dos seguintes: pelo
menos 5 aminoadcidos contiguos, pelo menos 8 aminoacidos
contiguos, pelo menos cerca de 10 aminodcidos contiguos,
pelo menos cerca de 15 aminodcidos contiguos, pelo menos
cerca de 20 aminoadcidos contiguos, pelo menos cerca de 25
aminodcidos contiguos, pelo menos cerca de 30 aminodcidos
contiguos de uma sequéncia de E3, em que pelo menos 3 dos
aminodcidos sdo de wuma regido variédvel de E3, com o
entendimento de que formas de realizacdo gque consistem na
sequéncia de aminoédcidos 1déntica a uma sequéncia de
aminodcidos de anticorpo monoclonal de ratinho, 911, sé&o
especificamente excluidas. As sequéncias de CDR estendidas
de Mab 911 sdo mostradas nas Figuras 1A e 1B, e nas SEQ ID
NOS: 9-14. Numa forma de realizacdo, a regido variavel é de
uma cadeia leve de E3. Em outra forma de realizacdo, a
regido variavel é de uma cadeia pesada de E3. Em outra
forma de realizacdo, o0s 5 (ou mais) aminodcidos contiguos
sdo de uma regido determinante de complementaridade (CDR)
de E3 mostrada nas Figuras 1A e 1B.

Em outra forma de realizacdo, a invencdo proporciona
um polipéptido o qual compreende uma sequéncia de
aminoadcidos de E3 gque tem quaisquer dos seguintes: pelo
menos 5 aminodcidos contiguos, pelo menos 8 aminodcidos
contiguos, pelo menos cerca de 10 aminoacidos contiguos,
pelo menos cerca de 15 aminodcidos contiguos, pelo menos
cerca de 20 aminodcidos contiguos, pelo menos cerca de 25
aminoacidos contiguos, pelo menos cerca de 30 aminoacidos

contiguos de uma sequéncia de E3, em gque a sequéncia de E3
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compreende qualquer um ou mais de: residuo de aminoéacido
L29 de CDRH1, I50 de CDRH2, W10l de CDRH3, e/ou Al03 de
CDRH3; e/ou residuo de aminodcido S28 de CDRL1, N32 de
CDRL1, T51 de CDRL2, 91E de CDRL3 e/ou H92 de CDRL3, com o
entendimento de que formas de realizacdo gque consistem na
sequéncia de aminoadcidos 1déntica a uma sequéncia de
aminodcidos de anticorpo monoclonal de ratinho, 911, séo
especificamente excluidas.

Conforme é evidente, do inicio ao fim desta
descoberta, ¢ usado um esquema de numeracdo sequencial de
aminoadcidos para referir a residuos aminodcidos nas regides
variaveis (isto €&, os residuos aminodcidos em cada regiéo
varidvel s&do numerados em sequéncia). Conforme ¢é de
conhecimento geral na técnica, os sistemas de numeracéao
Kabat e/ou Chothia sdo tGteis ao comparar dois anticorpos ou
polipéptidos, tais como um anticorpo E3 e uma variante de
E3 (ou polipéptido suspeito de ser uma variante de E3). E
de entendimento geral na técnica como converter numeracgao
sequencial para numeracdo Chothia e/ou Kabat, caso
desejado, por exemplo, para utilizacédo para fazer
comparacdes entre E3 e outro polipéptido. A Figura 23
representa as regides variaveis E3 numeradas usando
numeracdo sequencial, Chothia e Kabat. Além disso, para
facilitar a comparacédo, geralmente se entende que residuos
de estrutura geralmente, mas nao sempre, tém
aproximadamente o mesmo numero de residuos. No entanto, as
CDRs podem variar de tamanho (isto ¢é, ¢é possivel ter
insercdes e/ou eliminacgdes de um ou mais residuos
aminodcidos) . Ao comparar um anticorpo de E3 e um candidato
variante de E3 (por exemplo, no caso de uma regido CDR de
uma sequéncia candidata a qual é mais longa na sequéncia no
anticorpo E3 ao qual estd alinhada), pode-se seguir as
seguintes etapas (embora outros métodos sejam conhecidos na
técnica). A sequéncia de anticorpos candidata é alinhada

com regides varidveis de cadeia pesada e de cadeia leve de
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anticorpo E3. O alinhamento pode ser feito manualmente, ou
por computador usando programas de computador comummente
aceitos. O alinhamento pode ser facilitado usando alguns
residuos aminodcidos os quais sdo comuns as maiorias das
sequéncias Fab. Por exemplo, as cadeias leve e pesada
tipicamente tém cada duas <cisteinas, as quais séo
encontradas numa posic¢do conservada. Entende-se que a
sequéncia de aminodcidos de um anticorpo variante candidato
pode ser mais longa (isto €&, ter residuos aminodcidos
inseridos) ou mais curta (ter residuos aminoacidos
eliminados). Sufixos podem ser adicionados ao nUmero do
residuo para indicar a insercdo de residuos adicionais, por
exemplo, residuo 34 abc. Para sequéncias candidatas as
quais, por exemplo, alinham com uma sequéncia de E3 para,
por exemplo, residuos 33 e 35, mas ndo tém nenhum residuo
entre estes para alinhar com o residuo 35, o residuo 35 ¢é
simplesmente ndo atribuido a um residuo. Em outra
abordagem, geralmente é de conhecimento geral que pode ser
feita comparacdo entre aminodcidos equivalentes estruturais
(por exemplo, mesma posicdo no complexo antigénio-
anticorpo) ao comparar CDRs de diferentes extensdes. Por
exemplo, a numeracéao Chothia (Al-Lazikani et al.,
mencionado acima) geralmente (mas ndo em todos os casos),
coloca insercdes e eliminacbdes nas posicgcbes estruturalmente
corretas. A equivaléncia estrutural também pode ser
deduzida ou demonstrada usando cristalografia de raios X ou
andlise de ciclo mutante duplo (veja-se Pons et al. (1999)
Prot. Sci. 8:958- 968).

A afinidade de ligacdo de um anticorpo anti-NGF a NGF
(tal como hNGF) pode ser cerca de 0,10 até cerca de 0,80
nM, cerca de 0,15 até cerca de 0,75 nM e cerca de 0,18 até
cerca de 0,72 nM. Em algumas formas de realizacdo, a
afinidade de ligacdo é 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 mais de cerca de 40 pM. Numa forma de realizacdo, a
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afinidade de ligagédo ¢é entre cerca de 2 pM e 22 pM. Em
outras formas de realizacdo, a afinidade de ligacdo & menos
de cerca de 10 nM, cerca de 5 nM, cerca de 4 nM, cerca de
3,5 nM, cerca de 3 nM, cerca de 2,5 nM, 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. Em algumas formas de
realizacdo, a afinidade de ligacdo & cerca de 10 nM. Em
outras formas de realizacdo, a afinidade de ligacdo & menos
de cerca de 10 nM. Em outras formas de realizacdo, a
afinidade de ligacdo é cerca de 0,1 nM ou cerca de 0,07 nM.
Em outras formas de realizacdo, a afinidade de ligacédo é
menos de cerca de 0,1 nM ou menos de cerca de 0,07 nM. Em
outras formas de realizacdo, a afinidade de ligacdo ¢é
qualquer de cerca de 10 nM, cerca de 5 nM, cerca de 4 nM,
cerca de 3,5 nM, cerca de 3 nM, cerca de 2,5 nM, 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 to qualqguer
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 ligacdo é qualquer de cerca
de 10 nM, cerca de 5 nM, cerca de 4 nM, cerca de 3,5 nM,
cerca de 3 nM, cerca de 2,5 nM, 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,
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cerca de 30 pM, cerca de 10 pM. Em ainda outras formas de
realizacdo, a afinidade de ligacdo é 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 mais de cerca de 40 pM.

A afinidade de 1ligacdo do anticorpo a NGF pode ser
determinada usando métodos de conhecimento geral na
técnica. Um modo para determinar a afinidade de ligacdo dos
anticorpos a 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 expresso de modo recombinante. A afinidade de um
fragmento Fab anti-NGF de um anticorpo pode ser determinada
por ressonancia de plasmdo superficial (sistema de
ressonédncia de plasmdo superficial BIAcore3000™ (SPR),
BIAcore, INC, Piscataway NJ), conforme descrito nos
Exemplos. Este protocolo ¢é adequado para utilizacdo na
determinacdo da afinidade de ligacdo de um anticorpo a NGF
de qualquer espécie, incluindo NGF humano, NGE de outro
vertebrado (em algumas formas de realizacdo, mamifero) (tal
como NGF de ratinho, NGF de rato, NGF de primata), bem como
para utilizacdo com outras neurotrofinas, tais como as
neurotrofinas relacionadas NT3, NT4/5, e/ou BDNF.

Em algumas formas de realizacdo, o0s anticorpos para
utilizacdo na invencdo podem inibir (reduzir, e/ou
bloquear) a sobrevida dependente de NGF humano de neurdnios
trigeminais E13.5 de ratinho com uma CI50 (na presenca de
cerca de 15 pM de NGF) de cerca de qualquer de 200 pM, 150
eM, 100 pM, 80 pM, 60 pM, 40 pM, 20 pM, 10 pM, ou menos. Em
algumas formas de realizacdo, os anticorpos para utilizacéo
na 1invencdo podem inibir (reduzir, e/ou blogquear) a
sobrevida dependente de NGF humano de neurdnios trigeminais
E13.5 de ratinho com uma CI50 (na presenca de cerca de 1,5
pPM de NGF) de cerca de qualquer de 50 pM, 40 pM, 30 pM, 10
eM, 20 pM, 10 pM, 5 pM, 2 pM, 1 pM, ou menos. Em algumas
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formas de realizacdo, o0s anticorpos para utilizacdo na
invencdo podem inibir (reduzir, e/ou blogquear) a sobrevida
dependente de NGF de rato de neurdnios trigeminais E13.5 de
ratinho com uma CI50 (na presenca de cerca de 15 pM de NGF)
de cerca de qualquer 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 realizacdo, os anticorpos podem inibir (reduzir,
e/ou blogquear) a sobrevida dependente de NGF de rato de
neurdénios trigeminais E13.5 de ratinho com uma CI50 (na
presenca de cerca de 1,5 pM de NGF) de cerca de qualquer de
30 pM, 25 pM, 20 pM, 15 pM, 10 pM, 5 pM, 4 pM, 3 pM, 2 pM,
1 pM, ou menos. Métodos para medicdo da sobrevida
dependente de NGF de neurdnios trigeminais E13 de ratinho
sdo conhecidos na técnica, e descritos, por exemplo, no
Exemplo 2.

A divulgacdo também proporciona métodos para preparar
quaisquer destes anticorpos ou polipéptidos. Os anticorpos
podem ser ©preparados por procedimentos conhecidos na
técnica, alguns dos quais sdo ilustrados nos Exemplos. Os
polipéptidos podem ser produzidos por degradacéo
proteolitica ou diversa dos anticorpos, por métodos
recombinantes (isto ¢, polipéptidos tUnicos ou de fusé&o)
conforme descrito acima ou por sintese quimica.
Polipéptidos dos anticorpos, especialmente polipéptidos
mais curtos até cerca de 50 aminodcidos, sdo preparados
convenientemente por sintese quimica. Métodos de sintese
quimica sdo conhecidos na técnica e estdo disponiveis
comercialmente. Por exemplo, um anticorpo E3 pode ser
produzido por um sintetizador de polipéptidos automatizado
empregando o método de fase sdlida. Veja-se também, as
Patentes Us N° 5.807.715; 4.816.567; e 6.331.415.
Anticorpos quiméricos ou hibridos também podem @ ser
preparados in vitro usando métodos conhecidos de gquimica de
proteinas sintéticas, incluindo aqueles envolvendo agentes

de reticulacéo. Por exemplo, imunotoxinas podem ser
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construidas usando uma reacdo de permuta dissulfeto ou
formando uma ligacdo tioéter. Exemplos de reagentes
adequados para este fim incluem iminotiolato e metil-4-
mercaptobutirimidato.

Em outra alternativa, 0s anticorpos podem ser
preparados de modo recombinante usando procedimentos que
sdo de conhecimento geral na técnica. Numa forma de
realizacdo, um polinucledtido que compreende uma sequéncia
que codifica as regides de cadeia leve e variavel do
anticorpo E3 (mostradas nas Figuras 1A e 1B) é clonado num
vetor para expressdo ou propagacdo numa célula hospedeira
(por exemplo, células CHO). Em outra forma de realizacéo,
as sequéncias de polinucledétidos mostradas nas Figuras 2 e
3 s&do clonadas num ou mals vetores para expressdo ou
propagacdo. A sequéncia que codifica o anticorpo de
interesse pode ser mantida num vetor numa célula hospedeira
e a célula hospedeira pode ser entdo expandida e congelada
para utilizacdo futuro. Vetores (incluindo vetores de
expresséao) e células hospedeiras s&o adicionalmente
descritos no presente documento. Foram descritos métodos
para expressar anticorpos de modo recombinante em plantas
ou leite. Veja-se, 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. S&do conhecidos na técnica métodos para preparar
derivados de anticorpos, por exemplo, humanizados, de
cadeia Unica, e etc.

A invencdo também abrange fragmentos de regido
variavel de cadeia Unica ("scFv") de anticorpos desta
invencdo, tais como E3. Fragmentos de regido variéavel de
cadeia Unica sédo preparados encadeando regides varidveis de
cadeia leve e/ou pesada usando um péptido de ligacgdo curto.
Bird et al. (1988) Science 242:423-426. Um exemplo de um
péptido de 1ligacdo ¢é (GGGGS)3 (SEQ ID NO: 15), o qual

constrbéi ponte de cerca de 3,5 nm entre o terminal carboxi
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de uma regido varidvel e o terminal amino da outra regiédo
varidvel. Ligantes de outras sequéncias foram designados e
usados (Bird et al. (1988)). Ligantes podem ser por sSua vez
modificados para funcgdes adicionais, tais como fixacdo de
fdrmacos ou fixacdo a suportes sbélidos. As variantes de
cadeia Unica podem ser produzidas ou de modo recombinante
ou sinteticamente. Para producdo sintética de scFv, pode
ser usado um sintetizador automdtico. Para producéo
recombinante de scFv, pode ser introduzido um plasmideo
adequado contendo polinucledétido que codificam o scFv numa
célula hospedeira adequada, quer eucaridtica, tal como
células de levedura, vegetal, de inseto ou de mamifero,
quer procaridtica, tal como E. coli. Polinucledétidos dque
codificam o scFv de interesse podem ser preparados por
manipulacdes de rotina tais como ligacéo de
polinucledétidos. O scFv resultante pode ser isolado usando
técnicas de purificacdo de proteina de rotina conhecidas na
especialidade.

Outras formas de anticorpos de cadeia tnica, tais como
diacorpos também sdo englobadas. Diacorpos sdo anticorpos
bivalentes, biespecificos nos quais os dominios VH e VL sé&o
expressos sobre uma cadeia Unica de polipéptido, mas usando
um ligante que é curto demais para permitir emparelhamento
entre os dois dominios sobre a mesma cadeia, deste modo
forcando os dominios a emparelhar com dominios
complementares de outra cadeia e criando dois locais de
ligacdo antigénica (veja-se, por exemplo, Holliger, P., et
al. (1993) Proc. Natl. Acad Sci. USA 90:6444-6448; Poljak,
R. J, et al. (1994) Structure 2:1121-1123).

O anticorpo pode ser um anticorpo biespecifico, um
anticorpo monoclonal que tem especificidades de ligacéo
para pelo menos dois antigénios diferentes. Um anticorpo
biespecifico pode ser preparado usando o0s anticorpos
descritos no presente documento. Sdo conhecidos na técnica

métodos para preparar anticorpos biegpecificos (veja-se,
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por exemplo, Suresh et al., 1986, Methods in Enzymology
121:210). Tradicionalmente, a producdo recombinante de
anticorpos biespecificos baseou-se na coexpressdo de dois
pares de cadeias pesada-leve de imunoglobulina, com as duas
cadeias pesadas tendo diferentes especificidades (Millstein
e Cuello, 1983, Nature 305, 537-539).

De acordo com uma abordagem para preparar anticorpos
biespecificos, dominios varidveis de anticorpos com as
especificidades de ligacédo desejadas (locais de combinacéo
antigénio-anticorpo) s&do fusionados a sequéncias de dominio
constante de imunoglobulina. A fusdo preferencialmente ¢
com um dominio constante de cadeia pesada de
imunoglobulina, que compreende pelo menos parte da
articulacdo, regides CH2 e CH3. E preferencial ter a
primeira regido constante de cadeia pesada (CH1l), contendo
o local necessédrio para ligacdo de cadeia leve, presente em
pelo menos uma das fusdes. ADN que codifica as fusdes de
cadeia pesada de imunoglobulina e, caso desejado, a cadeia
leve de imunoglobulina, sdo 1inseridos em vetores de
expressdo 1isolados, e sdo cotransfetados num organismo
hospedeiro adequado. Isto proporciona grande flexibilidade
em ajustar as proporcgdes mutuas dos trés fragmentos de
polipéptidos em formas de realizacdo gquando proporc¢des
desiguais das trés cadeias de polipéptidos usadas na
construcdo proporcionam as produgdes dtimas. No entanto, é
possivel inserir as sequéncias codificantes para duas ou
todas as trés cadeias de polipéptidos num vetor de
expressdo quando a expressdo de pelo menos duas cadeias de
polipéptidos em iguais proporcgdes resulta em altas
producdes ou gquando as propor¢gdes ndo sdo de importancia
particular.

Numa abordagem, 0s anticorpos Dbiespecificos sé&o
compostos de uma cadeia pesada de imunoglobulina hibrida
com uma primeira especificidade de ligacdo num braco, e um

par de cadeia pesada-cadeia leve de imunoglobulina hibrida
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(proporcionando uma segunda especificidade de ligacdo) em
outro braco. Esta estrutura assimétrica, com uma cadeia
leve de imunoglobulina em somente metade da molécula
biespecifica, facilita a separacdo do composto biegpecifico
desejado de combinacbes de cadeias de imunoglobulina
indesejadas. Esta abordagem ¢é descrita na Publicacdo de
Patente Internacional PCT N° WO 94/04690, publicada em 3 de
Marco de 1994.

Anticorpos heteroconjugados, que compreendem dois
anticorpos ligados de modo covalente, também estdo dentro
do &admbito da invencdo. 0Os anticorpos referidos tém sido
usados para ter por alvo células do sistema imunitédrio para
células indesejadas (Patente US N° 4.676.980), e para
tratamento de infecdo por VIH (publicacdo do pedido de
patente PCT N° WO 91/00360 e WO 92/200373; EP 03089).
Anticorpos heteroconjugados podem ser preparados usando
quaisquer métodos de reticulacdo convenientes. Agentes e
técnicas de reticulacdo adequados sdo de conhecimento geral
na técnica, e sdo descritos na Patente US N° 4.676.980.

O anticorpo pode ser um anticorpo humanizado, por
exemplo, conforme conhecido na técnica, e conforme descrito
no presente documento.

Anticorpos podem ser modificados conforme descrito na
Publicacdo de Patente Internacional PCT N° WO 99/58572,
publicada em 18 de Novembro de 1999. Estes anticorpos
compreendem, além de um dominio de ligacdo dirigido na
molécula alvo, um dominio efetor tendo uma sequéncia de
aminodcidos substancialmente homdéloga ao todo ou parte de
um dominio constante de uma cadeia pesada de imunoglobulina
humana. Estes anticorpos s&do capazes de ligar a molécula
alvo sem 1iniciar um processo de lise dependente de
complemento significativo, ou destruicdo, mediada por
células, do alvo. Preferencialmente, o dominio efetor ¢é
capaz de ligar especificamente FcRn e/ou FcvRIlb. Estes sédo

tipicamente a base de dominios quiméricos derivados de dois



70

ou mais dominios CH2 de cadeia pesada de imunoglobulina
humana. Anticorpos modificados nesta maneira s&o
preferenciais para utilizacdo em terapéutica crénica com
anticorpos, para evitar reacdes adversas inflamatdrias e
diversas a terapéutica com anticorpo convencional.

A invencédo abrange modificac¢des para o anticorpo E3,
incluindo anticorpos funcionalmente equivalentes os quais
ndo afetam significativamente suas propriedades e variantes
as quais tém atividade aumentada ou reduzida. A modificacéo
de polipéptidos ¢é prética de rotina na técnica e ¢é
adicionalmente exemplificada nos Exemplos. Exemplos de
polipéptidos modificados incluem polipéptidos com
substituicdes (incluindo substituicdes conservativas) de
residuos aminodcidos, uma ou mais eliminacgdes ou adicdes de
aminodcidos as quais ndo alteram prejudicialmente de modo
significativo a atividade funcional, ou wutilizacdo de
anadalogos quimicos.

Um polipéptido "variante," conforme usado no presente
documento, ¢é um polipéptido que difere de uma proteina
nativa numa ou mais substituicdes, eliminacbes, adicdes
e/ou insercdes, de tal modo gque a imunorreatividade do
polipéptido ndo seja substancialmente diminuida. Em outras
palavras, a capacidade de uma variante para ligar antigénio
especificamente pode ser reforcada ou inalterada, em
relacdo a proteina nativa, ou pode ser diminuida por menos
de 50%, e preferencialmente menos de 20%, em relacdo a
proteina nativa. Polipéptidos variantes preferencialmente
apresentam pelo menos cerca de 80%, mais preferencialmente
pelo menos cerca de 90% e ainda mais preferencialmente pelo
menos cerca de 95% de identidade (determinada conforme
descrito no presente documento) com o0s polipéptidos
identificados.

Variantes de sequéncias de aminoédcidos dos anticorpos
podem ser preparadas introduzindo alteracdes de nucledtidos

apropriadas no ADN do anticorpo, ou por sintese de péptido.
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Tals variantes incluem, por exemplo, eliminacdes de, e/ou
insercdes em e/ou substituicdes de, residuos dentro das
sequéncias de aminoacidos de SEQ ID NO: 1 ou 2 descritas no
presente documento. Qualquer combinacdo de eliminacéo,
insercdo, e substituicdo ¢ feita para chegar a construcéo
final, contanto que a construcéao final possua as
caracteristicas desejadas. As alteracgdes de aminodcidos
também podem alterar processos pbds-traducionais do
anticorpo, tais como alterar o numero ou a posicdo de
locais de glicosilacéo.

Um método Util para identificacdo de alguns residuos
ou regides do anticorpo que sédo localizacdes preferenciais
para mutagénese ou modificacdo é denominado "mutagénese de
varrimento de alanina," e ¢é descrito por Cunningham e
Wells, 1989, Science, 244:1081-1085. Um residuo ou grupo de
residuos alvo ¢é identificado (por exemplo, residuos
carregados tais como arg, asp, his, lys, e glu) e
substituido por um aminodcido neutro ou negativamente
carregado (ainda mais preferencialmente alanina ou
polialanina) para afetar a interacgdo dos aminoacidos com
antigénio. As 1localizacdes de aminoadcidos que demonstra
sensibilidade funcional para as substituicdes sdo em
seguida refinadas introduzindo variantes adicionais ou
diversas em, ou para, o0s locais de substituicdo. Portanto,
enquanto ¢é predeterminado o local para introduzir uma
variacdo de sequéncia de aminodcidos, a natureza da mutacédo
por si mesma ndo precisa ser predeterminada. Por exemplo,
para analisar a performance de uma mutacdo num dado local,
¢ conduzida mutagénese aleatdria ou de varrimento ala na
regido ou coddo alvo e as variantes de anticorpos expressas
sdo rastreadas para a atividade desejada. Mutagénese de
varrimento de biblioteca, conforme descrito no presente
documento, também  pode ser usada para identificar
localizacdes num anticorpo que sao adequadas para

mutagénese ou modificacédo.
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Insercdes de sequéncias de aminodcidos incluem fusdes
de terminal amino e/ou carboxilo variando em extensdo de um
residuo até polipéptidos contendo cem ou mais residuos, bem
como 1inserc¢des intra-sequéncia de residuos aminoacidos
tnicos ou multiplos. Exemplos de insercgdes terminais
incluem um anticorpo com um residuo metionilo N-terminal ou
o anticorpo fusionado a uma etiqueta de epitopo. Outras
variantes de insercdo da molécula de anticorpo incluem a
fusdo ao N- ou C-terminal do anticorpo de uma enzima ou um
polipéptido o qual aumenta a semivida sérica do anticorpo.

Substituicdes variantes tém pelo menos um residuo de
aminodcido na molécula do anticorpo removido e um residuo
diferente inserido em seu local. O0Os locais de maior
interesse para mutagénese de substituicdo incluem as
regides hipervariaveis, mas alteracdes de FR também sédo
contempladas. Substituig¢des conservativas sdo mostradas no
Quadro 1 sob o titulo de "substituicdes conservativas". Se
tais substituicdes resultam numa alteracdo na atividade
bioldégica, entdo alteracdes mais substanciais, denominadas
"substituicdes exemplares" no Quadro 1, ou conforme
adicionalmente descrito a seguir em referéncia a classes de

aminoéacidos, podem  ser introduzidas e os produtos

rastreados.
Quadro 1l: Substituicdes de Aminodcidos
Residuo Substituicdes Substituicdes Exemplares
Original Conservativas
Ala (A) Val Val; Leu; Ile
Arg (R) Lys Lys; Gln; Asn
Asn (N) Gln Gln; His; Asp, Lys; Arg
Asp (D) Glu Glu; Asn
Cys (C) Ser Ser; Ala
Gln (Q) Asn Asn; Glu
Glu (E) Asp Asp; Gln
Gly (G) Ala Ala
His (H) Arg Asn; Gln; Lys; Arg
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Residuo Substituicdes Substituicdes Exemplares

Original Conservativas

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

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

Phe

Lys (K) Arg Arg; Gln; Asn

Met (M) Leu Leu; Phe; Ile

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

Pro (P) Ala Ala

Ser (8) Thr Thr

Thr (T) Ser Ser

Trp (W) Tyr Tyr; Phe

Tyr (Y) Phe Trp; Phe; Thr; Ser

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

Modificagdes substanciais nas propriedades bioldgicas
do anticorpo sd@o <realizadas ©por meio da selecdo de
substituicdes que diferem significativamente em seu efeito
sobre a manutencdo de (a) a estrutura da estrutura
principal do polipéptido na 4&area da substituicdo, por
exemplo, como uma conformacdo de placa ou helicoidal, (b) a
carga ou hidrofobicidade da molécula no local alvo, ou (c)
o) volume da cadeia lateral. Residuos que ocorrem
naturalmente sdo divididos em grupos a base de propriedades
de cadeias laterais comuns:

(1) Hidrofébicos: Norleucine, Met, Ala, Val, Leu, Ile;
(2)Hidrofilicos neutros: Cys, Ser, Thr;

(3)Acidicos: Asp, Glu;

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

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

(6)Aromdticos: Trp, Tyr, Phe.

Substituic¢des ndo conservativas sdo feitas por meio da
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permuta de um membro de uma destas classes por outra
classe.

Qualquer residuo de cisteina ndo envolvido em manter a
conformacdo apropriada do anticorpo também pode ser
substituido, geralmente com serina, para melhorar a
estabilidade oxidativa da molécula e evitar a reticulacéao
aberrante. De modo inverso, uma ou mais ligacgdes cisteina
podem ser adicionadas ao anticorpo para melhorar sua
estabilidade, particularmente onde o anticorpo é um
fragmento de anticorpo tal como um fragmento Fv.

Modificacbes de aminodcidos podem variar entre alterar
ou modificar um ou mais aminodcidos até completo redesenho
de uma regido, tal como a regido variadvel. Alteracdes na
regido variadvel podem alterar a afinidade de ligacdo e/ou a
especificidade. Em alguma forma de realizacdo, sdo feitas
ndo mais de uma a cinco substituigdes de aminodcidos
conservativas dentro de um dominio CDR. Em outras formas de
realizacdo, sdo feitas ndo mais de uma a trés substituicdes
de aminoédcidos conservativas dentro de um dominio CDR3. Em
ainda outras formas de realizacdo, o dominio CDR é CDRH3
e/ou CDR L3.

Modificacgdes também incluem polipéptidos glicosilados
e ndo glicosilados, bem como polipéptidos com outras
modificagcdes pds-traducionais, tais como, por exemplo,
glicosilacéao com acucares diferentes, acetilacéo, e
fosforilacdo. Anticorpos s&o glicosilados em ©posicdes
conservadas em suas regides constantes (Jefferis e Lund,
1997, Chem. Immunol. 65:111-128; Wright e Morrison, 1997,
TibTECH 15:26-32). As cadeias laterais de oligossacéaridos
das imunoglobulinas afetam a funcdo das proteinas (Boyd et
al., 1996, Mol. Immunol. 32:1311-1318; Wittwe e Howard,
1990, Biochem. 29:4175-4180) e a interacdo intramolecular
entre porgdes da glicoproteina, as gquais podem afetar a
conformacdo e a superficie tridimensional apresentada da

glicoproteina (Hefferis e Lund, mencionado acima; Wyss e
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Wagner, 199¢, Current Opin. Biotech. 7:409-4106) .
Oligossacdridos também podem servir para ter por alvo uma
dada glicoproteina para algumas moléculas a base de
estruturas de reconhecimento especifico. Também se relatou
que a glicosilacdo de anticorpos afeta a citotoxicidade
celular dependente de anticorpos (CCDA). Em particular,
relatou-se que células CHO com expressdo de (1,4)-N-
acetilglucosaminiltransferase III (GnTIII) regulada por
tetraciclina, uma glicosiltransferase catalisadora da
formacdo de GlcNAc bisseccionante, tém atividade de CCDA
optimizada (Umana et al., 1999, Mature Biotech. 17:176-
180).

A glicosilacdo de anticorpos é tipicamente ou N-ligada
ou O- ligada. N-ligada refere-se a fixacdo da porcgdo de
hidrato de carbono a <cadeia lateral de um ©residuo
asparagina. As sequéncias tripeptidicas asparagina-X-serina
e asparagina-X-treonina, onde X & qualgquer aminoéacido
exceto prolina, sdo as sequéncias de reconhecimento para
fixacdo enzimadtica da porcdo de hidrato de carbono a cadeia
lateral de asparagina. Deste modo, a presenca de qualquer
uma destas sequéncias tripeptidicas num polipéptido cria um

local de glicosilacdo potencial. Glicosilacdo O-ligada

refere-se a fixacéo de um dos acucares N-
acetilgalactosamina, galactose, ou xilose a um
hidroxiaminoéacido, ainda mais comummente serina ou

treonina, embora também possam ser usadas 5S-hidroxiprolina
ou 5-hidroxilisina.

A adicdo de locais de glicosilagdo ao anticorpo é
realizada convenientemente alterando a sequéncia de
aminodcidos de tal modo gque contém uma ou mais das
sequéncias tripeptidicas descritas acima (para locais de
glicosilacdo N-lidados). A alteracdo também pode ser feita
pela adicdo de, ou substituicdo por, um ou mais residuos
serina ou treonina a sequéncia do anticorpo original (para

locais de glicosilacdo O-ligados).
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O padrédo de glicosilacdo dos anticorpos também pode
ser alterado sem alterar a seqguéncia de nucledtidos
subjacente. A glicosilacdo depende em grande parte da
célula hospedeira usada para expressar o anticorpo. Como ©
tipo de célula usada para expressdo de glicoproteinas
recombinantes, por exemplo, anticorpos, como terapéuticos
potenciais é raramente a célula nativa, podem ser esperadas
variacdes no padrido de glicosilacdo dos anticorpos (veja-
se, por exemplo, Hse et al., 1997, J. Biol. Chem. 272:9062-
9070) .

Além das escolhas de células hospedeiras, fatores que
afetam a glicosilacdo durante producdo recombinante de
anticorpos incluem modo de crescimento, formulacdo de meio,
densidade da cultura, oxigenacéo, PH, esquemas de
purificacdo e semelhantes. Foram propostos varios métodos
para alterar o padrdo de glicosilacdo obtido num organismo
hospedeiro particular incluindo introduzir ou
sobreexpressar algumas enzimas envolvidas na producdo de
oligossacéridos (Patentes US N° 5.047.335; 5.510.261 e
5.278.299). Glicosilacgédo, ou alguns tipos de glicosilacéo,
podem ser removidos enzimaticamente da glicoproteina, por
exemplo usando endoglicosidase H (Endo H). Além disso, a
célula hospedeira recombinante pode ser produzida por
engenharia geneticamente para ser defeituosa no
processamento de alguns tipos de polissacdridos. Estas e
técnicas semelhantes s&do de conhecimento geral na
especialidade.

Outros métodos de modificacdo incluem usar técnicas de
ligacdo conhecidas na especialidade, incluindo, mas né&o
limitadas a, meios enzimé&ticos, substituicdo oxidativa e
quelacdo. Podem ser usadas modificacgdes, por exemplo, para
fixacdo de marcadores para imunoensaio. Polipéptidos E3
modificados s&o fabricados usando procedimentos
estabelecidos na técnica e podem ser rastreados usando

ensaios padrédo conhecidos na técnica, alguns dos quais sé&o



77

descritos a seguir e nos Exemplos.

Outras modificacbes de anticorpo incluem anticorpos
que foram modificados conforme descrito na Publicacdo de
Patente Internacional N° WO 99/58572, publicada em 18 de
Novembro de 1999. Estes anticorpos compreendem, além de um
dominio de ligacdo dirigido na molécula alvo, um dominio
efetor que tem uma sequéncia de aminodcidos
substancialmente homdéloga a todo ou parte de um dominio
constante de uma cadeia pesada de imunoglobulina humana.
Estes anticorpos tém a capacidade de ligar-se a molécula
alvo sem iniciar um processo de lise dependente do
complemento significativo, ou destruicdo do alvo mediada
por células. Em algumas formas de realizacdo, o dominio
efetor tem a capacidade de ligar-se especificamente FcRn
e/ou FcyRIIb. Estes sdo tipicamente a Dbase de dominios
quiméricos derivados de dois ou mais dominios CH2 de cadeia
pesada de imunoglobulina humana. Anticorpos modificados
desta maneira s&o particularmente adequados para utilizacéo
em terapéutica crdénica com anticorpos, para evitar reacdes
adversas inflamatérias e diversas a terapéutica
convencional com anticorpos.

A divulgacdo também abrange proteinas de fusdo que
compreendem um ou mais fragmentos ou regides dos anticorpos
(tais como E3) ou polipéptidos desta invencdo. Numa forma
de realizacdo, ¢é proporcionado um polipéptido de fusdo que
compreende pelo menos 10 aminoacidos contiguos da regido de
cadeia leve varidvel mostrada na Figura 1B e/ou pelo menos
10 aminocdcidos da regido de cadeia pesada varidvel mostrada
na Figura 1A. Em outra forma de realizacdo, o polipéptido
de fusdo compreende uma regido varidvel de cadeia leve e/ou
uma regido variavel de cadeia pesada de E3, conforme
mostrado nas Figuras 1A e 1B. Em outra forma de realizacéo,
o polipéptido de fusdo compreende uma ou mais CDRs de E3.
Em ainda outras formas de realizacdo, o polipéptido de

fusdo compreende CDR H3 e/ou CDR L3 do anticorpo E3. Em
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outra forma de realizacéo, o polipéptido de fusédo
compreende qualguer um ou mais de: residuo de aminodcido
L29 de CDRH1, I50 de CDRH2, W10l de CD- RH3, e/ou Al03 de
CDRH3; e/ou residuo de aminodcido S28 de CDRL1, N32 de
CDRL1, T51 de CDRL2, 91E de CDRL3 e/ou H92 de CDRL3. Para
os fins desta invencdo, uma proteina de fusdo E3 contém um
ou mais anticorpos E3 e outra sequéncia de aminoécidos a
qual ndo estd fixada na molécula nativa, por exemplo, uma
sequéncia heterdloga ou uma sequéncia homdéloga de outra
regido. Sequéncias heterdlogas tipicas incluem, mas néo
estdo limitadas a uma "etiqueta" tal como uma etiqueta FLAG
ou uma cauda de 6His. Etiquetas sdo de conhecimento geral
na técnica.

Um polipéptido de fusdo E3 pode ser criado por métodos
conhecidos na técnica, por exemplo, sinteticamente ou
recombinantemente. Tipicamente, as proteinas de fusdo E3
desta invencdo sdo feitas por meio da ©preparagido e
expressdo de um polinuclebétido que codifica as mesmas
usando métodos recombinantes descritos no presente
documento, embora estas também possam ser preparadas por
outros meios conhecidos na técnica, incluindo, por exemplo,
sintese quimica.

Esta divulgacdo também proporciona composicdes gue
compreendem anticorpos E3 ou polipéptidos conjugados (por
exemplo, ligados) a um agente que facilita a ligacdo a um
suporte sdédlido (tal como biotina ou avidina). Por
simplicidade, serd feita referéncia geralmente a E3 ou
anticorpos com o entendimento de qgque estes métodos se
aplicam a quaisquer das formas de realizacgdo de ligacdo de
NGF descritas no presente documento. Conjugacido refere-se a
ligacdo destes componentes conforme descrito no presente
documento. A ligacdo (a qual é geralmente fixando estes
componentes em prdéxima associacéo pelo menos para
administracdo) pode ser realizada em qualquer nUmero de

modos. Por exemplo, é possivel uma reacdo direta entre um
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agente e um anticorpo gquando cada uma possui  um
substituinte capaz de reagir com o outro. Por exemplo, um
grupo nucleofilico, tal como um grupo amina ou sulfidrilo,
por um lado pode ser capaz de reagir com um grupo contendo
carbonilo, tal como um anidrido ou um haleto &cido, ou com
um grupo alquilo contendo um bom grupo de partida (por
exemplo, um haleto) pelo outro.

Um anticorpo ou polipéptido desta divulgacdo pode ser
ligado a um agente de marcacdo (alternativamente denominado
"marcador") tal como uma molécula fluorescente, uma
molécula radioativa ou quaisquer outras etiquetas
conhecidas na técnica. S&o conhecidas na técnica etiquetas
as quais geralmente proporcionam (quer diretamente ou
indiretamente) um sinal. Por conseguinte, a divulgacéo
inclui polipéptidos e anticorpos marcados.

A  capacidade dos anticorpos e polipéptidos desta
divulgacdo, tais como ligacdo de NGF; reducdo ou inibicédo
de uma atividade bioldégica do NGF; reducdo e/ou bloqueio de
sobrevida de neurdnios trigeminais E13.5 de ratinho,
induzida por NGF, pode ser testada wusando métodos
conhecidos na técnica, alguns dos quais sdo descritos nos
Exemplos.

A invencdo também proporciona composicdes (incluindo
composicdes farmacéuticas) e kits que compreendem ©
anticorpo E3, e, conforme esta descoberta torna claro,
qualgquer um ou todos os anticorpos descritos no presente
documento.

Polinucledétidos, vetores e células hospedeiras

A divulgacéo também  proporciona polinucledtidos
isolados que <codifica os anticorpos e polipéptidos da
divulgacéo (incluindo um anticorpo que compreende as
sequéncias de polipéptido da cadeia leve e regides
variadveis de cadeia pesada mostrada nas Figuras 1A e 1B), e
vetores e células hospedeiras que compreendem o)

polinucledtido.
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Por conseguinte, a divulgacéo proporciona
polinucledtidos (ou composicdes, incluindo composicdes
farmacéuticas), que compreende polinucledtidos que

codificam quaisquer dos seguintes: (a) anticorpo E3; (b) um
fragmento ou uma regido do anticorpo E3; (c) uma cadeia
leve do anticorpo E3 conforme mostrado nas Figuras 1B; (d)
uma cadeia pesada do anticorpo E3 conforme mostrado nas
Figuras 1A; (e) uma ou mais regides varidveis de uma cadeia
leve e/ou uma cadeia pesada do anticorpo E3; (f) uma ou
mais CDRs (uma, duas, trés, quatro, cinco ou seis CDRs) do
anticorpo E3 mostrada nas Figuras 1A e 1B; (g) CDR H3 da
cadeia pesada do anticorpo E3 mostrada na figura 1A; (h)
CDR L3 da cadeia leve do anticorpo E3 mostrada na Figura
1B; (i) trés CDRs da cadeia leve do anticorpo E3 mostrada
na Figura 1B; (j) trés CDRs da cadeia pesada do anticorpo
E3 mostrada na Figura 1A; (k) trés CDRs da cadeia leve e
trés CDRs da cadeia pesada, do anticorpo E3 mostrado nas
Figuras 1A e 1B; ou (I) um anticorpo que compreende
qualquer de (b) a (k). Em algumas formas de realizacdo, o
polinuclebétido compreende qualquer um ou ambos dos
polinucledétidos mostrados nas Figuras 2 e 3.

Em outro aspeto, a divulgacéo proporciona um
polinucledtido isolado que codifica uma cadeia leve de E3
com um numero de depdsito de ATCC N° PTA-4893 ou ATCC N°
PTA-4894. Em outro aspeto, a divulgacdo proporciona um
polinucledétido isolado que codifica uma cadeia pesada de E3
com um numero de depdsito de ATCC N° PTA-4895. Em ainda
outro aspeto, a divulgacgdo proporciona um polinucledtido
isolado que compreende (a) uma regido variavel codificada
no polinucledétido com um numero de depdsito de ATCC N° PTA-
4894 e (b) uma regido variavel codificada no polinucledtido
com um numero de depdsito de ATCC N° PTA-4895. Em outro
aspeto, a divulgacdo proporciona um polinucledtido isolado
que compreende (a) uma ou mais CDRs codificadas no

polinucledétido com um numero de depdsito de ATCC N° PTA-
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4894; e/ou (b) uma ou mais CDRs codificadas no
polinucledétido com um numero de depdsito de ATCC N° PTA-
4895,

Em outro aspeto, a divulgacéo proporciona
polinucledétidos que codificam quaisquer dos anticorpos
(incluindo fragmentos de anticorpos) e polipéptidos
descritos no presente documento. Polinucledtidos podem ser
preparados por procedimentos conhecidos na técnica

Em outro aspeto, a divulgacdo proporciona composicdes
(tais como algumas composicdes farmacéuticas) que
compreendem quaisquer dos polinucledétidos da divulgacdo. Em
algumas formas de realizacdo, a composicdo compreende um
vetor de expressdo que compreende um polinucledtido gue
codifica o anticorpo E3 conforme descrito no presente
documento. Em outra forma de realizacdo, a composicédo
compreende um vetor de expressdo que compreende um
polinucledétido que codifica gquaisquer dos anticorpos ou
polipéptidos descritos no presente documento. Em ainda
outras formas de realizacéo, a composicdo compreende
qualguer um ou ambos o0s polinucledétidos mostrados nas
Figuras 2 e 3. Vetores de expressdo, e a administracdo de
composicdes de polinucledtidos sdo adicionalmente descritos
no presente documento.

Em outro aspeto, a divulgacdo proporciona um método
para preparar quaisquer dos polinucledtidos descritos no
presente documento.

Polinucledétidos complementares a qualquer uma de
semelhantes sequéncias também sdo englobados pela presente
invencdo. Polinucledétidos pode ser de filamento Unico
(codificante ou de sentido reverso) ou de filamento duplo,
e podem ser moléculas de ADN (gendmico, ADNc ou sintético)
ou de ARN. Moléculas de ARN incluem moléculas de ARNHn, as
quais contém intrdes e correspondem a uma molécula de ADN
de uma maneira uma a uma, e moléculas de ARNm, as quais né&o

contém intrdes. Sequéncias adicionais codificantes ou néo



82

codificantes podem, mas ndo precisam, estar presentes
dentro de um polinucledtido da presente divulgacdo, e um
polinucledétido pode, mas ndo precisa, ser ligado a outras
moléculas e/ou materiais de suporte.

Polinucledétidos podem compreender uma sequéncia nativa
(isto é, uma sequéncia enddbgena que codifica um anticorpo
ou uma porc¢do do mesmo) ou podem compreender uma variante
de uma segquéncia semelhante. Variantes de polinucledtidos
contém uma ou mals substituicdes, adicgdes, eliminacdes e/ou
insercdes de tal modo qgue a imunorreatividade do
polipéptido codificado ndo é diminuida, em relacdo a uma
molécula imunorreativa nativa. o) efeito sobre a
imunorreatividade do polipéptido codificado geralmente pode
ser avaliada conforme descrito no presente documento.
Variantes preferencialmente apresentam pelo menos cerca de
70% de identidade, mais preferencialmente pelo menos cerca
de 80% de identidade e ainda mais preferencialmente pelo
menos cerca de 90% de identidade com uma sequéncia de
polinucledétido que codifica um anticorpo nativo ou uma
porcdo dos mesmos.

Diz-se que duas segquéncias de polinucledétido ou
polipéptido sdo "idénticas" se a sequéncia de nucledtidos
ou aminodcidos nas duas sequéncias for a mesma quando
alinhadas para maxima correspondéncia conforme descrito a
seguir. As comparacdes entre duas sequéncias sdo realizadas
tipicamente comparando as sequéncias sobre uma Jjanela de
comparacdo para identificar e comparar regides locais de
similaridade de sequéncia. Uma "janela de comparacado”
conforme usado no presente documento, refere-se a um
segmento de pelo menos cerca de 20 posicgdes contiguas,
geralmente 30 até cerca de 75, 40 até cerca de 50, nas
quais uma sequéncia pode ser comparada com uma sequéncia de
referéncia do mesmo numero de posicdes contiguas depois das
duas sequéncias serem alinhadas otimamente.

O alinhamento o6étimo das sequéncias para comparacao
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pode ser conduzido usando © programa Megalign na suite do
software de Dbioinformadtica Lasergene (DNASTAR, Inc.,
Madison, Wl), usando pardmetros por defeito. Este programa
incorpora varios esquemas de alinhamento descritos nas
seguintes referéncias: Dayhoff, M.0. (1978) A model of
evolutionary change in proteins - Matrices for detecting
distant relationships. Em Dayhoff, M.0O. (ed.) Atlas of
Protein Sequence and Structure, National Biomedical
Research Foundation, Washington DC Vol. 5, Supl. 3, pp.
345-358; Hein J., 1990, Unified Approach to Alignment and
Phylogenes pp. 626-645 Methods in Enzymology vol. 183,
Academic Press, 1Inc., San Diego, CA; Higgins, D.G. and
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, S&do Francisco, CA; Wilbur, W.J. e Lipman,
D.J., 1983, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 80:726-730.
Preferencialmente, a "percentagem de identidade de
sequéncia" é determinada comparando duas sequéncias
otimamente alinhadas sobre uma janela de comparacdo de pelo
menos 20 posicdes, em gque a porcdo da sequéncia de
polipéptido ou polinucledtido na janela de comparacdo pode
compreender adic¢des ou eliminacdes (isto &, espacos) de 20
por cento ou menos, geralmente 5 a 15 por cento, ou 10 a 12
por cento, comparadas com as sequéncias de referéncia (as
quais ndo compreendem adicdes ou eliminacgdes) para 6timo
alinhamento das duas sequéncias. A percentagem é calculada
determinando o numero de posicdes nas quais as bases de
dcido nucleico idénticas ou residuo de aminodcido ocorre em
ambas as sequéncias para produzir o numero de posicdes
combinadas, dividindo o nuUmero de posic¢des combinadas pelo
numero total de posicdes na sequéncia de referéncia (isto é

o0 tamanho da janela) e multiplicando os resultados por 100
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para produzir a percentagem de identidade de sequéncia.

Variantes também, ou alternativamente, podem ser
substancialmente homélogas a um gene nativo, ou uma porcio
ou complemento do mesmo. As variantes de polinucledtidos
referidas tém a capacidade de hibridar sob condicgbes
moderadamente restringentes a uma sequéncia de ADN que
ocorre naturalmente que codifica um anticorpo nativo (ou
uma sequéncia complementar).

"Condicdes moderadamente restringentes" adequadas
incluem pré-lavagem numa solugdo de 5 X SSC, 0,5% de SDS,
1,0 mM de EDTA (pH 8,0); hibridacdo a 50 °C a 65 °C, 5 X
3SC, de um dia para o outro; seguida por lavagem duas vezes
a 65 °C por 20 minutos com cada de 2X, 0,5X e 0,2X SsSC
contendo 0, 1% de SDS.

Conforme wusado no presente documento, "condicgbes
altamente restringentes"” ou "condicdes de alta
restringéncia"™ sdo aquelas que: (1) empregam baixa forca

ibénica e alta temperatura para lavagem, por exemplo, 0,015
M de cloreto de sédio / 0,0015 M de citrato de sdédio / 0,1%
de dodecil sulfato de sédio a 50 °C; (2) empregam durante
hibridacdo um agente desnaturante, tal como formamida, por
exemplo, 50% (em v/v) de formamida com 0,1% de albumina
sérica bovina / 0,1% de Ficoll / 0,1% de
polivinilpirrolidona / 50 mM de tampdo de fosfato de sdédio
a pH 6,5 com 750 mM de cloreto de sdéddio, 75 mM de citrato
de sédio a 42 °C; ou (3) utilizam 50% de formamida, 5 x SSC
(0,75 M de NaCl, 0,075 M de citrato de sdédio), 50 mM de
fosfato de sédio (pH 6,8), 0,1% de pirofosfato de sdéddio, 5
x solucdo de Denhardt, ADN de esperma de salmdo sonicado
(50 pg/ml), 0,1% de SDS, e 10% de sulfato de dextrano a 42
°C, com lavagens a 42 °C em 0,2 x SSC (cloreto de sédio /
citrato de sédio) e 50% de formamida a 55 °C, seguida por
uma lavagem de alta restringéncia consistindo em 0,1 x SSC
que contém EDTA a 55 °C. O perito na especialidade

reconhecerd como ajustar a temperatura, forca idnica, e
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etc. conforme necessdrio para conciliar fatores tais como
extensdo a sonda e semelhantes.

Serd reconhecido pelos peritos na especialidade que,
em consequéncia da degeneracdo do cédigo genético, existem
muitas sequéncias de nucledtidos que codificam um
polipéptido conforme descrito no presente documento. Alguns
destes polinucledétidos suportam homologia minima com a
sequéncia de nuclebdétidos d gualquer gene nativo. N&o
obstante, polinucledétidos que variam devido a diferencas na
utilizacdo de cod&es sdo especificamente contemplados pela
presente invencdo. Além disso, alelos dos genes qgue
compreendem as sequéncias de polinucledétidos proporcionadas
no presente documento, estdo dentro do ambito da presente
invencdo. Alelos sdo genes enddgenos que sdo alterados em
consequéncia de uma ou mais mutacdes, tais como
eliminac¢des, adicdes e/ou substituigdes de nucledtidos. O
ARNm e a proteina resultantes podem, mas ndo precisam, ter
uma estrutura ou funcdo alterada. Podem ser identificados
alelos usando técnicas padréo (tais como hibridacé&o,
amplificacdo e/ou comparacdo de sequéncia com © banco de
dados) .

Os polinucledtidos desta divulgacdo podem ser obtidos
usando sintese quimica, métodos recombinantes, ou PCR.
Métodos para sintese quimica de polinucledétido sdo de
conhecimento geral na técnica e ndo precisam ser descritos
em PpPOormenores no presente documento. Um perito na
especialidade pode usar as sequéncias proporcionadas no
presente documento, e um sintetizador de ADN comercial para
produzir uma sequéncia de ADN desejada.

Para preparar polinucledtidos usando métodos
recombinantes, um polinucledtido que compreende uma
sequéncia desejada pode ser inserido num vetor adequado, e
o0 vetor por sua vez pode ser introduzido numa célula
hospedeira adequada para replicacéo e amplificacé&o,

conforme adicionalmente discutido no presente documento.
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Polinucledétidos podem ser inseridos em células hospedeiras
por qualquer meio conhecido na técnica. As células séo
transformadas introduzindo um polinucledétido exdbgeno por
captacdo direta, endocitose, transfecdo, “F-mating” ou
eletroporacéo. Uma vez introduzido, o polinucledétido
exbgeno pode ser mantido dentro da célula como um vetor né&o
integrado (tal como um plasmideo) ou integrado no genoma da
célula hospedeira. 0O polinucledétido amplificado deste modo
pode ser isolado da célula hospedeira por métodos de
conhecimento geral dentro da técnica. Veja-se, por exemplo,
Sambrook et al. (1989).

Alternativamente, PCR permite a reproducéado de
sequéncias de ADN. A tecnologia de PCR é de conhecimento
geral na técnica e é descrita nas Patentes US N° 4.683.195,
4.800.159, 4.754.065 e 4.683.202, Dbem como PCR: The
Polymerase Chain Reaction, Mullis et al. eds., Birkauswer
Press, Boston (1994).

ARN pode ser obtido usando o ADN isolado num vetor
apropriado e inserindo o mesmo numa célula hospedeira
adequada. Quando a célula se duplica e o ADN é transcrito
em ARN, o ARN pode ser entdo isolado usando métodos de
conhecimento geral dos peritos na especialidade, conforme
determinado em Sambrook et al., (1989), por exemplo.

Vetores de clonagem adequados podem ser construidos de
acordo com técnicas padrdo, ou podem ser gselecionados a
partir de um grande numero de vetores de <clonagem
disponivel na técnica. Enquanto o vetor de clonagem
selecionado pode variar de acordo com a célula hospedeira
que se pretende usar, vetores de clonagem Uteis geralmente
terdo a capacidade de autoduplicar, podem possuir um Unico
alvo para uma endonuclease de restricdo em particular, e/ou
podem carregar genes para um marcador que pode ser usado na
selecdo de clones contendo o vetor. Exemplos adequados
incluem plasmideos e virus bacterianos, por exemplo, pUC18,

pUC19, Bluescript (por exemplo, pBS SK+) e seus derivados,
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mpl8, mpl9, pBR322, pMBY9, ColEl, pCR1l, RP4, fagos de ADN, e
vetores de vaivém tais como pSA3 e pAT28. Estes e muitos
outros vetores de clonagem estdo disponiveis em vendedores
comerciais tais como BioRad, Strategene, e Invitrogen.

Vetores de expressdo geralmente sdo construcdes de
polinucledétido replicédveis que contém um polinucledtido de
acordo com a invencdo. Estd implicito que um vetor de
expressdo deve ser replicdvel nas células hospedeiras ou
como epissomas ou como uma parte integral do ADN
cromossémico. Vetores de expressdo adequados incluem mas
ndo estdo limitados a plasmideos, vetores virais, incluindo
adenovirus, virus adeno-associados, retrovirus, cosmideos,
e um ou mais vetores de expressdo descritos na Publicacédo
de Patente Internacional PCT N° WO 87/04462. Os componentes
vetoriais geralmente podem incluir, mas ndo estdo limitados
a, um ou mais dos seguintes: uma sequéncia de sinal; uma
origem de replicacdo; um ou mais genes marcadores;
elementos de controlo transcripcional adequados (tais como
promotores, intensificadores e terminador). Para expressdo
(isto ¢é, translacdo), também sdo geralmente requeridos um
ou mais elementos de controlo transcripcional, tais como
locais de 1ligacdo de ribossoma, locais de iniciacédo de
translacdo, e coddes de parada.

Os vetores contendo os polinucledtidos de interesse
podem ser introduzidos na célula hospedeira por gqualquer um
de uma série de meios apropriados, incluindo eletroporacéo,
transfecdo empregando cloreto de céalcio, cloreto de
rubidio, fosfato de cé&lcio, DEAE-dextrano, ou outras
substancias; bombardeamento de microprojéteis; lipofecédo; e
infecdo (por exemplo, onde o vetor é um agente infecioso
tal como o virus da vaccinia). A escolha de introduzir
vetores ou polinucledtidos frequentemente dependerd das
caracteristicas da célula hospedeira.

A divulgacdo também proporciona células hospedeiras

que compreendem quaisquer dos polinucledtidos descritos no
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presente documento. Quaisquer células hospedeiras capazes
de sobreexpressar ADN heterdlogos podem ser usadas para a
finalidade de isolar os genes que codifica o anticorpo,
polipéptido ou ©proteina de 1interesse, exemplos né&o
limitantes de células hospedeiras de mamiferos incluem, mas
ndo estdo limitados a células COS, HelLa, e CHO. Veja-se
também a Publicacdo de Patente Internacional PCT N° WO
87/04462. Células hospedeiras ndo mamiferas adeguadas
incluem procariotas (tais como E. coli ou B. subtillis) e
levedura (tal como S. cerevisae, S. pombe; ou K. lactis).
Preferencialmente, as células hospedeiras expressam os ADNc
num nivel de cerca de 5 vezes maior, mais preferencialmente
10 vezes maior, ainda mais preferencialmente 20 vezes maior
do que o do anticorpo enddgeno correspondente ou proteina
de interesse, caso presente, nas células hospedeiras. O
rastreio das células hospedeiras para uma ligacéo
especifica a NGF é realizado por um imunoensaio ou FACS.
Pode ser identificada uma célula que sobreexpressa o
anticorpo ou proteina de interesse.
Métodos usando E3 e anticorpos derivados de E3

Anticorpo E3 o qual se liga a NGF pode ser usado para
identificar ou detetar a presenca ou auséncia de NGF. Por
simplicidade, serd feita referéncia de modo geral a E3 ou
anticorpos com o entendimento de gque estes métodos se
aplicam a quaisquer das formas de realizacgdo de ligacédo de
NGF (tais como polipéptidos) descritas no presente
documento. Detecdo geralmente envolve contactar uma amostra
bioldégica com um anticorpo descrito no presente documento,
que se liga a NGF e a formacdo de um complexo entre NGF e
um anticorpo (por exemplo, E3) o) qual se liga
especificamente a NGF. A formacdo de um complexo semelhante
pode ser in vitro ou in vivo. O termo "detecdo" conforme
usado no presente documento, inclui detecdo gqualitativa
e/ou quantitativa (niveis de medic¢do) com ou sem referéncia

a um controlo.
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Pode ser wusado para detecdo qualquer um de uma
variedade de métodos conhecidos, incluindo, mas né&o
limitados a, imunoensaio, usando anticorpo que ligam o
polipéptido, por exemplo, ©por ensaio de imunocabsorcdo
ligado a enzima (ELISA), ensaio radioimunoldgico (RIA) e
semelhantes; e ensaio funcional para o polipéptido
codificado, por exemplo, atividade de 1ligacdo ou ensaio
enzimdtico. Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo ¢é
marcado de modo detetével.

Utilizacgbes de Diagndéstico do E3 e Derivados

Anticorpos e polipéptidos da divulgacdo podem ser
usados na detecdo, diagndéstico e monitoracdo de uma doenca,
condicdo, ou disturbio associado a expressdo de NGF
alterada ou aberrante (em algumas formas de realizacédo,
aumento ou reducdo da expressdo de NGF (em relacdo a uma
amostra normal), e/ou expressdo inadequada, tal como
presenca de expressdo num ou mais tecidos e/ou uma ou mais
células que normalmente carecem de expressdo de NGF, ou
auséncia de expressdo de NGF num ou mais tecidos ou uma ou
mais células que normalmente possuem expressdo de NGF). Os
anticorpos e polipéptidos da divulgacdo sdo adicionalmente
Uteis para detecdo de expressdo de NGF, por exemplo, numa
doenca associada a sensibilidade ou capacidade de resposta
ao NGF alterada ou aberrante. Em algumas formas de
realizacdo, a expressdo de NGF é detetada numa amostra de
um individuo suspeito de ter uma doenca, disturbio
caracterizado ou associado a uma sensibilidade ou
capacidade de resposta a expressdo de NGEF alterada ou
expressdo aberrante (por exemplo, um cancro no qual NGF
estimula crescimento e/ou metéstase).

Portanto, em algumas formas de realizacéo, a
divulgagédo proporciona métodos que compreendem contactar um
espécime (amostra) de um individuo suspeito de ter
expressdo de NGF alterada ou aberrante com um anticorpo ou

polipéptido da invencdo e determinar se o nivel de NGF
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difere do nivel de um espécime de controlo ou de
comparacdo. Em algumas formas de realizacdo, o individuo
tem wuma arritmia cardiaca, doenca de Alzheimer, e/ou
disfuncdo autdénoma.

Em outras formas de realizacéo, a divulgacéo
proporciona métodos que compreendem contactar um espécime
(amostra) de um individuo e determinar o nivel de expresséio
de NGF. Em algumas formas de realizacdo, o individuo ¢é
suspeito de ter uma doenca, disturbio caracterizado ou
associado a uma sensibilidade ou capacidade de resposta a
expressdo de NGF alterada ou aberrante. Em algumas formas
de realizacdo, o individuo tem cancro pulmonar de células
pequenas, cancro de mama, cancro pancreatico, cancro de
prbéstata, carcinoma de ovario, carcinoma hepatocelular, ou
melanoma.

Para aplicacodes de diagnéstico, o) anticorpo
tipicamente serd marcado com uma pPorcgao detetéavel
incluindo, mas ndo limitada a radioisdétopos, etiquetas
fluorescentes, e vadrias etiquetas de substratos
enzimaticos. Métodos para conjugar etiquetas a um anticorpo
sdo conhecidos na técnica. Em outras formas de realizacédo
da invencdo, anticorpos da divulgacdo ndo precisam ser
marcados, e a presenca dos mesmos pode ser detetada usando
um anticorpo marcado o qual se liga aos anticorpos da
invencéao.

Os anticorpos da ©presente divulgacdo podem ser
utilizados em qualquer método de ensaio conhecido, o0s
ensaios de ligacdo competitiva referidos, ensaios de
sanduiche direto e indireto, e ensaios de
imunoprecipitacédo. Zola, Monoclonal Antibodies: A Manual of
Techniques, pp. 147-158 (CRC Press, Inc. 1987).

Os anticorpos também podem ser usados para ensaios de
diagnéstico in vivo, tais como estudo por imagens in vivo.
De modo geral, o anticorpo é marcado com um radionuclideo
(tal como 1111n, 99Tc, 14C, 1311, 1251, ou 3H) de modo que
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as células ou tecido de interesse podem ser localizadas
usando imunocintilografia.

O anticorpo também pode ser usado como reagente de
tintura em patologia, seguindo técnicas de conhecimento
geral na técnica.

Métodos para utilizar E3 e derivados para fins terapéuticos

O anticorpo E3 é 0til para reduzir e/ou bloquear a
bioldégica atividade do NGF. Acredita-se que esta atividade
antagonista seja atil no tratamento de condicdes
patoldgicas associadas a producdo endbdbgena de NGF, tais
como dor. Geralmente, nestas formas de realizacdo uma
quantidade eficaz ¢ administrada a um individuo. Por
conseguinte, num aspeto, a divulgacdo proporciona um método
para antagonizar a atividade bioldgica de NGF humano usando
quaisquer dos polipéptidos (incluindo anticorpos tais como
anticorpo E3) descritos no presente documento. Numa forma
de realizacdo, o método compreende contactar o fator de
crescimento dos nervos humano com quaisquer dos
polipéptidos (incluindo anticorpo E3) descritos no presente
documento, por meio do gqual a atividade do fator de
crescimento dos nervos humano ¢é antagonizada, reduzida,
bloqueada, ou suprimida. Em ainda outra forma de
realizacdo, a um individuo com dor (tal como dor pds-
cirtrgica, ou dor da artrite reumatoide) ¢ administrado
tratamento com E3.

Por simplicidade, serd feita referéncia de modo geral
a E3 ou anticorpo com o entendimento de que estes métodos
se aplicam a quaisquer dos polipéptidos e anticorpos
variantes E3 descritos no presente documento.

Podem ser usadas para administracdo varias formulacdes
de E3 ou fragmentos de E3 (por exemplo, Fab, Fab', F(ab')?2,
Fv, Fc, e etc.), tais como de cadeia tUnica (ScFv), mutantes
dos mesmos, proteinas de fusdo gque compreendem uma POIrcao
de anticorpo, e qualquer outra configuracdo modificada de

E3 que compreende um local de reconhecimento antigénico de
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NGE da especificidade requerida. Em algumas formas de
realizacdo, anticorpos E3 ou véarias formulacdes de E3 dos
mesmos podem ser administrados puros. Em outras formas de
realizacdo, E3 ou varias formulacdes de E3 (incluindo
qualguer forma de realizacdo de composicdo descrita no
presente documento) dos mesmos e um excipiente
farmaceuticamente aceitédvel s&do administrados, e podem
estar em véarias formulacdes. Excipientes farmaceuticamente
aceitiveis sdo conhecidos na técnica, e sdo substéncias
relativamente inertes que facilitam a administracdo de uma
substédncia farmacologicamente eficaz. Por exemplo, um
excipiente pode dar forma ou consisténcia, ou agem como um
diluente. Excipientes adequados incluem mas né&do estédo
limitados a agentes estabilizantes, agentes humectantes e
emulsificantes, sais para variar a osmolaridade, agentes de
encapsulacdo, tampdes, e intensificadores de penetracdo na
pele. Excipientes bem como formulacdes para libertacdo de
farmacos parentéricos e ndo parentéricos sdo determinadas
em Remington, The Science and Practice of Pharmacy 202 Ed.
Mack Publishing (2000).

Em algumas formas de realizacdo, estes agentes sé&o
formuladas para administracdo por injecdo (por exemplo, por
via intraperitoneal, por via intravenosa, por via
subcutanea, por via intramuscular, e etc.), embora outras
formas de administracdo (por exemplo, oral, via mucosa,
através de inalacdo, por via sublingual, e etc) também
possam ser usadas. Por —conseguinte, anticorpo E3 e
equivalentes dos mesmos s&do preferencialmente combinados
com veiculos farmaceuticamente aceitdveis tais como salina,
solucdo de Ringer, solucdo de dextrose, e semelhantes. O
regime de dosagem em particular, isto ¢é, dose, momento e
repeticdo, dependerd do individuo em particular e do
histérico médico do individuo. De modo geral, pode ser
usada qualgquer uma das doses seguintes: uma dose de pelo

menos cerca de 50 mg/kg de peso corporal; pelo menos cerca
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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 ng/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 npg/kg de
peso corporal; pelo menos cerca de 10 wug/kg de peso
corporal; pelo menos cerca de 1 pg/kg de peso corporal, ou
menos, ¢ administrado. Para administracodes repetidas
durante vArios dias ou mais tempo, dependendo da condicéo,
0 tratamento ¢é sustentado até ocorrer uma Supressao
desejada dos sintomas da doenca. Um regime de dosagem
tipico compreende administrar uma dose inicial de cerca de
2 mg/kg, seguida por uma dose de manutencdo semanal de
cerca de 1 mg/kg do anticorpo anti-NGF, ou seguida por uma
dose de manutencdo de cerca de 1 mg/kg a cada duas semanas.
No entanto, outros regimes de dosagem podem ser Tuteis,
dependendo do padrdo de decomposicdo farmacocinética que o
médico pretende obter. Consideragdes empiricas, tais como a
semivida, geralmente contribuirdo para a determinacido da
dosagem. O progresso desta terapéutica ¢é facilmente
monitorizado por técnicas e ensaios convencionais.

Em alguns individuos, pode ser requerida mais de uma
dose. A frequéncia de administracdo pode ser determinada e
ajustada durante o curso da terapéutica. Por exemplo, a
frequéncia de administracdo pode ser determinada e ajustada
com base no tipo e gravidade da dor a ser tratada, se o
agente for administrado para fins preventivos ou
terapéuticos, terapéutica prévia, o histdérico clinico do
paciente e a resposta ao agente, e a critério do médico
assistente. Tipicamente o médico administrard um anticorpo
antagonista anti-NGF (tal como E3), até ser atingida uma
dosagem qgue obtém o resultado desejado. Em alguns casos,
podem ser apropriadas formulacdes de libertacdo continua

sustentada de anticorpos E3. Varias formulacdes e
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dispositivos para obter libertacéao sustentada sédo
conhecidos na técnica.

Numa forma de realizacdo, as dosagens para anticorpos
E3 (ou polipéptidos) podem ser determinadas empiricamente
em individuos aos quais foram administradas uma ou mais
administracdes. Aos individuos sdo administradas dosagens
incrementais de E3. Para avaliar a eficdcia de E3 ou outro
anticorpo equivalente, podem ser monitorizados marcadores
dos sintomas de doenca (tais como dor).

A administracdo de um anticorpo (tal como E3) ou
polipéptido de acordo com o método na presente invencédo
pode ser continua ou intermitente, dependendo, por exemplo,
da condicdo fisioldbgica do recetor, se a finalidade da
administracdo for terapéutica ou profilédtica, e outros
fatores de conhecimento dos c¢linicos habilitados. A
administracdo de um anticorpo pode ser essencialmente
continua durante um periodo de tempo pré-selecionado ou
pode ser numa série de dose espacadas, por exemplo, ou
antes, durante, ou depois do desenvolvimento de dor, antes,
durante, antes e depois, durante e depois, ou antes,
durante, e depois do desenvolvimento de dor.

Outras formulacdes incluem formas de libertacéo
adequada conhecidas na técnica incluindo, mas ndo limitadas
a, veiculos tais como lipossomas. Veja-se, por exemplo,
Mahato et al. (1997) Pharm. Fies. 14:853-859. Preparacdes

lipossdmicas incluem, mas nao estédo limitadas a,
citofectinas, vesiculas multilamelares e vesiculas
unilamelares.

Em algumas formas de realizacdo, mais de um anticorpo
ou polipéptido podem estar presentes. 0Os anticorpos podem
ser monoclonais ou policlonais. Tais composicdes podem
conter pelo menos um, pelo menos dois, pelo menos trés,
pelo menos quatro, pelo menos cinco diferentes anticorpos.
Uma mistura de anticorpos, como sdo frequentemente

denotados na técnica, pode ser particularmente Util no
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tratamento de uma gama mais ampla de populacdo de
individuos.

Um polinucledtido que codifica quaisquer dos
anticorpos da invencédo (tais como anticorpo E3) também pode
ser usado para libertacdo e expressdo de guaisquer dos
anticorpos da invencédo (tais como anticorpo E3) numa célula
desejada. E evidente que um vetor de expressdo pode ser
usado para orientar a expressdo de um anticorpo ou
polipéptido E3. O vetor de expressdo pode ser administrado
por gquaisquer meios conhecidos na técnica, tais como por
via intraperitoneal, por via intravenosa, por via
intramuscular, por via subcutédnea, por via intratecal, por
via intraventricular, por via oral, por via entérica, por
via parentérica, por via intranasal, por via dérmica, por
via sublingual, ou por inalacéo. Por exemplo, a
administracdo de vetores de expressdo inclui administracéo
local ou sistémica, incluindo injecédo, administracdo oral,
pistola de particulas ou administracdo cateterizada, e
administracdo tépica. Um perito na especialidade esté
familiarizado com a administracdo de vetores de expressédo
para obter a expressdo de uma proteina exdgena in vivo.
Veja-se, por exemplo, as Patentes US N° 6.436.908;
6.413.942; e ©6.376.471.

Também pode ser usada a libertacdo orientada de
composicdes terapéuticas que compreendem um polinucledtido
que codifica quaisquer dos anticorpos da invencdo (tais
como anticorpo E3). Técnicas de libertacdo de ADN mediada
por recetores sdo descritas, por exemplo, em Findeis et
al., Trends Biotechnol. (1993) 11:202; Chiou et al., Gene
Therapeutics: Methods And Applications O0Of 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. (USA) (1990)
87:3655; Wu et al., J. Biol. Chemn. (1991) 266:338.

Composicdes terapéuticas que contém um polinucledbdétido sé&o
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administradas dentro de um intervalo de cerca de 100 ng até
cerca de 200 mg de ADN para administracdo local num
protocolo de terapéutica genética. Intervalos de
concentracdo de cerca de 500 ng até cerca de 50 mg, cerca
de 1 npg até cerca de 2 mg, cerca de 5 nug até cerca de 500
ng, e cerca de 20 npg até cerca de 100 pg de ADN também
podem ser usadas durante um protocolo de terapéutica
genética. 0Os polinucledtidos terapéuticos e polipéptidos da
presente invencdo podem ser libertados usando veiculos de
libertacdo genética. O veiculo de libertacdo genética pode
ser de origem viral ou ndo viral (veja-se, de modo 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
expressdo de semelhantes sequéncias codificantes pode ser
induzida usando promotores enddgenos mamiferos ou
heterdlogos. A expressdo da sequéncia codificante pode ser
ou constitutiva ou regulada.

Vetores a base de wvirus para libertacdo de um
polinuclebétido desejado e expressdo numa célula desejada
sdo de conhecimento geral na técnica. Veiculos a base de
virus tipicos incluem, mas ndo estdo limitados a,
retrovirus recombinantes (veja-se, por exemplo, as
Publicacgdes de Patentes Internacionais N° WO 90/07936; WO
94/03622; WO 93/25698; WO 93/25234; WO 93/11230; WO
93/10218; WO 91/02805; as Patentes US N° 5. 219,740;
4.777.127; a Patente da Reino Unido N° 2.200.651; e a
Patente Europeia EP No. 0 345 242), vetores a base de alfa-
virus (por exemplo, vetores de virus Sindbis, virus da
floresta de Semliki (ATCC VR- 67; ATCC VR-1247), wvirus do
rio Ross (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) (veja-se, por exemplo, as Publicacdes de Patentes
Internacionails N° WO 94/12649, WO 93/03769; WO 93/19191; WO
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94/28938; WO 95/11984 e WO 95/00655). Também pode ser
utilizada a administracdo de ADN ligado a adenovirus morto
conforme descrito em Curiel, Hum. Gene Ther. (1992) 3:147.
Também podem ser utilizados veiculos e métodos de
libertacdo ndo viral, incluindo, mas ndo limitados a, ADN
condensado policatidénico ligado ou nédo ligado a adenovirus
mortos sozinhos (veja-se, por exemplo, Curiel, Hum. Gene
Ther. (1992) 3:147); ADN ligado a ligante (veja-se, por
exemplo, Wu, J. Biol. Chem. (1989) 264:16985); células de
veiculos de libertacdo de células eucaridticas (veja-se,
por exemplo, a Patente US N° 5.814.482; as Publicacdes de
Patente Internacional PCT N° WO 95/07994; WO 96/17072; WO
95/30763; e WO 97/42338) e neutralizacdo de carga nucleica
ou fusdo com membranas celulares. Também pode ser utilizado
ADN nu. Métodos de introducdo de ADN nu tipicos sé&o
descritos na Publicacdo de Patente Internacional PCT N° WO
90/11092 e na Patente US N° 5.580.859. Lipossomas que podem
agir como veiculos de libertacdo genética s&do descritos na
Patente US N° 5.422.120; nas Publicacdes de Patente
Internacional PCT N° WO 95/13796; WO 94/23697; WO 91/14445;
e na Patente Europeia EP N° 0 524 968. Abordagens

adicionais s&o descritas em Philip, Mol. Cell Biol. (1994)
14:2411 e em Woffendin, Proc. Natl. Acad. Sci. (1994)
91:1581.

Com respeito a todos os métodos descritos no presente
documento, referéncia a anticorpos antagonistas anti-NGF
também incluem composic¢cdes gque compreendem um ou mais
destes agentes. Estas composicdes podem compreender
adicionalmente excipientes adequados, tais como excipientes
farmaceuticamente aceitédveis incluindo tampdes, o0s quais
sdo de conhecimento geral na técnica. A presente invencédo
pode ser usada sozinha ou em combinacdo com outros métodos

de tratamento convencionais.
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UTILIZACAO DE UM ANTICORPO ANTAGONISTA ANTI-NGF PARA
MELHORAR A FUNCAO FISICA NA OSTEOARTRITE

A invencdo proporciona a utilizagcdo de um anticorpo
antagonista anti-NGF no fabrico de um medicamento para
melhorar a funcdo fisica num individuo tendo osteocartrite.
A invencgéo proporciona adicionalmente um anticorpo
antagonista anti-NGF para utilizacdo na melhoria da funcéo
fisica num individuo tendo osteocartrite. A invencéio
proporciona adicionalmente a utilizacdo de um anticorpo
antagonista anti-NGF no fabrico de um medicamento para
tratar a dor, melhorar a funcdo fisica e melhorar a rigidez
num individuo com osteoartrite. A divulgacdo proporciona
ainda um anticorpo antagonista anti-NGF para utilizacdo no
tratamento da dor, melhoria da funcdo fisica e melhora da
rigidez num individuo com osteocartrite.

A divulgacdo também proporciona métodos para tratar
e/ou prevenir a dor da osteocartrite em individuos incluindo
mamiferos, tanto humanos quanto nao humanos.
Consequentemente, a divulgacdo proporciona métodos de
tratamento da dor da osteocartrite num individuo que
compreende administrar uma gquantidade eficaz de um
antagonista de NGF (tal como um anticorpo antagonista anti-
NGF) . Antagonistas de NGF, incluindo anticorpos
antagonistas anti-NGF, sdo conhecidos na técnica e
descritos no presente documento.

Em outro aspeto, a divulgacdo proporciona métodos para
reduzir a incidéncia de, melhorar, suprimir, aliviar, e/ou
retardar o inicio, o desenvolvimento ou a progressdo da dor
da osteoartrite num individuo. Portanto, em algumas formas
de realizacéo, o anticorpo antagonista anti-NGF é
administrado antes do desenvolvimento de dor ou um episddio
de dor num individuo com osteoartrite.

O diagnéstico ou avaliacédo da dor da osteoartrite esté
bem estabelecido na técnica. A avaliacdo pode ser realizada

com base em medicgdes conhecidas na técnica, tais como
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caracterizacdo da dor no paciente usando varias escalas de
dor. Veja-se, por exemplo, 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, pode ser utilizada a
WOMAC Ambulation Pain Scale (incluindo dor, rigidez, e
funcdo fisica) e 100 mm Visual Analogue Scale (VAS) para
avaliar a dor e avaliar a resposta ao tratamento.

Um anticorpo antagonista anti-NGF podem ser
administrados a um individuo através de qualgquer via
adequada. Exemplos de diferentes vias de administracdo séo
descritos no presente documento.

Em algumas formas de realizacéo, 0 anticorpo
antagonista anti-NGF é administrado uma vez a cada semana,
uma vez a cada duas semanas, uma vez a cada trés semanas,
uma vez a cada dquatro semanas, uma vez a cada cinco
semanas, uma vez a cada seis semanas, uma vez a cada sete
semanas, uma vez a cada oito semanas, uma vez a cada nove
semanas, uma vez a cada dez semanas, uma vez a cada quinze
semanas, uma vez a cada vinte semanas, uma vez a cada vinte
e cinco semanas, ou uma vez a cada vinte e seis semanas. Em
algumas formas de realizacdo, o anticorpo antagonista anti-
NGF ¢ administrado uma vez a cada més, uma vez a cada dois
meses, uma vez a cada trés meses, uma vez a cada quatro
meses, uma vez a cada cinco meses, ou uma vez a cada seis
meses.

0O alivio da dor pode ser caracterizado pelo curso de
tempo de alivio. Por conseguinte, em algumas formas de
realizacdo, o alivio da dor é observado dentro de cerca de
24  horas depois da administracdo de um anticorpo
antagonista anti-NGF. Em outras formas de realizacgdo, o
alivio da dor é observado dentro de cerca de 36, 48, 60, 72
horas ou 4 dias depois da administracdo do anticorpo
antagonista anti-NGF. Em algumas formas de realizacdo, a
frequéncia e/ou a intensidade da dor ¢ diminuida, e/ou é

aumentada a qualidade de vida daqueles sofrendo da doenca.
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Em algumas formas de realizacdo, o alivio da dor para
osteocartrite ¢ proporcionado por duracdo de pelo menos
cerca de 7 dias, pelo menos cerca de 14 dias, pelo menos
cerca de 21 dias, pelo menos cerca de 28 dias, pelo menos
cerca de 35 dias, pelo menos cerca de 42 dias, pelo menos
cerca de 49 dias, pelo menos cerca de 56 dias, pelo menos
cerca de 63 dias, pelo menos cerca de 70 dias, pelo menos
cerca de 77 dias, pelo menos cerca de 84 dias, pelo menos
cerca de 180 dias, ou mais depois de uma Unica dose do
anticorpo antagonista anti-NGF.

Preparacdo e utilizacdo de anticorpos anti-NGF para
estes métodos sédo descritos nas seccbes abaixo
("Antagonistas de NGF "Anticorpo antagonista anti-NGF";
"Outros antagonistas de NGE"; "Identificacéo de
antagonistas de NGF (tais como anticorpos antagonistas
anti-NGF)"; "Composicgdes para utilizacdo nos métodos da
divulgacdo"; "Administracdo de um antagonista de NGF (tal
como um anticorpo antagonista anti- NGF)").

Antagonistas de NGF

A invencdo refere-se a anticorpos antagonistas anti-
NGEF como antagonistas de NGF. Outros antagonistas de NGF
que se referem a qualquer molécula que bloqueia, suprime ou
reduz (incluindo significativamente) a atividade bioldgica
do NGF, incluindo wvias a jusante mediadas por sinalizacéo
de NGF, tais como ligacdo de recetores e/ou provocacdo de
uma reacdo celular a NGF s&do revelados para propdbdsitos
comparativos. O termo "antagonista" ndo implica qualquer
mecanismo especifico de acdo bioldgica, e considera-se gue
inclui expressamente e abrange todas as interacdes
possiveis farmacoldgicas, fisioldgicas, e biogquimicas com
NGF e suas consequéncias as quais podem ser obtidas por uma
variedade de composicdes diferentes e quimicamente
divergentes. Antagonistas de NGF tipicos incluem, mas néao
estdo limitados a, um anticorpo anti-NGF, uma molécula de

sentido reverso dirigida para NGF (incluindo uma molécula
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de sentido reverso dirigida para um &cido nucleico que
codifica NGF), uma molécula de sentido reverso dirigida
para recetor de NGF (tal como recetor TrkA e/ou p75)
(incluindo uma molécula de sentido reverso dirigida para um
dcido nucleico que codifica TrkA e/ou p75), um composto
inibidor de NGF, um andlogo estrutural de NGF, uma mutacio
dominante-negativa de um recetor TrkA que se liga um NGF,
uma imunoadesina TrkA, um anticorpo anti-TrkA, uma mutacéo
dominante-negativa de um p75 recetor que se liga um NGF, um
anticorpo anti-p75, e um inibidor de guinase. Para os fins
da presente invencdo, serd explicitamente entendido que o
termo "antagonista" abrange todos os termos, titulos, e
estados funcionais previamente identificados e
caracteristicas por meio dos quais o proéprio NGF, uma
atividade bioldgica de NGF (incluindo, mas ndo limitada a
sua capacidade de mediar qualgquer aspeto de dor), ou as
consequéncias da atividade bioldgica, s&o substancialmente
anuladas, reduzidas, ou neutralizadas em qgualgquer grau
significativo. Em algumas formas de realizacéo, um
antagonista de NGF (por exemplo, um anticorpo) liga-se a
(interage fisicamente com) NGF, liga-se a um recetor de NGF
(tal como recetor TrkA e/ou recetor p75), e/ou reduz
(impede e/ou blogqueia) a sinalizacdo de recetores de NGF a
jusante. Por conseguinte, em algumas formas de realizacéo,
um antagonista de NGF liga-se a (interage fisicamente com)
NGF. Em algumas formas de realizacdo, o antagonista de NGF
é um polipéptido o qual se liga a NGF. Em algumas formas de
realizacdo, o antagonista de NGEF & um péptido ou um péptido
modificado (tal como péptido de ligacdo de NGF fusionado a
um dominio Fc) descrito na Publicacéo de Patente
Internacional PCT N° WO 2004/026329. Em outra forma de
realizacdo, um antagonista de NGF liga a um recetor de NGF
(tal como recetor trkA ou p75). Em outras formas de
realizacdo, um antagonista de NGF reduz (impede e/ou

blogqueia) a sinalizacdo de recetores de NGF a jusante (por
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exemplo, inibidores de sinalizacdo de guinase). Em outras
formas de realizacdo, um antagonista de NGF inibe (reduz) a
sintese e/ou libertacdo de NGF. Em outra forma de
realizacdo, o antagonista de NGF & um antagonista de NGF
que ndo é uma imunoadesina TrkA (isto ¢é, é diferente de uma
imunoadesina TrkA). Em outra forma de realizacéo, o)
antagonista de NGF & diferente de um anticorpo anti-NGF. Em
outra forma de realizacdo, o antagonista de NGF é diferente
de uma imunoadesina TrkA e diferente de um anticorpo anti-
NGF. Em algumas formas de realizacdo, o antagonista de NGF
liga NGEF (tal como hNGF) e ndo se liga significativamente a
neurotrofinas relacionadas, tals como NT-3, NT4/5, e/ou
BDNF. Em algumas formas de realizacdo, o antagonista de NGF
ndo estd associado a uma reacdo imune adversa. Em outras
formas de realizacdo, o antagonista de NGF é um anticorpo
anti-NGF. Em ainda outras formas de realizacdo, o anticorpo
anti-NGEF é humanizado (tal como anticorpo E3 descrito no
presente documento). Em algumas formas de realizacgdo, o
anticorpo anti-NGF ¢ anticorpo E3 (conforme descrito no
presente documento). Em outras formas de realizacdo, o
anticorpo anti-NGF compreende uma ou mais CDRs do anticorpo
E3 (tais como wuma, duas, trés, guatro, cinco, ou, em
algumas formas de realizacdo, todas as seis CDRs de E3). Em
outras formas de realizacdo, o anticorpo é humano. Em ainda
outras formas de realizacéo, o) anticorpo anti-NGF
compreende a sequéncia de aminodcidos da regido variavel de
cadeia pesada mostrada na Figura 1A (SEQ ID NO: 1) e a
sequéncia de aminocdcidos da regido varidvel de cadeia leve
mostrada na Figura 1B (SEQ ID NO: 2). Em ainda outras
formas de realizacdo, o anticorpo compreende uma regido
constante modificada, tal como uma regido constante que é
imunologicamente inerte, por exemplo, nd&o inicia um
processo de lise mediada pelo complemento, ou ndo estimula
citotoxicidade mediada por células dependentes de anticorpo

(CCDA) . Em outras formas de realizacdo, a regido constante
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¢ modificada conforme descrito em Eur. J. Immunol. (1999)
29:2613-2624; Pedido PCT N° PCT/GB99/01441; e/ou Pedido de
Patente do Reino Unido N© 9809951.8.

Anticorpo antagonista anti-NGF

As utilizacbes médicas da invencdo utilizam um
anticorpo antagonista anti-NGF, o qual se refere a qualquer
molécula de anticorpo gque bloqueia, suprime ou reduz
(incluindo significativamente) a atividade bioldgica do
NGF, incluindo vias a jusante mediadas por sinalizacdo de
NGF, tais como ligacdo de recetores e/ou provocacdo de uma
reacdo celular a NGF.

Um anticorpo antagonista anti-NGF deve apresentar
qualgquer uma ou mais das seguintes caracteristicas: (a)
ligam a NGF e inibem a atividade bioldégica de NGF ou vias a
jusante mediados por funcdo de sinalizacdo de NGF; (b)
previnem, melhoram, ou tratam qualguer aspeto de dor da
artrite reumatoide ou dor da osteocartrite; (c) blogueiam ou
reduzem ativacdo de recetores de NGF (incluindo dimerizacéo
e/ou autofosforilacdo de recetor TrkA); (d) aumentam a
depuracdo de NGF; (e) inibem (reduzem) a sintese, producédo
ou libertacdo de NGF. Anticorpos antagonistas anti-NGF sé&o
conhecidos na técnica, veja-se, por exemplo, a Publicacéo
de Patente Internacional N° WO 01/78698, WO 01/64247, as
Patentes US N° 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); N° de Acesso do GenBank U39608, U39609,
L17078, ou L17077. Anticorpos antagonistas anti-NGF e
polipéptidos também sdo descritos na Publicacdo de Patente
Internacional N° WO 2005/019266.

Para os fins desta invencdo, o anticorpo reage com NGF
de uma maneira que inibe NGF e/ou vias a jusante mediadas
pela funcdo de sinalizacdo de NGF. Em algumas formas de
realizacdo, o anticorpo antagonista anti-NGF reconhece NGF
humano. Em ainda outras formas de realizacdo, o anticorpo

antagonista anti-NGF especificamente 1liga NGF humano. Em
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alguma forma de realizacdo, o anticorpo antagonista anti-
NGF n&o se liga significativamente a neurotrofinas
relacionadas, tais como NT-3, NT4/5, e/ou BDNF. Em ainda
outras formas de realizacdo, o anticorpo anti-NGF é capaz
de ligar-se NGF e inibir de modo eficaz a ligacdo de NGF a
seu recetor TrkA e/ou p75 in vivo e/ou inibir de modo
eficaz a ativacdo por NGF de seu recetor TrkA e/ou p75. Em
ainda outras formas de realizacdo, o anticorpo antagonista
anti-NGF é um anticorpo monoclonal. Em ainda outras formas
de realizacdo, o anticorpo anti-NGF é humanizado (tal como
anticorpo E3 descritos no presente documento). Em algumas
formas de realizacdo, o anticorpo anti-NGF é humano. Veja-
se, por exemplo, a publicacdo de Patente Internacional N°
WO 2005/019266. Numa forma de realizacdo, o anticorpo é um
anticorpo humano o qual reconhece um ou mais epitopos sobre
NGEF humano. Em outra forma de realizacdo, o anticorpo é um
anticorpo de ratinho ou de rato o qual reconhece um ou mais
epitopos sobre NGF humano. Em outra forma de realizacdo, o
anticorpo reconhece um ou mais epitopos sobre um NGF
selecionado entre o grupo consistindo em: primata, canino,
felino, equino, e bovino. Em ainda formas de realizacédo
adicionais, 0 anticorpo antagonista anti-NGF liga
essencialmente o mesmo NGF epitopo 6 como um anticorpo
selecionado entre qualquer um ou mais dos seguintes: MADb
911, MAb 912 e MAb 938 (Veja-se Hongo, et al., Hybridoma
19:215-227 (2000)). Em outras formas de realizacdo, o
anticorpo liga-se ao mesmo epitopo que Mab 911. Em outra
forma de realizacdo, o anticorpo compreende uma regido
constante que ¢é imunologicamente inerte (por exemplo, néo
inicia um processo de lise mediada pelo complemento ou
citotoxicidade mediada por células dependentes de anticorpo
(CCDA)). A atividade de CCDA pode ser avaliada wusando
métodos descrito na Patente US N° 5.500.362. Em algumas
formas de realizacdo, a regido constante ¢é modificada
conforme descrito em Eur. J. Immunol. (1999) 29:2613-2624;
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Pedido PCT N.° PCT/GBR99/01441; e/ou Pedido de Patente do
Reino Unido N.° 9809951.8

Em algumas formas de realizacéo, 0 anticorpo
antagonista anti-NGF é um anticorpo anti-NGF monoclonal de
ratinho humanizado denominado anticorpo "E3", quaisquer dos
anticorpos relacionados com E3 descritos no presente
documento, ou quaisquer fragmentos dos mesmos, 0s quais s&o
antagonistas de NGF.

Os anticorpos 1Uteis na presente invencdo podem
englobar anticorpos monoclonais, anticorpos policlonais,
fragmentos de anticorpos (por exemplo, Fab, Fab', F(ab')2,
Fv, Fc, etc.), anticorpos gquiméricos, anticorpos
biespecificos, anticorpos heteroconjugados, cadeia TUnica
(ScFv), mutantes dos mesmos, proteinas de fusdo qgue
compreendem uma porcgéao de anticorpo, anticorpos
humanizados, e qualquer outra configuracdo modificada da
molécula de imunoglobulina gue compreende um local de
reconhecimento antigénico da especificidade requerida,
incluindo variantes de glicosilacéo de anticorpos,
sequéncia de aminocdcidos variantes de anticorpos, e
anticorpos modificados de modo covalente. 0Os anticorpos
podem ser murinos, de rato, humano, ou de gqualgquer outra
origem (incluindo quiméricos ou anticorpos humanizados).

A afinidade de 1ligacdo de um anticorpo antagonista
anti-NGF a NGF (tal como hNGF) pode ser cerca de 0,10 até
cerca de 0,80 nM, cerca de 0,15 até cerca de 0,75 nM e
cerca de 0,18 até cerca de 0,72 nM. Numa forma de
realizacdo, a afinidade de ligacdo é entre cerca de cerca
de 2 pM e 22 pM. Numa forma de realizacgdo, a afinidade de
ligacdo é entre em torno de cerca de 23 pM e cerca de 100
pM. Numa forma de realizacdo, a afinidade de 1ligacdo ¢é
cerca de 10 nM. Em outras formas de realizacdo, a afinidade
de ligacdo é menos de cerca de 10 nM. Em outras formas de
realizacdo, a afinidade de 1ligacdo ¢é cerca de 0,1 nM ou

cerca de 0,07 nM. Em outras formas de realizacdo, a
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afinidade de ligacdo é menos de cerca de 0,1 nM ou menos de
cerca de 0,07 nM. Em outras formas de realizacdo, a
afinidade de ligacdo ¢é qualquer uma de cerca de 100 nM,
cerca de 50 nM, cerca de 10 nM, cerca de 1 nM, cerca de 500
pM, cerca de 100 pM, ou cerca de 50 pM a qualgquer 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 ligacdo é gqualguer uma de cerca
de 100 nM, cerca de 50 nM, cerca de 10 nM, cerca de 1 nM,
cerca de 500 pM, cerca de 100 pM, ou cerca de 50 pM, ou
menos de cerca de 50 pM. Em algumas formas de realizacédo, a
afinidade de ligacdo ¢ menos de qualquer uma de cerca de
100 nM, cerca de 50 nM, cerca de 10 nM, cerca de 1 nM,
cerca de 500 pM, cerca de 100 pM, ou cerca de 50 pM. Em
ainda outras formas de realizacdo, a afinidade de ligacédo é
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 mais de cerca de 40
pM.

Um modo para determinar a afinidade de ligacdo de
anticorpos ao NGF ¢é medindo a afinidade de 1ligacédo de
fragmentos Fab monofuncionais do anticorpo. Para obter
fragmentos Fab monofuncionais, um anticorpo (por exemplo,
IgG) pode ser clivado com papaina ou expresso de modo
recombinante. A afinidade de um fragmento Fab anti-NGF de
um anticorpo pode ser determinada por ressonadncia de
plasmdo superficial (sistema de ressondncia de plasméo
superficial BIAcore3000™ (SPR), BIAcore, INC, Piscaway NJ).
Chips de CM5 podem ser ativados com cloridrato de N-etil-
N43-dimetilaminopropil)-carbodiimida (EDC) e N-
hidroxissuccinimida (NHS) de acordo com as instrucgdes do
fornecedor. NGF humano (ou qualquer outro NGF) pode ser
diluido em acetato de sédio a 10 mM pH 4,0 e injetado sobre
o chip ativado numa concentracdo de 0,005 mg/ml. Usando
tempo de fluxo wvariavel através dos canais dos chips

individuais, podem ser obtidas duas intervalos de densidade
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antigénica: 100-200 unidades de resposta (RU) para estudos
cinéticos pormenorizados e 500-600 RU para ensaios de
rastreio. O chip pode ser Dblogueado com etanolamina.
Estudos de regeneracdo mostraram gue uma mistura de tampédo
de elutriacdo de Pierce (N° de Produto 21004, Pierce
Biotechnology, Rockford IL) e NaCl a 4 M (2:1) remove de
modo eficaz o Fab ligado ao mesmo tempo em que mantém a
atividade de hNGF sobre o chip por mais de 200 injecdes.
Tampdo HBS-EP (HEPES a 0,01 M, pH 7,4, 0,15 NaCl, EDTA a 3
mM, 0,005% de Tensioativo P29) ¢é usado como tampdo de
funcionamento para os ensaios BIAcore. Diluicgbes seriais
(0,1-10x Kp estimada) de amostras de Fab purificado sé&o
injetadas por 1 min a 100 pL/min e sdo permitidos tempos de
dissociacdo de até 2 h. As concentracdes das proteinas Fab
sdo determinadas por ELISA e/ou eletroforese SDS-PAGE
usando um Fab de concentracdo conhecida (determinado por
anadlise de aminoé&cidos) como um padréo. Indices de
associacdo cinética (kon) e indices de dissociacdo (Koff)
sdo obtidos simultaneamente por meio do ajuste dos dados
para um modelo de ligacdo de Langmuir a 1:1 (Karlsson, R.
Roos, H. Fagerstam, L. Petersson, B. (1994). Methods
Enzymology 6. 99- 110) usando o programa BIAevaluation. Os
valores das constantes de dissociacdo de equilibrio (Kp)
sdo calculados como Koff/kon. Este protocolo ¢ adequado
para utilizacdo na determinacdo da afinidade de ligacdo de
um anticorpo a qualquer NGF, incluindo NGF humano, NGF de
outro vertebrado (em algumas formas de realizacéo,
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 realizacdo, o anticorpo liga-se a
NGF humano, e ndo liga significativamente um NGF de outra
espécie de vertebrado (em algumas formas de realizacéo,

mamifero). Em algumas formas de realizacdo, o anticorpo
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liga-se a NGF humano bem como um ou mais NGF de outra
espécie de vertebrado (em algumas formas de realizacéo,
mamifero) . Em ainda outras formas de —realizacéo, o)
anticorpo liga-se a NGF e ndo tem reacgdo cruzada
significativamente com outras neurotrofinas (tais como as
neurotrofinas relacionadas, NT3, NT4/5, e/ou BDNF). Em
algumas formas de realizacdo, o anticorpo liga-se a NGF bem
como pelo menos uma neurotrofina diversa. Em algumas formas
de realizacdo, o anticorpo liga a uma espécie de NGF de
mamifero, tal como <cavalo ou cdo, mas ndo se liga
significativamente a NGF de outra espécie de mamifero.

O um ou mais epitopos podem ser continuos ou
descontinuos. Numa forma de realizacdo, o anticorpo liga
essencialmente os mesmos epitopos de hNGF gque um anticorpo
selecionado entre o grupo consistindo em MAb 911, MAb 912,
e MAb 938 conforme descrito em Hongo et al., Hybridoma,
19:215-227 (2000) . Em outra forma de «realizacédo, o)
anticorpo liga essencialmente o mesmo epitopo de hNGEF que
MAb 911. Em ainda outra forma de realizacdo, o anticorpo
liga essencialmente o mesmo epitopo que MAb 909. Hongo et
al., mencionado acima. Por exemplo, o epitopo pode
compreender um ou mais de: residuos K32, K34 e E35 dentro
da regido variavel 1 (aminodcidos 23-35) de hNGF; residuos
F79 e T81 dentro da regido variavel 4 (aminoédcidos 81-88)
de hNGF; residuos H84 e K88 dentro da regido variavel 4;
residuo R103 entre a regido varidvel 5 (aminocacidos 94-98)
de hNGF e o C-terminal (aminoadcidos 111-118) de hNGF;
residuo E11 dentro da regido pré-variavel 1 (aminoacidos
10-23) de hNGEF; Y52 entre a regido variédvel 2 (aminoé&cidos
40-49) de hNGF e a regido variéavel 3 (aminodcidos 59-66) de
hNGF; residuos L112 e S113 dentro do C-terminal de hNGEF;
residuos R59 e R69 dentro da regido variadvel 3 de hNGF; ou
residuos V18, V20, e G23 dentro da regido pré-variavel 1 de
hNGF. Além disso, um epitopo pode compreender uma ou mais

entre a regido variavel 1, a regido variavel 3, a regido
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variavel 4, a regido variavel 5, a regido de N-terminal,
e/ou o C-terminal de hNGF. Em ainda outra forma de
realizacéo, o) anticorpo reduz significativamente a
acessibilidade a solvente do residuo R103 de hNGF. Entende-
se gue embora os epitopos descritos acima se refiram a NGF
humano, uma pessoa de conhecimento regular pode alinhar as
estruturas de NGF humano com o NGF de outra espécie e
identificar complementos provavelis para estes epitopos.

Num aspeto, anticorpos (por exemplo, humanos,
humanizados, de ratinho, quiméricos) que podem inibir NGF
podem ser preparados usando agente imunogénicos que
expressam sequéncia de NGF de extensdo total ou parcial. Em
outro aspeto, pode ser usado um agente imunogénico que
compreende uma célula que sobreexpressa NGEF. Outro exemplo
de um agente imunogénico que pode ser usado é proteina de
NGF que contém NGF de extensdo total ou uma porc¢cdo da
proteina de NGF.

Os anticorpos antagonistas anti-NGF podem ser
preparados por qualquer método conhecido na técnica. A via
e esquema de imunizacdo do animal hospedeiro sdo de modo
geral acompanhando técnicas estabelecidas e convencionais
para estimulacdo e producdo de anticorpos, conforme
adicionalmente descrito no presente documento. Técnicas
gerais para producdo de anticorpos humanos e de ratinho sé&o
conhecidos na técnica e sdo descritas no ©presente
documento.

Contempla-se que qualquer individuo mamifero incluindo
seres humanos ou células dos mesmos produtoras de
anticorpos podem ser manipulados para servir como a base
para a producdo de linhas celulares de hibridoma, mamifero,
incluindo humano. Tipicamente, o animal hospedeiro ¢é
inoculado por wvia intraperitoneal, por via intramuscular,
por via oral, por via subcutédnea, intraplantar, e/ou por
via intradérmica com uma quantidade de agente imunogénico,

incluindo conforme descrito no presente documento.
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Hibridomas podem  ser preparados a partir dos
linfécitos e de células de mieloma imortalizadas usando a
técnica de hibridacédo 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) . Linhas de mieloma disponiveis, incluindo, mas néo
limitadas a X63- Ag8,653 e as do Salk Institute, Cell
Distribution Center, San Diego, Calif., EUA, podem ser
usadas na hibridacdo. De modo geral, a técnica envolve
fundir células de mieloma e células linfoides usando um
fusogénio tal como polietilenoglicol, ou por meios
elétricos de conhecimento geral dos peritos na
especialidade. Depois da fusdo, as células sdo separadas do
meio de fusdo e cultivadas num meio de crescimento
seletivo, tal como meio de hipoxantina-aminopterina-
timidina (HAT), para eliminar células ©parentais né&o
hibridadas. Pode ser usado qualgquer um dos meios descritos
no presente documento, suplementado com ou sem SOro, para
cultivar hibridomas que segregam anticorpos monoclonais.
Como outra alternativa a técnica de fusdo celular, células
B imortalizadas EBV podem ser wusadas para produzir os
anticorpos anti-NGF monoclonais da presente divulgacédo. Os
hibridomas s&o expandidos e subclonados, caso desejado, e
0s sobrenadantes s&do testados para atividade anti agente
imunogénico por procedimentos de imunoensaio convencionais
(por exemplo, ensaio radioimunoldgico, imunoensaio
enzimdtico, ou imunoensaio de fluorescéncia).

Hibridomas que podem ser usados como fonte de
anticorpos abrangem todos os derivados, células da progénie
dos hibridomas parentais que produzem anticorpos
monoclonais especificos para NGF, ou uma porcdo dos mesmos.

Hibridomas que produzem os anticorpos referidos podem
ser cultivados in vitro ou in vivo usando procedimentos
conhecidos. 0Os anticorpos monoclonais podem ser isolados do

meio de cultura ou de fluidos corporais, por procedimentos
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convencionais de purificacdo de imunoglobulina tais como
precipitacdo de sulfato de amdnio, eletroforese de gel,
diédlise, cromatografia, e ultrafiltracédo, caso desejado.
Atividade indesejada, caso presente, pode ser removida, por
exemplo, passando a preparacdo sobre adsorventes feitos do
agente imunogénico fixado a uma fase sé6lida e elutriando ou
liberando os anticorpos desejados do agente imunogénico. A
imunizacdo de um animal hospedeiro com um NGEF humano, ou um
fragmento contendo a sequéncia de aminoacidos alvo
conjugada a uma proteina que é imunogénica na espécie a ser
imunizada, por exemplo, hemocianina de lapa, albumina
sérica, tiroglobulina bovina, ou inibidor de tripsina de
soja usando um agente bifuncional ou de derivacdo, por
exemplo éster de maleimidobenzoilo sulfossuccinimida
(conjugacéo através de residuos cisteina), N-
hidroxissuccinimida (através de residuos lisina),
glitaradeido, anidrido succinico, S0Cl12, ou RIN=C=NR, onde
R e Rl s&do grupos alquilo diferentes, pode produzir uma
populacéo de anticorpos (por exemplo, anticorpos
monoclonais) .

Caso desejado, o anticorpo antagonista anti-NGF
(monoclonal ou policlonal) de interesse pode ser
sequenciado e a sequéncia de polinucledétido pode ser entédo
clonada num vetor para expressido ou propagacido. A sequéncia
que codifica o anticorpo de interesse pode ser mantida no
vetor numa célula hospedeira e a célula hospedeira pode ser
entdo expandida e congelada para utilizacdo futuro. Numa
alternativa, a sequéncia de polinuclebdétido pode ser usada
para manipulacdo genética para "humanizar" o anticorpo ou
para melhorar a afinidade, ou outras caracteristicas do
anticorpo. Por exemplo, a vregido constante pode ser
produzida por engenharia para se assemelhar a regides
constantes humanas para evitar reacdo imune se o anticorpo
for usado em ensaios <clinicas e tratamentos em seres

humanos. Pode ser desejdvel manipular geneticamente a
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sequéncia de anticorpo para obter maior afinidade para NGF
e maior eficdcia para inibir NGF. Serd evidente para um
perito na especialidade que pode ser feita uma ou mais
alteracgdes de polinucledtidos para o anticorpo antagonista
anti-NGF e ainda manter sua capacidade de ligacdo a NGF.

H4 quatro etapas gerais para humanizar um anticorpo
monoclonal. Estas sdo: (1) determinar o nucledtido e
sequéncia de aminodcidos prevista dos dominios varidveis de
cadeia leve e pesada do anticorpo de partida (2) desenhar o
anticorpo humanizado, isto ¢, decidir qual regido de
estrutura de anticorpo usar durante o0 processo de
humanizacdo (3) as metodologias / técnicas de humanizacédo
atuais e (4) a transfecdo e expressdo do anticorpo
humanizado. Veja-se, por exemplo, as Patentes US N°
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 uma série de moléculas de anticorpos
"humanizados" que compreende um local de ligacdo antigénica
derivado de uma imunoglobulina ndo humana, incluindo
anticorpos quiméricos tendo regides V de roedores ou de
roedores modificados e sSuas regides determinantes de
complementaridade associadas (CDRs) fusionadas a dominios
constantes humanos. Veja-se, por exemplo, Winter et al.
Nature 349:293-299 (1991), Lobuglio et al. Proc. Nat. Acad.
Sci. USA 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 roedores
enxertadas numa regido de estrutura de suporte humano (FR)
antes de fusdo com um dominio constante de anticorpo humano
apropriado. Veja-se, 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 roedores suportadas por regibes
de estrutura de roedores recobertas de modo recombinante.

Veja-se, por exemplo, a Publicacdo de Patente Europeia N°
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0519596. Estas moléculas "humanizadas" sdo projetadas para
minimizar reacdo imunoldgica indesejada contra moléculas de
anticorpos anti-humanos de roedores a qual limita a duracéo
e a eficédcia de aplicacdes terapéuticas destas porgdes em
recetores humanos. Por exemplo, a regido constante do
anticorpo pode ser produzida de tal modo que seja
imunologicamente inerte (por exemplo, ndo inicia um
processo de lise de complemento). Veja-se, por exemplo, a
Publicacdo de Patente Internacional N° PCT/GB99/01441; o
Pedido de Patente do Reino Unido N° 9809951,8. Outros
métodos de humanizacdo de anticorpos gue também podem ser
utilizados sé&o descritos por Daugherty et al., Nucl. Acids
Res. 19:2471-2476 (1991) e nas Patentes US N° 6.180.377;
6.054.297; 5.997.867; 5.866.692; 6.210.671; e 6.350.861; e
na Publicacdo de Patente Internacional N° WO 01/27160.

Em ainda outra alternativa, anticorpos totalmente
humanos podem ser obtidos wusando ratinhos disponiveis
comercialmente que foram produzidos para expressar
proteinas imunoglobulinas humanas especificas. Animais
transgénicos que s&o desenhados para produzir uma reacéo
imune mais desejavel (por exemplo, anticorpos totalmente
humanos) ou mais robusta também podem ser usados para
producdo de anticorpos humanos ou humanizados. Exemplos de
semelhante tecnologias s&do Xenomouse™ da Abgenix, 1Inc.
(Fremont, CA) e HuMAb-Mouse® e TC Mouse™ da Medarex, Inc.
(Princeton, NJ).

Numa alternativa, anticorpos podem ser preparados de
modo recombinante e expressos usando gualquer método
conhecidos na técnica. Em outra alternativa, os anticorpos
podem ser preparados de modo recombinante por tecnologia de
apresentacdo de fago. Veja-se, por exemplo, as Patentes US
N° 5.565.332; 5.580.717; 5.733.743; e 6.265.150; e Winter
et al., Annu. Rev. Immunol. 12:433-455 (1994) .
Alternativamente, a tecnologia de apresentacdo de fago
(McCafferty et al., Nature 348:552-553 (1990)) pode ser



114

usada para produzir anticorpos humanos e fragmentos de
anticorpos in vitro, a partir de repertdrios de gene de
dominio wvariavel (V) de imunoglobulina de doadores néo
imunizados. De acordo com esta técnica, o0s genes do dominio
V de anticorpos s&o clonados na grelha ou num gene de
proteina de revestimento maior ou menor de um bacteridfago
filamentoso, tal como M13 ou fd, e apresentados como
fragmentos de anticorpos funcionais sobre a superficie da
particula de fago. Como a particula filamentosa contém uma
cébpia de ADN de filamento Unico do genoma do fago, selecdes
a base das propriedades funcionais do anticorpo também
resultam na selecdo do gene que <codifica o anticorpo
apresentando estas propriedades. Portanto, o fago simula
algumas das propriedades da célula B. A apresentacdo de
fago pode ser realizada numa variedade de formatos; para
revisdo veja-se, por exemplo, Johnson, Kevin S. e Chiswell,
David J., Current Opinion in Structural Biology 3:564-571
(1993). Varias fontes de segmentos de V-gene podem ser
usadas para apresentacdo de fago. Clackson et al, Nature
352:624-628 (1991) isolou uma série diversa de anticorpos
antioxazolona de uma biblioteca combinatdéria aleatdria
pequena de genes V derivados dos bacos de ratinhos
imunizados. Um repertdédrio de genes V de doadores humanos
ndo imunizados pode ser construido e anticorpos para uma
série diversa de antigénios (incluindo auto-antigénios)
podem ser isolados essencialmente seguindo as técnicas
descritas por Mark et al., J. Mol. Biol. 222:581- 597
(1991), ou Griffith et al., EMBO J. 12:725-734 (1993). Numa
reacdo imune natural, genes de anticorpos acumulam mutacdes
num alto indice (hipermutacdo somética). Algumas das
alteracdes introduzidas conferirdo maior afinidade, e
células B apresentando imunoglobulina superficial de alta
afinidade s&o preferencialmente duplicadas e diferenciadas
durante subsequente ataque antigénico. Este processo

natural pode ser simulado empregando a técnica conhecida
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como "baralhamento de cadeia (chain shuffling)." Marks, et
al., Bio/Technol. 10:779-783 (1992)). Neste método, a
afinidade de anticorpos humanos "primérios" obtidos por
apresentacdo de fago pode ser optimizada substituindo
sequencialmente 0s genes de regido V de cadeia pesada e
leve com repertdrios de variantes gque ocorrem naturalmente
(repertdrios) de genes de dominio V obtidos de doadores néo
imunizados. Esta técnica permite a producdo de anticorpos e
fragmentos de anticorpos com afinidades no intervalo pM-nM.
Uma estratégia para preparar repertdrios de anticorpos de
fagos muito grandes (também conhecidos como "the mother-of-
all libraries") foi descrita por Waterhouse et al., Nucl.
Acids Res. 21:2265-2266 (1993). Também pode ser usada
permutacdo genética para derivar anticorpos humanos de
anticorpos de roedores, onde o anticorpo humano tem
afinidades semelhantes e especificidades para o anticorpo
de roedor de partida. De acordo com este método, o qual
também ¢é referido como "impressdo de epitopo", o gene do
dominio V de cadeia pesada ou leve de anticorpos de
roedores obtidos por técnica de apresentacdo de fago é
substituido com um repertdério de genes de dominio V humano,
criando quimeras roedor-humanas. A selecdo sobre antigénio
resulta no isolamento de regides variédveis humanas capazes
de restaurar um local de ligacdo antigénica funcional, isto
é, o epitopo governa (imprime) a escolha do parceiro.
Quando o processo é repetido de modo a substituir o dominio
V de roedor remanescente, um anticorpo humano ¢é obtido
(veja-se a Publicacdo de Patente Internacional N° WO
93/06213, publicada em 1 de abril de 1993). Diferentemente
de humanizacdo tradicional de anticorpos de roedores por
enxerto de CDR, esta técnica proporciona anticorpos
completamente humanos, 0s quais ndo tém estrutura ou
residuos CDR de origem de roedor.

E evidente que embora a discussdo acima diz respeito a

anticorpos humanizados, o0s principios gerais discutidos séo
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aplicadveis para customizar anticorpos para utilizacédo, por
exemplo, em c&es, gatos, primata, equinos e Dbovinos.
Adicionalmente ¢é evidente que um ou mais aspetos de
humanizacdo de um anticorpo descrito no presente documento,
podem ser combinados, por exemplo, enxerto de CDR, mutacio
de estrutura e mutacdo de CDR.

Anticorpos podem ser preparados de modo recombinante
primeiro isolando os anticorpos e células produtoras de
anticorpos de animais hospedeiros, obtendo a sequéncia
genética, e usando a sequéncia genética para expressar o
anticorpo de modo recombinante em células hospedeiras (por
exemplo, células CHO). Outro método o qual pode ser
utilizado é expressar a sequéncia de anticorpos em plantas
(por exemplo, tabaco) ou leite transgénico. Foram descritos
métodos para expressar anticorpos de modo recombinante em
plantas ou leite. Veja-se, por exemplo, Peeters, et al.
Vaccine 19:2756 (2001) ; Lonberg, N. e D. Huszar
Int.Rev.lmmunol 13:65 (1995); e Pollock, et al., J Immunol
Methods 231:147(1999). Métodos para preparar derivados de
anticorpos, por exemplo, humanizados, de cadeia uUnica, e
etc. sdo conhecidos na técnica.

Técnicas de ensaios imunoldégicos e de classificacéo
por citometria de fluxo tais como classificacdo celular
ativada por fluorescéncia (FACS) também podem ser
utilizadas para isolar anticorpos que sdo especificos para
NGEF'.

Os anticorpos podem ser ligados por muitos veiculos
diferentes. Os veiculos podem ser ativos e/ou inertes.
Exemplos de wveiculos de conhecimento geral incluem
polipropileno, poliestireno, polietileno, dextrano, néilon,
amilases, vidro, celuloses naturais e modificadas,
poliacrilamidas, agaroses e magnetita. A natureza do
veiculo pode ser ou solavel ou insoluvel para os fins da
invencdo. 0Os versados na técnica conhecerdo outros veiculos

adequados para ligacdo de anticorpos, ou serdo capazes de
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determinar os mesmos, usando experimentacdo de rotina. Em
algumas formas de realizacdo, o veiculo compreende uma
porcdo que tem por alvo o miocérdio.

ADN  que codifica 0s anticorpos monoclonais é
prontamente isolado e sequenciado usando procedimentos
convencionais (por exemplo, usando sondas de
oligonucledtidos que sido capazes de ligar especificamente a
genes que codifica as cadeias pesada e leve dos anticorpos
monoclonais). As células de hibridoma servem como uma fonte
preferencial de semelhante ADN. Uma vez isolado, o ADN pode
ser posto em vetores de expressdo (tais como vetores de
expressdo descritos na Publicacdo de Patente Internacional
N° WO 87/04462), os quails sdo entdo transfetados em células
hospedeiras tais como células de E. coli, células COS de
simio, células de ovario de hamster chinés (CHO), ou
células de mieloma que ndo produzem de outro modo proteina
imunoglobulina, para obter a sintese de anticorpos
monoclonais nas células hospedeiras recombinantes. Veja-se,
por exemplo, a Publicacdo de Patente Internacional N° WO
87/04462. O ADN também pode ser modificado, por exemplo,
substituindo a sequéncia codificante para dominios
constantes de cadeia leve e pesada humanas ao invés das
sequéncias murinas homélogas, Morrison et al., Proc. Nat.
Acad. Sci. 81:6851 (1984), ou ligando de modo covalente a
sequéncia codificante de imunoglobulina toda ou parte da
sequéncia codificante a um polipéptido ndo imunoglobulina.
Nesta maneira, sdo preparados anticorpos "quiméricos" ou
"hibridos" que tém a especificidade de 1ligacdo de um
anticorpo anti-NGF monoclonal no presente documento.

Anticorpos antagonistas anti-NGF podem ser
caracterizados usando métodos de conhecimento geral na
técnica. Por exemplo, um método é identificar o epitopo ao
qual ele 1liga, ou "mapeamento de epitopo." H& muitos
métodos conhecidos na técnica para mapeamento e

caracterizacdo da localizacdo de epitopos sobre proteinas,



118

incluindo solvendo a estrutura cristalina de um complexo
antigénio-anticorpo, ensaios de competicdo, ensaios de
expressdo de fragmento genético, e ensaios a Dbase de
péptidos sintéticos, conforme descrito, por exemplo, no
Capitulo 11 de Harlow e Lane, Using Antibodies, a
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory Press,
Cold Spring Harbor, New York, 1999. Num exemplo adicional,
0 mapeamento de epitopos pode ser usado para determinar a
sequéncia a qual se liga um anticorpo antagonista anti-NGF.
0O mapeamento de epitopos estd 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, isto &, contido num
inico trecho de aminocdcidos, ou um epitopo conformacional
formado por uma interacdo tridimensional de aminoadcidos que
podem ndo estar necessariamente contidos num uUnico trecho.
Péptidos de extensdes varidveis (por exemplo, pelo menos 4
a 6 aminodcidos de extensdo) podem ser isolados ou
sintetizados (por exemplo, de modo recombinante) e usados
paro ensaios de ligacdo com um anticorpo antagonista anti-
NGF. Em outro exemplo, o epitopo ao gqual o anticorpo
antagonista anti-NGF liga pode ser determinado num rastreio
sistemdtico usando sobreposicdo de péptidos derivados da
sequéncia de NGF e determinacdo da ligacdo pelo anticorpo
antagonista anti-NGF. De acordo com o0s ensaios de expressédo
de fragmento genético, a estrutura de leitura aberta que
codifica NGF ¢é fragmentado ou aleatoriamente ou por
construcdes genéticas especificas e a reatividade dos
fragmentos de NGF expressos com o anticorpo a ser testado é
determinada. 0Os fragmentos de gene podem ser produzidos,
por exemplo, por PCR e em seguida transcrito e traduzido em
proteina in vitro, na presenca de aminoacidos radioativos.
A ligacdo do anticorpo aos fragmentos de NGF marcados
radicactivamente é entdo determinada por imunoprecipitacéo

e eletroforese de gel. Alguns epitopos também podem ser
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identificados usando grandes bibliotecas de sequéncias de
péptidos aleatdrias apresentadas sobre a superficie de
particulas de fagos (bibliotecas de fagos) .
Alternativamente, uma biblioteca definida de sobreposicéo
de fragmentos de péptidos pode ser testara para ligacdo ao
anticorpo de ensaio em ensaios de ligacdo simples. Num
exemplo adicional, a mutagénese de um dominio de ligacdo de
antigénio, experiéncias de permutacdo de dominio e
mutagénese de varrimento de alanina podem ser realizados
para identificar residuos requeridos, suficientes, e/ou
necesséarios para ligacéao de epitopo. Por exemplo,
experiéncias de permutacdo de dominio podem ser realizados
usando um NGF mutante no qual varios fragmentos do
polipéptido de NGF foram substituidos (permutados) com
sequéncias de uma proteina intimamente relacionada, porém
antigenicamente distinta (tal como outro membro da familia
das proteinas neurotrofinas). Avaliando a ligacdo do
anticorpo ao NGF mutante, pode ser avaliada a importéncia
do fragmento de NGF em particular para ligacdo de
anticorpos.

Ainda outro método o qual pode ser usado para
caracterizar um anticorpo antagonista anti-NGF ¢é wusar
ensaios de competicdo com outros anticorpos que se sabe que
ligam ao mesmo antigénio, isto é, varios fragmentos sobre
NGF, para determinar se o anticorpo antagonista anti-NGF
liga-se ao mesmo epitopo que outros anticorpos. Ensaios de
competicdo sd&o de conhecimento geral dos peritos na
especialidade. Exemplos de anticorpos que podem ser usados
nos ensaios de competicdo para a presente invencdo incluem
MAb 911, 912, 938, conforme descrito em Hongo, et al.,
Hybridoma 19:215-227 (2000).

Um vetor de expressdo pode ser usado para expressdo
direta de um anticorpo antagonista anti-NGF. Um perito na
especialidade estad familiarizado com a administracdo de

vetores de expressdo para obter expressdo de uma proteina
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exbgena in vivo. Veja-se, por exemplo, as Patentes US N°
6.436.908; ©.413.942; e ©.376.471. A administragdo de
vetores de expressdo inclui administracdo local ou
sistémica, incluindo injecdo, administracdo oral, pistola
de particulas ou administracédo cateterizada, e
administracdo tdépica. Em outra forma de realizacdo, o vetor
de expressdo ¢é administrado diretamente ao génglio ou
tronco simpdtico, ou numa artéria corondria, auricula,
ventriculo, ou pericardio.

Também pode ser usada a libertacdo orientada de
composicdes terapéuticas que contém um vetor de expressio,
ou polinucledétidos subgendmicos. Técnicas de libertacdo de
ADN mediada por recetores sdo descritas, por exemplo, em
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. USA (1990)
87:3655; Wu et al., J. Biol. Chemn. (1991) 266:338.
Composicdes terapéuticas que contém um polinucledétido sé&o
administradas dentro de um intervalo de cerca de 100 ng até
cerca de 200 mg de ADN para administracdo local num
protocolo de terapéutica genética. Intervalos de
concentracdo de cerca de 500 ng até cerca de 50 mg, cerca
de 1 ng até cerca de 2 mg, cerca de 5 upg até cerca de 500
ng, e cerca de 20 pg até cerca de 100 ng de ADN também
podem ser usadas durante um protocolo de terapéutica
genética. Os polinucledtidos e polipéptidos terapéuticos
podem ser libertados usando veiculos de libertacédo
genética. O veiculo de 1libertacdo genética pode ser de
origem viral ou ndo viral (veja-se, de modo 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 expressdo de

semelhantes sequéncias codificantes ©pode ser induzida
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usando promotores heterdlogos ou de mamiferos enddgenos. A
expressdo da sequéncia codificante pode ser ou constitutiva
ou regulada.

Vetores a base de wvirus para libertacdo de um
polinucledétido desejado e expressdo numa célula desejada
sdo de conhecimento geral na técnica. Veiculos a base de
virus tipicos incluem, mas ndo estdo limitados a,
retrovirus recombinantes (veja-se, por exemplo, as
Publicacdes de Patentes Internacionais N° WO 90/07936; WO
94/03622; WO 93/25698; WO 93/25234; WO 93/11230; WO
93/10218; WO 91/02805; as Patentes US N° 5.219.740 e
4.7777.127; a Patente da Gra-Bretanha No. 2.200.651; e a
Patente Europeia N° 0 345 242), vetores a base de alfavirus
(por exemplo, vetores de virus Sindbis, wvirus da floresta
de Semliki (ATCC VR-67; ATCC VR-1247), virus do rio Ross
(ATCC VR-373; ATCC VR-1246) e virus da encefalite equina da
Venezuela (ATCC VR-923; ATCC VR-1250; ATCC VR 1249; ATCC
VR-532)), e vetores de virus adeno-associados (AAV) (veja-
se, por exemplo, as Publicacgdes de Patentes Internacionais
N° WO 94/12649, WO 93/03769; WO 93/19191; WO 94/28938; WO
95/11984 e WO 95/00655). Também pode ser wutilizada a
administracdo de ADN ligado a adenovirus mortos conforme
descrito em Curiel, Hum. Gene Ther. (1992) 3:147.

Também podem ser utilizados veiculos e métodos de
libertacdo ndo virais, incluindo, mas ndo limitados a, ADN
condensado policatidénico ligado ou ndo ligado a adenovirus
morto sozinho (veja-se, por exemplo, Curiel, Hum. Gene
Ther. (1992) 3:147); ADN ligado a ligante (veja-se, por
exemplo, Wu, J. Biol. Chem. (1989) 264:16985); células
veiculos de libertacdo de células eucaridticas (veja-se,
por exemplo, a Patente US N° 5.814.482; as Publicacdes de
Patentes Internacionais N° WO 95/07994; WO 96/17072; WO
95/30763; e WO 97/42338) e neutralizacdo de carga nucleica
ou fusdo com membranas celulares. Também pode ser utilizado

ADN nu. Métodos de introducdo de ADN nu tipicos sé&o
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descritos na Publicacdo de Patente Internacional N° WO
90/11092 e na Patente US N° 5.580.859. Lipossomas que podem
agir como veiculos de libertacgdo genética sdo descritos na
Patente US N° 5.422.120; nas Publicacdes de Patentes
Internacionais N° WO 95/13796; WO 94/23697; WO 91/14445; e
na Patente Europeia N° EP 0524968. Abordagens adicionais
sdo descritas em Philip, Mol. Cell Biol. (1994) 14:2411, e
em Woffendin, Proc. Natl. Acad. Sci. (1994) 91:1581.

Outros antagonistas de NGF

Antagonistas de NGF diferentes de anticorpos anti-NGF
sdo descritos para propdsitos comparativos. Em algumas
formas de realizacdo, o antagonista de NGF compreende pelo
menos uma molécula de sentido reverso capaz de blogquear ou
reduzir a expressdo de um NGF funcional. Sequéncias de
nuclebétidos do NGF s&do conhecidas e estdo prontamente
disponiveis a partir de bancos de dados disponiveis
publicamente. Veja-se, por exemplo, Borsani et al., Nuc.
Acids Res. 1990, 18, 4020; Numero de Acesso NM 002506;
Ullrich et al., Nature 303:821-825 (1983). E rotina
preparar moléculas de oligonucledétidos de sentido reverso
que especificamente ligardo ARNm de NGF sem ter reacédo
cruzada com outros polinucledtidos. Locais tipicos de alvo
incluem, mas ndo estdo limitados a, o coddo de iniciacéo,
as regides regulatdrias 5', a sequéncia codificante e a
regido ndo traduzida 3'. Em algumas formas de realizacgéo,
0os oligonucledtidos tém cerca de 10 a 100 nucledtidos de
extensdo, cerca de 15 a 50 nucledtidos de extensdo, cerca
de 18 a 25 nucledétidos de extensdo, ou mais. Os
oligonucleédtidos podem compreender modificacdes da
estrutura principal tais como, ©por exemplo, ligacdes
fosforotioato, e modificacdes de 2'-0 acucar de
conhecimento geral na técnica. Moléculas de sentido reverso
tipicas incluem as moléculas de sentido reverso de NGF
descritas na Publicacdo US N° 20010046959; veja-se também

http://www.rna-tec.com/reopair.htm.
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Em outras formas de realizacdo, o antagonista de NGF
compreende pelo menos uma molécula de sentido reverso capaz
de bloquear ou reduzir a expressdo de um recetor de NGF
funcional (tal como TrkA e/ou p75). Woolf et al., J.
Neurosci. (2001) 21 (3): 1047-55; Taglialetela et al., J
Neurochem (1996) 66(5): 1826-35. Sequéncias de nucledtidos
de TrkA e ©p75 s&o conhecidas e estdo prontamente
disponiveis em bancos de dados publicamente disponiveis.

Alternativamente, a expressdo e/ou libertacdo de NGF
e/ou a expressdo de recetores de NGF pode ser reduzida
usando silenciamento genético, morfolino oligonucledtidos,
ARNi, ou ribozimas, métodos que sdo de conhecimento geral
na técnica. Veja-se
http://www.macalester.edu/~montgomery/RNAi.html;
http://pub32.ezboard.com/fmorpholinosfrml9.showMessage?topi
clD=6.topic;
http://www.highveld.com/ribozyme.html.

Em outras formas de realizacdo, o antagonista de NGF
compreende pelo menos um composto inibidor de NGF. Conforme
usado no presente documento, o "composto inibidor de NGE"
refere-se a um composto diferente de um anticorpo anti- NGF
que diretamente ou indiretamente reduz, inibe, neutraliza,
ou abole a atividade bioldégica do NGF. Um composto inibidor
de NGF deve apresentar qualquer uma ou mais das seguintes
caracteristicas: (a) ligacdo a NGF e inibicdo da atividade
biolbégica de NGF e/ou de vias a jusante mediados por funcédo
de sinalizacé&o de NGF; (b) prevencéao, melhora, ou

tratamento de qualquer aspeto de dor (tal como dor da

osteocartrite); (c) Dblogqueio ou reducdo da ativacdo de
recetores de NGF (incluindo dimerizacéo e/ou
autofosforilacdo de recetor TrkA); (d) aumento da depuracédo
de NGF; (e) inibicdo (reducgdo) da sintese, producgcdo ou

libertacdo de NGF. Compostos inibidores de NGF tipicos
incluem os inibidores de NGF de molécula peguena descritos

na Publicacdo US N° 20010046959; os compostos gque inibem
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ligacdo de NGF a p75, conforme descrito na Publicacdo de
Patente Internacional N° WO 00/69829, e PD90780 [&cido 7-
(benzolilamino) -4, 9- diidro-4-metil-9-oxo-pirazolo[5,1-
blgquinazolina-2-carboxilico] conforme descrito por
Colgquhoun et al., J. Pharmacol. Exp. Ther. 310(2):505-11
(2004); os compostos que inibem a ligacdo de NGF a TrkA
e/ou p75, conforme descrito na Publicacdo de Patente
Internacional N° WO 98/17278. Exemplos adicionais de
compostos inibidores de NGF incluem os compostos descritos
nas Publicacdes de Patente Internacional N° WO 02/17914 e
WO 02/20479, e nas Patentes US N° 5.342.942; 6.127.401; e
6.359.130. Compostos inibidores de NGF tipicos adicionais
sdo compostos que sdo inibidores competitivos de NGF. Veja-
se a Patente US N° 6.291.247. Além disso, um perito na
especialidade pode preparar outros compostos inibidores de
NGF de moléculas pequenas.

Em algumas formas de realizacdo, um composto inibidor
de NGF liga NGF. Locais tipicos de alvo (ligacédo) incluem,
mas ndo estdo limitados a, a porcdo do NGF gque se liga ao
recetor TrkA e/ou recetor p75, e as porcdes do NGF que sido
adjacentes a regido de ligacdo de recetor e as quais sé&o
responsdveis, em parte, pela forma tridimensional correta
da porcdo de 1ligacdo de recetor. Em outra forma de
realizacdo, um composto inibidor de NGF liga um recetor de
NGF (tal como TrkA e/ou p75) e 1inibe uma atividade
bioldébgica do NGF. Locais tipicos de alvo incluem as porcdes
de TrkA e/ou p75 que se ligam a NGF.

Em formas de realizacdo gque compreende moléculas
pequenas, uma molécula pequena pode ter um peso molecular
de cerca de qualquer um de 100 a 20.000 Dalton, 500 a
15.000 Dalton, ou 1000 a 10.000 Dalton. Bibliotecas de
moléculas pequenas estdo disponiveis comercialmente. As
moléculas pequenas podem ser administradas usando gquaisquer
meios conhecidos na técnica, incluindo inalacdo, por via

intraperitoneal, por via intravenosa, por via
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intramuscular, por via subcuténea, por via intratecal, por
via intraventricular, por via oral, por via enteral, por
via parentérica, por via intranasal, ou por via dérmica. Em
geral, gquando o antagonista de NGF de acordo com a invencéo
¢ uma molécula pequena, serd administrado no indice de 0,1
a 300 mg/kg do peso do paciente dividido numa a trés ou
mais doses. Para um paciente adulto de peso normal, podem
ser administradas doses variando de 1 mg a 5 g por dose.

Em outras formas de realizacdo, o antagonista de NGF
compreende pelo menos um anadlogo estrutural de NGF.
"Andlogos estruturais de NGEF" na presente divulgacéo
referem-se a compostos que tém uma estrutura tridimensional
semelhante como parte daquela do NGF e os quais ligam a um
recetor de NGF sob condigdes fisioldgicas in vitro ou in
vivo, em que a ligacdo pelo menos parcialmente inibe uma
atividade bioldégica do NGF. Numa forma de realizacdo, o
andlogo estrutural de NGF liga a um TrkA e/ou um p75
recetor. Anadlogos estruturais de NGF tipicos incluem, mas
ndo estdo limitados a, os péptidos biciclicos descritos na
Publicacdo de Patente Internacional N° WO 97/15593; os
péptidos biciclicos descritos na Patente US N° 6.291.247;
0os compostos ciclicos descritos na Patente US N° 6.017.878;
e péptidos derivados de NGF descritos na Publicacdo de
Patente Internacional N° WO 89/09225. Andlogos estruturais
de NGF adequados também podem ser desenhados e sintetizados
através de modelagem molecular de ligacdo de recetor de
NGF, por exemplo, pelo método descrito na Publicacdo de
Patente Internacional  N° WO 98/06048. Os anadlogos
estruturais de NGF podem ser mondémeros ou dimeros /
oligbmeros em qualquer combinacdo desejada das mesmas
estruturas ou de estruturas diferentes para obter efeitos
bioldégicos e afinidades optimizados.

Em outras formas de realizacdo, o antagonista de NGF
compreende pelo menos um mutante dominante-negativo do

recetor TrkA e/ou p75. Um perito na especialidade pode
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preparar mutantes dominantes-negativos de, por exemplo, o
recetor TrkA de tal modo que o recetor ligard o NGF e,
deste modo, agird como um "sorvedouro" para capturar NGFs.
Os mutantes dominantes-negativos, no entanto, n&do terdo a
bioatividade normal do recetor TrkA na ligacdo a NGF.
Mutantes dominantes-negativos tipicos incluem, mas néo
estdo limitados a, os mutantes descritos nas seguintes
referéncias: Li et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1998,
95, 10884; Eide et al., J. Neurosci. 1996, 16, 3123; Liu et
al., J. Neurosci 1997, 17, 8749; Klein et al., Cell 1990,
6l, ©647; Valenzuela et al., Neuron 1993, 10, 963; Tsoulfas
et al., Neuron 1993, 10, 975; e Lamballe et al., EMBO J.
1993, 12, 3083. 0Os mutantes dominantes-negativos podem ser
administrados em forma de proteina ou sob a forma de um
vetor de expressdo de tal modo gque o mutante dominante
negativo, por exemplo, recetor TrkA mutante, & expresso in
vivo. A  proteina ou vetor de expressdo pode ser
administrado usando quaisquer meios conhecidos na técnica,
tais como por via intraperitoneal, por via intravenosa, por
via intramuscular, por via subcutédnea, por via intratecal,
por via intraventricular, por via oral, por via enteral,
por via parentérica, por via intranasal, por via dérmica,
ou por inalacdo. Por exemplo, a administracdo de vetores de
expresséo inclui administracéo local ou sistémica,
incluindo injecéo, administracéao oral, pistola de
particulas ou administracdo cateterizada, e administracédo
toépica. Um perito na especialidade estd familiarizado com a
administracdo de vetores de expressdo para obter a
expressdo de uma proteina exdbdgena in vivo. Veja-se, por
exemplo, as Patentes US N° 6.436.908; 6.413.942; e
6.376.471.

Também pode ser usada a libertacdo orientada de
composicdes terapéuticas que contém um polinucledtido de
sentido reverso, vetor de expressdo, ou polinucledtidos

subgendémicos. Técnicas de libertacdo de ADN mediada por
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recetores sdo descritas, por exemplo, em Findeis et al.,
Trends BRiotechnol. (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. USA (1990)
87:3655; Wu et al., J. Biol. Chem. (1991) 266:338.
Composicdes terapéuticas que contém um polinucledtido sé&o
administradas dentro de um intervalo de cerca de 100 ng até
cerca de 200 mg de ADN para administracdo local num
protocolo de terapéutica genética. Em algumas formas de
realizacéo, também podem ser usadas intervalos de
concentracdo de cerca de 500 ng até cerca de 50 mg, cerca
de 1 ng até cerca de 2 mg, cerca de 5 pg até cerca de 500
ng, e cerca de 20 ug até cerca de 100 pg de ADN ou mais
durante um protocolo de terapéutica genética. Os
polinuclebétidos e polipéptidos terapéuticos da presente
invencdo podem ser libertados usando veiculos de libertacéo
genética. 0O veiculo de 1libertacdo genética pode ser de
origem viral ou ndo viral (veja-se de modo 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 expressdo de
semelhantes sequéncias codificantes pode ser induzida
usando promotores e/ou intensificadores enddgenos mamiferos
ou heterdlogos. A expressdo da sequéncia codificante pode
ser ou constitutiva ou regulada.

Vetores a base de wvirus para libertacdo de um
polinucledétido desejado e expressdo numa célula desejada
sdo de conhecimento geral na técnica. Veiculos a base de
virus tipicos incluem, mas nao estdo limitados a,
retrovirus recombinantes (veja-se, por exemplo, as
Publicacgdes de Patente Internacional N° WO 90/07936; WO
94/03622; WO 93/25698; WO 93/25234; WO 93/11230; WO
93/10218; WO 91/02805; as Patentes US N° 5. 219,740 e
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4.777.127; a Patente da Grad Bretanha N° 2.200.651; e a
Patente Europeia N° 0 345 242), vetores a base de alfavirus
(por exemplo, vetores de virus Sindbis, virus da floresta
de Semliki (ATCC VR-67; ATCC VR-1247), wvirus do rio Ross
(ATCC VR-373; ATCC VR-1246) e virus da encefalite equina da
Venezuela (ATCC VR-923; ATCC VR-1250; ATCC VR 1249; ATCC
VR-532)), e virus adeno-associado (AAV) vetores (veja-se,
por exemplo, as Publicacdes de Patente Internacional N° WO
94/12649, WO 93/03769; WO 93/19191; WO 94/28938; WO
95/11984 e WO 95/00655). Também pode ser wutilizada a
administracdo de ADN ligado a adenovirus mortos conforme
descrito em Curiel, Hum. Gene Ther. (1992) 3:147.

Também podem ser utilizados veiculos e métodos de
libertacdo ndo viral, incluindo, mas ndo limitados a, ADN
condensado policatidénico ligado ou nédo ligado a adenovirus
morto somente (veja-se, por exemplo, Curiel, Hum. Gene
Ther. (1992) 3:147); ADN ligado a ligante (veja-se, por
exemplo, Wu, J. Biol. Chem. (1989) 264:16985); células
veiculos de libertacdo de células eucaridticas (veja-se,
por exemplo, a Patente US N° 5.814.482; as Publicacgdes de
Patente Internacional N° WO 95/07994; WO 96/17072; WO
95/30763; e WO 97/42338) e neutralizacdo de carga nucleica
ou fusdo com membranas celulares. Também pode ser utilizado
ADN nu. Métodos de introducdo de ADN nu tipicos sé&o
descritos na Publicacdo de Patente Internacional N° WO
90/11092 e na Patente US N° 5.580.859. Lipossomas que podem
agir como veiculos de libertacdo genética sé&o descritos na
Patente US N° 5.422.120; nas Publicacdes de Patente
Internacional N° WO 95/13796; WO 94/23697; WO 91/14445; e
na Patente Europeia N° 0524968. Abordagens adicionais sé&o
descritas em Philip, Mol. Cell Biol. (1994) 14:2411, e em
Woffendin, Proc. Natl. Acad. Sci. (1994) 91:1581.

Também ¢é evidente que um vetor de expressdo pode ser
usado para orientar a expressao de quaisquer dos

antagonistas de NGF a base de proteina descritos no
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presente documento, (por exemplo, anticorpo anti-NGF,
imunoadesina de TrkAa, e etc.). Por exemplo, outros
fragmentos de recetor TrkA que sdo capazes de Dbloquear
(desde bloqueio parcial a completo) NGF e/ou uma atividade
bioldégica de NGF s&o conhecidos na técnica.

Em outra forma de realizacdo, o antagonista de NGF
compreende pelo menos uma imunoadesina de TrkA.
imunoadesina de TrkAs conforme usado no presente documento,
referem-se a moléculas quiméricas soluveis que compreendem
o dominio extracelular de um recetor TrkA e uma sequéncia
de imunoglobulina, a qual conserva a especificidade de
ligagcdo do recetor TrkA (substancialmente conserva a
especificidade de ligacdo do recetor trkA) e & capaz de
ligar a NGF.

Imunoadesina de TrkAs s&o conhecidas na técnica, e foi
visto que blogqueiam a ligacdo de NGF ao recetor TrkA. Veja-
se, por exemplo, a Patente US N° 6.153.189. Brennan et al.
relatam a administracdo de imunoadesina de TrkA num modelo
de dor ©pdbs-cirtrgica em rato. Veja-se Society for
Neuroscience Abstracts 24 (1-2) 880 (1998). Numa forma de
realizacdo, a imunocadesina de TrkA compreende uma fusdo de
uma sequéncia de aminodcidos de recetor TrkA (ou uma pPorgéao
da mesma) de dominio extracelular de TrkA capaz de ligar-se
a NGF (em algumas formas de realizacdo, uma sequéncia de
aminodcidos que substancialmente conserva a especificidade
de ligacéo do recetor trkA) e uma sequéncia de
imunoglobulina. Em algumas formas de realizacdo, o recetor
TrkA é uma sequéncia de recetor TrkA humano, e a fusdo é
com uma sequéncia de dominio constante de imunoglobulina.
Em outras formas de realizacdo, a sequéncia de dominio
constante de imunoglobulina ¢é uma sequéncia de dominio
constante de imunoglobulina de cadeia pesada. Em outras
formas de realizacdo, a associacdo de duas fusdes de cadeia
pesada de imunoglobulina-recetor TrkA (por exemplo, através

de ligacdo covalente por uma ou mais ligacdes dissulfureto)
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resulta numa estrutura semelhante a imunoglobulina
homodimérica. Uma cadeia leve de imunoglobulina pode ser
adicionalmente associada a uma ou ambas as gquimeras recetor
TrkA- imunoglobulina no dimero ligado a dissulfureto para
produzir uma estrutura homotrimérica ou homotetramérica.
Exemplos de imuncadesina de TrkAs adequadas incluem as
descritas na Patente US N° 6.153.189.

Em outra forma de realizacdo, o antagonista de NGF
compreende pelo menos um anticorpo anti-TrkA capaz de
bloquear, suprimir, alterar, e/ou reduzir a 1interacdo
fisica de NGF com o recetor TrkA e/ou sinalizacdo a

jusante, por meio da qual uma atividade bioldgica de NGF é

reduzida e/ou bloqueada. Anticorpos anti-TrkA séo
conhecidos na técnica. Anticorpos anti- TrkA tipicos
incluem 0s descritos nas Publicacbes de Patente

Internacional N° WO 97/21732, WO 00/73344, WO 02/15924, e a
Publicacdo de Patente US N° 2001/0046959.

Em outra forma de realizacdo, o antagonista de NGF
compreende pelo menos um anticorpo anti-p75 capaz de
bloquear, suprimir e/ou reduzir a interacdo fisica de NGF
com o p75 recetor e/ou sinalizacdo a jusante, por meio da
qual wuma atividade biolbégica de NGF ¢é reduzida e/ou
bloqueada.

Em outra forma de realizacdo, o antagonista de NGF
compreende pelo menos um inibidor de guinase capaz de
inibir sinalizacdo de gquinase a Jjusante associada a
atividade de recetor TrkA e/ou p75. Um inibir de quinase
tipico é K252a ou K252b, o qual é conhecido na técnica e
descrito em Knusel et al., J. Neurochem. 59:715-722 (1992);
Knusel et al., J. Neurochemistry 57:955-962 (1991); Koizumi
et al., J. Neuroscience 8:715-721 (1988); Hirata et al.,
Chemical Abstracts 111:728, XP00204135, veja-se sumiario e
12th Collective Chemical Substance Index, p. 34237, c. 3
(5-7), 55-60, 66-69), p. 34238, c.l (41-44), c.2 (25-27,
32-33), p. 3423, c¢.3 (48-50, 52-53); e a Patente US N°
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6.306.8409.

Espera-se que uma série de outras categorias de
antagonistas de NGF venham ser identificadas caso buscadas
pelo médico.

Identificacdo de antagonistas de NGF (tais como anticorpos

antagonistas anti-NGF)

Antagonistas de NGF, incluindo anticorpos antagonistas
anti-NGF, podem ser identificados ou caracterizados usando
métodos conhecidos na técnica, por meio dos quais é
detetada e/ou medida a reducdo, melhora, ou neutralizacdo
da uma bioldgica atividade de NGF. Podem ser usados métodos
descritos na publicacdo de patente Internacional N° PCT WO
04/065560. Outro método, por exemplo, um ensaio de ativacdo
de recetor de quinase (KIRA) descrita nas Patentes US N°
5.766.863 e 5.891.650, pode ser usado para identificar
agentes anti-NGF. Este ensaio tipo ELISA ¢ adequado para
medicdo qualitativa ou quantitativa da ativacdo de quinase
medindo a autofosforilacdo do dominio gquinase de uma
proteina tirosina quinase recetora (nas partes gue se
seguem "rPTK"), por exemplo, recetor TrkA, bem como para
identificacédo e caracterizacdo de antagonistas potenciais
de um rPTK selecionado, por exemplo, TrkA. O primeiro
estdgio do ensaio envolve fosforilacdo do dominio quinase
de um recetor de guinase, por exemplo, um recetor TrkA, em
que O recetor estd presente na membrana celular de uma
célula eucaridbtica. O recetor pode ser um recetor enddgeno
ou &acido nucleico que codifica o recetor, ou uma construcéo
de recetor, pode ser transformado dentro da célula.
Tipicamente, uma primeira fase sdlida (por exemplo, uma
cavidade de uma primeira placa de ensaio) é revestida com
uma populacdo substancialmente homogénea de semelhantes
células (geralmente uma linha celular de mamifero) de modo
que as células aderem a fase sdlida. Frequentemente, as
células sdo aderentes e deste modo aderem naturalmente a

primeira fase sdélida. Se for wusada uma "construcdo de
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recetor"”, geralmente compreende uma fusdo de um recetor de
quinase e um polipéptido de etiqueta. O polipéptido de
etiqueta é reconhecido pelo agente de captura,
frequentemente um anticorpo de captura, na parte ELISA do
ensaio. Um analisado, tal como um antagonista de NGF
candidato (incluindo anticorpo antagonista anti-NGF) é em
seguida adicionado Jjunto com NGF as cavidades tendo as
células aderentes, de tal modo que o recetor de tirosina
quinase (por exemplo, recetor TrkA) é exposto a (ou posto
em contacto com) NGF e o analito. Este ensaio possibilita
identificacdo de antagonistas (incluindo anticorpos) que
inibem a ativacdo de TrkA por seu NGF ligante. Depois de
exposicdo a NGF e o analisado, as células aderentes séo
solubilizadas wusando um tampdo de lise (o qual tem um
detergente solubilizante no mesmo) e suave agitacdo, deste
modo liberando lisado celular o qual pode ser submetido a
parte ELISA do ensaio diretamente, sem a necessidade de
concentracdo ou clarificacdo do lisado celular.

O lisado celular preparado deste modo em seguida esté
pronto a ser submetido ao estdgio ELISA do ensaio. Como uma
primeira etapa no estédagio ELISA, uma segunda fase sdlida
(geralmente uma cavidade de uma placa de microtitulo ELISA)
é revestida com um agente de captura (frequentemente um
anticorpo de captura) o qual se liga especificamente ao
recetor de tirosina guinase, ou, no caso de uma construcéo
de recetor, ao polipéptido finalizador. O revestimento da
segunda fase sbélida é realizado de modo que o agente de
captura adere a segunda fase sélida. O agente de captura é
de modo geral um anticorpo monoclonal, mas, conforme é
descrito nos exemplos no presente documento, também podem
ser usados anticorpos policlonais. O lisado celular obtido
é em seguida exposto a, ou contactado com, o agente de
captura aderente de modo que o recetor ou construcdo de
recetor adere a (ou é capturado em) a segunda fase sdlida.

Em seguida ¢é realizada uma etapa de lavagem, de modo a



133

remover o lisado celular ndo ligado, deixando o recetor ou
construcdo de recetor capturado. O recetor ou construcdo de
recetor aderente ou capturado é em seguida exposto a, ou
contactado «com, um anticorpo antifosfotirosina o qual
identifica residuos tirosina fosforilados no recetor de
tirosina quinase. Numa forma de realizacdo, o anticorpo
antifosfotirosina é conjugado (diretamente ou
indiretamente) a uma enzima a qual catalisa uma alteracdo
de cor de um reagente de cor nédo radioativo. Por
conseguinte, a fosforilacdo do recetor pode ser medida por
uma alteracdo de cor subsequente do reagente. A enzima pode
ser ligada ao anticorpo antifosfotirosina diretamente, ou
uma molécula de conjugacdo (por exemplo, biotina) pode ser
conjugada ao anticorpo antifosfotirosina e a enzima pode
ser em seguida ligada ao anticorpo antifosfotirosina
através da molécula de conjugacdo. Finalmente, a ligacdo do
anticorpo antifosfotirosina ao recetor ou construgdo de
recetor capturado é medida, por exemplo, por uma alteracédo
de cor no reagente de cor.

Antagonistas de NGF (tais como anticorpo antagonista
anti-NGF) também podem ser identificados incubando um
agente candidato com NGF e monitorando gqualquer uma ou mais
das seguintes caracteristicas: (a) ligacdo a NGF e inibicéo
da atividade bioldégica de NGF ou vias a Jjusante mediadas

por funcdo de sinalizacdo de NGF; (b) inibicdo, bloqueio ou

reducdo da ativacdo de recetores de NGF (incluindo
dimerizacdo e/ou auto-fosforilacdo de TrkA); (c) aumento da
depuracdo de NGF; (d) tratamento ou prevencdo de qualquer

aspeto de dor da artrite reumatoide ou dor da osteoartrite;
(e) inibicdo (reducdo) da sintese, producdo ou libertacéo
de NGF. Em algumas formas de realizacdo, um antagonista de
NGF (por exemplo, um anticorpo antagonista anti-NGF) &
identificado incubando um agente candidato com NGF e
monitorando a ligacéo e/ou resultante reducéao ou

neutralizacdo de uma atividade bioldgica de NGF. O ensaio
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de ligacédo pode ser realizado com um ou mais polipéptidos
de NGF purificados, ou com células que expressam
naturalmente, ou transfetadas para expressar, um ou mais
polipéptidos de NGF. Numa forma de realizacdo, © ensaio de
ligacdo ¢ um ensaio de ligacdo competitiva, onde a
capacidade de um agente candidato (tal como um anticorpo)
para competir com um anticorpo antagonista anti-NGF
conhecido para ligacdo de NGF ¢ avaliada. O ensaio pode ser
realizado em varios formatos, incluindo o formato ELISA. Em
outras formas de realizacdo, um antagonista de NGF (tais
como anticorpo antagonista anti-NGF) é identificado
incubando um agente candidato com NGF e monitorando a
ligacéao e inibicé&o resultante de dimerizacéao e/ou
autofosforilacdo de recetor trkA.

Depois de identificacdo inicial, a atividade de um
antagonista anti-NGF candidato (tal <como um anticorpo
antagonista anti-NGF) pode ser adicionalmente confirmada e
refinada por biocensaios, que se sabe que testam as
atividades bioldbégicas orientadas. Alternativamente, podem
ser usados bioensaios para triar candidatos diretamente.
Por exemplo, NGF  promove uma série de alteracdes
morfologicamente reconheciveis em células responsivas.
Estes incluem, mas ndo estdo limitados a, promover a
diferenciacdo de células PCl2 e reforcar o crescimento de
neurites a partir destas células (Greene et al., Proc Natl
Acad Sci USA. 73(7):2424-8, 1976), promover o crescimento
excessivo de neurite a partir de explantes de ganglios
simpdticos e sensoriais responsivos (Levi-Montalcini, R. e
Angelectti, P. Nerve growth factor. Physiol. Rev. 48:534-
569, 1968) e promover a sobrevida de neurdnios NGF
dependentes tais como gédnglio da raiz dorsal embrionéria,
gadnglio trigeminal, ou neurdnios de ganglios simpaticos
(por exemplo, Chun & Patterson, Dev. Biol. 75:705-711,
(1977); Buchman & Davies, Development 118:989-1001 (1993).

Portanto, o ensaio para inibicdo da atividade bioldgica de
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NGF acarreta cultivar células responsivas a NGF com NGF
mais um analisado, tal como um antagonista de NGF candidato
(incluindo anticorpo antagonista anti-NGF). Depois de um
tempo apropriado a reacéo celular seréa testada
(diferenciacédo celular, crescimento excessivo de neurite ou
sobrevida celular).

A capacidade de um antagonista de NGF candidato
(incluindo anticorpo antagonista anti-NGF) para blogquear ou
neutralizar uma bioldgica atividade de NGF também pode ser
avaliada monitorando a capacidade do agente candidato para
inibir sobrevida mediada por NGF no bioensaio da sobrevida
dos ganglios da raiz dorsal de rato embriondrio conforme
descrito em Hongo et al., Hybridoma 19:215-227 (2000).

Composic¢des para utilizacdo nos métodos da invencédo

As composigdes usadas nas utilizacdes médicas da
invencdo compreendem uma quantidade eficaz de um anticorpo
antagonista anti-NGF, e, em algumas formas de realizacédo,
compreendem adicionalmente um excipiente farmaceuticamente
aceitdvel. Em algumas formas de realizacdo, a composicdo &
para utilizacdo em quaisquer das utilizacdes médicas
descritas no presente documento. Exemplos de tais
composicdes, e também como formular, também sdo descritos
numa secg¢do anterior e a seguir. Em outra forma de
realizacdo, a composicdo compreende um ou mais antagonistas
de NGF. Em outra forma de realizacdo, a composicédo
compreende um ou mais antagonistas de NGF selecionados a
partir de gqualquer um ou mais dos seguintes: um antagonista
(por exemplo, um anticorpo) que se liga a (interage
fisicamente com) NGF, um antagonista que se liga a um
recetor de NGF (tal como um recetor TrkA e/ou p75), e um
antagonista que reduz (impede e/ou bloqueia) sinalizacdo de
recetor de NGF a jusante. Em ainda outras formas de
realizacdo, a composicdo compreende qualquer antagonista de
NGF que ndo é uma imunoadesina de TrkA (isto &, é diferente

de uma imunoadesina de Trka). Em outras formas de
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realizacdo, a composicdo compreende qualgquer antagonista de
NGEF que ¢ diferente de um anticorpo anti-NGF. Em ainda
outras formas de realizacéo, a composicdo compreende
qualquer antagonista de NGF que ¢é diferente de uma
imuncadesina de TrkA e diferente de um anticorpo anti-NGF.
Em outras formas de realizacdo, um antagonista de NGF inibe
(reduz) a sintese, producdo ou libertacdo de NGF. Em
algumas formas de realizacdo, o antagonista de NGF liga NGF
e nao tem reacéo cruzada significativamente com
neurotrofinas relacionadas (tals como NT3, NT4/5, e/ou
BDNFE) . Em algumas formas de realizacdo, o antagonista de
NGF n&o estd associado a uma reacdo imune adversa. Em
algumas formas de realizacdo, o antagonista de NGF ¢&
selecionado entre o grupo consistindo num anticorpo anti-
NGF, uma molécula de sentido reverso dirigida para um NGF
(incluindo uma molécula de sentido reverso dirigida para um
dcido nucleico que codifica NGF), uma molécula de sentido
reverso dirigida para um recetor de NGF (tal como TrkA e/ou
P75), um composto inibidor de NGF, um andlogo estrutural de
NGF, uma mutacdo dominante-negativa de um recetor TrkA que
se liga um NGF, uma TrkA imunoadesina, um anticorpo anti-
TrkA, um anticorpo anti-p75 e um inibidor de qguinase. Em
outra forma de realizacdo, o antagonista de NGEF ¢é um
anticorpo anti-NGF. Em outras formas de realizacdo, o
anticorpo anti-NGF reconhece NGF humano. Em algumas formas
de realizacdo, o anticorpo anti-NGF ¢é humano. Em ainda
outras formas de <realizacéo, o anticorpo anti-NGF &
humanizado (tal como anticorpo E3 descrito no presente
documento). Em ainda outra forma de realizacdo, o anticorpo
anti-NGF compreende uma regido constante gque ndo inicia um
processo de uma reacdo imune indesejada ou indesejéavel, tal
como lise mediada por anticorpo ou CCDA. Em outras formas
de realizacdo, o anticorpo anti-NGF compreende uma ou mais
CDRs do anticorpo E3 (tais como uma, duas, trés, quatro,

cinco, ou, em algumas formas de realizacdo, todas as seis
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CDRs de E3).

Entende-se gue as composicdes podem compreender mais
de um antagonista de NGF. Por exemplo, uma composicdo pode
compreender mais de um membro de uma classe de antagonista
de NGF (por exemplo, uma mistura de anticorpos anti-NGF que
reconhecem diferentes epitopos de NGF), bem como membros de
diferentes classes de antagonistas de NGF (por exemplo, um
anticorpo anti-NGF e um composto inibidor de NGF). Outras
composicdes tipicas compreendem mais de um anticorpo anti-
NGE que reconhece o mesmo um ou mais epitopos, diferentes
espécies de anticorpos anti-NGF que se ligam a diferentes
epitopos de NGF, ou diferentes compostos inibidores de NGF.

A composicéo usada na presente invencéao pode
compreender adicionalmente veiculos, excipientes, ou
estabilizantes farmaceuticamente aceitédveis (Remington: The
Science and Practice of Pharmacy 202 Ed. (2000) Lippincott
Williams and Wilkins, Ed. K. E. Hoover.), sob a forma de
formulacdes liofilizadas ou solucdes aquosas. Excipientes
farmaceuticamente aceitdveis sé&o adicionalmente descritos
no presente documento.

O antagonista de NGF e composigdes dos mesmos também
podem ser usados em combinacdo com outros agentes que
servem para reforcar e/ou complementar a eficacia dos
agentes. Para dor da ostecartrite, antagonista de NGF pode
ser administrado em combinacdo com um ou mais analgésicos
diversos, NSAIDS, ou esteroides. Analgésicos incluem, mas
ndo estdo limitados a, acetaminofeno, tramadol, capsaicina
(tdpica). Exemplos de NSAIDS sdo salicilatos acetilados
incluindo aspirina; salicilatos n&o acetilados incluindo
salsalato, diflunisal; &cidos acéticos incluindo etodolac,
diclofenaco, indometacina, cetorolac, nabumetona; &cidos
propidénicos incluindo fenoprofeno, flurbiprofeno,
ibuprofeno, cetoprofeno, naproxeno, naproxeno de sdédio,
oxaprozina; fenamatos incluindo meclofenamato, acido

mefendmico; fenilbutazona, piroxicam; inibidores de COX-2
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incluindo celecoxib, etoricoxib, wvaldecoxib, rofecoxib,
lumiracoxib. Um exemplo de esteroides ¢é corticosteroides
intra-articulares (IAC).

Para tratar a dor da artrite reumatoide, antagonista
de NGF pode ser administrado em combinacdo com um ou mais
analgésicos diversos, NSAIDS, corticosteroides (por
exemplo, prednisona), ou outros farmacos antirreumdticos
modificadores da doenca. Exemplos de fédrmacos anti-
reumaticos modificadores da doenca sé&o metotrexato,
hidroxiclorogquina, sulfasalazina, leflunomida, inibidores
de TNF, recetor de interleuquina-1 soltvel, conjugados de
ouro, agentes citotdxicos (azatiprina, ciclofosfamida,
ciclosporina A).

Administracdo de um antagonista de NGF (tal como um

anticorpo antagonista anti-NGF)

O antagonista de NGF (tal como anticorpo antagonista
anti-NGF) pode ser administrado a um individuo (para
artrite reumatoide e osteocartrite) através de qualquer via
adequada. Deve ser evidente para a pessoa versada na
técnica que ndo se pretende que os exemplos descritos no
presente documento, sejam limitativos porém ilustrativos
das técnicas disponiveis. Por conseguinte, em algumas
formas de realizacdo, o antagonista de NGF (tal como
anticorpo antagonista anti-NGF) ¢ administrado a um
individuo de acordo com métodos conhecidos, tais como
administracdo intravenosa, por exemplo, como um bolus ou
por infusdo continua durante um periodo de tempo, por via
intramuscular, intraperitoneal, intracerebrospinal,
subcutéanea, intra-articular, por via sublingual,
intrassinovial, através de insuflacdo, intratecal, oral,
inalacdo ou via tdépica. A administracdo pode ser sistémica,
por exemplo, administracdo intravenosa, ou localizada.
Nebulizadores disponiveis comercialmente para formulacdes
liquidas, incluindo nebulizadores de jato e nebulizadores

ultrassdénicos sé&o Uteis para administracdo. As formulacdes
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liquidas podem ser diretamente nebulizadas e pd liofilizado
pode ser nebulizado depois de reconstituicédo.
Alternativamente, antagonista de NGF (tais como anticorpo
antagonista anti-NGF) podem ser aerossolizados usando uma
formulacdo de fluorocarbono e um inalador de dose
dimensionada, ou inalada como um pdé liofilizado e
triturado.

Numa forma de realizacdo, um antagonista de NGF (tal
como um anticorpo antagonista anti-NGF) ¢é administrado
através de técnicas de libertacdo local orientada ou local-
especificas. Exemplos de técnicas de libertacdo 1local
orientada ou local-especificas incluem varias fontes de
depdsitos implantéveis do antagonista de NGE (tal como
anticorpo antagonista anti-NGF) ou cateteres de libertacéo
local, tais como cateteres de infusédo, um cateter
residente, ou um cateter de agulha, enxertos sintéticos,
revestimentos adventicios, derivacbes e fios ou outros
dispositivos implantaveis, veiculos local especificos,
injecdo direta, ou aplicacdo direta. Veja-se, por exemplo,
a Publicacdo de Patente Internacional N° WO 00/53211 e a
Patente US N° 5.981.568.

Varias formulacdes de um antagonista de NGF (tal como
um anticorpo antagonista anti-NGF) podem ser usadas para
administracéo. Em algumas formas de realizacéo, o
antagonista de NGF (por exemplo, anticorpo antagonista
anti-NGF) pode ser administrado puro. Em algumas formas de
realizacdo, o antagonista de NGF (por exemplo, anticorpo
antagonista anti-NGF) e um excipiente farmaceuticamente
aceitavel pode ser em varias formulacdes.

Excipientes farmaceuticamente aceitaveis s&do
conhecidos na técnica, e sdo substédncias relativamente
inertes que facilitam a administracdo de uma substancia
farmacologicamente eficaz. Por exemplo, um excipiente pode
dar forma ou consisténcia, ou agir como um diluente.

Excipientes adequados incluem mas ndo estdo limitados a
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agentes estabilizantes, agentes humectantes e
emulsificantes, sais para variar a osmolaridade, agentes
encapsulantes, tampdes, e intensificadores da penetracdo na
pele. Excipientes bem como formulac¢cdes para libertacdo de
farmacos parentéricos e ndo parentéricos sdo determinados
em Remington, The Science and Practice of Pharmacy 202 Ed.
Mack Publishing (2000).

Em algumas formas de realizacdo, estes agentes sé&o
formulados para administracdo por injecdo (por exemplo, por
via intraperitoneal, por via intravenosa, por via
subcuténea, por via intramuscular, e etc.). Por
conseguinte, estes agentes podem ser combinados com
veiculos farmaceuticamente aceitédveis tais como solucédo
salina, solugdo de Ringer, solugcdo de dextrose, e
semelhantes. O regime de dosagem em particular, isto ¢&,
dose, momento e repeticdo, dependerd do individuo em
particular e do histdérico médico daquele individuo.

Um anticorpo anti-NGF pode ser administrado usando
qualquer método adequado, incluindo por injecdo (por
exemplo, por via intraperitoneal, por via intravenosa, por
via subcutédnea, por via intramuscular, e etc.). Anticorpos
anti-NGF  também podem ser administrados através de
inalacdo, conforme descrito no presente documento. De modo
geral, para administracdo de anticorpos anti- NGF, uma
dosagem candidata inicial pode ser cerca de 2 mg/kg. Para
os fins da presente invencdo, uma dosagem didria tipica
pode variar a partir de cerca de qualquer de 0,1 ng/kg a 1
ng/kg a 3 pg/kg a 30 upg/kg a 300 upg/kg a 3 mg/kg, a 30
mg/kg a 100 mg/kg ou mais, dependendo dos fatores
mencionados acima. Por exemplo, um anticorpo anti-NGF pode
ser administrado a cerca de 1 ng/kg, cerca de 10 pg/kg,
cerca de 20 ug/kg, cerca de 50 ug/kg, cerca de 100 ug/kg,
cerca de 200 pg/kg, cerca de 500 ug/kg, cerca de 1 mg/kg,
ou cerca de 2 mg/kg. Para administracdes repetidas durante

vadrios dias ou mais tempo, dependendo da condic¢do, ©
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tratamento ¢é sustentado até ocorrer uma supressdo de
sintomas desejada ou até serem atingidos niveis
terapéuticos suficientes para reduzir a dor. Um regime de
dosagem tipico compreende administrar uma dose inicial de
cerca de 2 mg/kg, seguida por uma dose de manutencdo
semanal de cerca de 1 mg/kg do anticorpo anti-NGF, ou
seguida por uma dose de manutencdo de cerca de 1 mg/kg a
cada duas semanas. No entanto, outros regimes de dosagem
podem ser Uteis, dependendo do padrdo de decomposicédo
farmacocinética gque o médico pretende obter. Por exemplo,
em algumas formas de realizacdo, ¢ contemplada a dosagem de
uma a quatro vezes por semana. Pode ser usada dosagem ainda
menos frequente. Em algumas formas de realizacgdo, ©
anticorpo anti-NGF é administrado uma vez a cada 2 semanas,
a cada 3 semanas, a cada 4 semanas, a cada 5 semanas, a
cada 6 semanas, a cada 7 semanas, a cada 8 semanas, a cada
9 semanas, a cada 10 semanas, a cada 15 semanas, a cada 20
semanas, a cada 25 semanas, ou mais tempo. Em algumas
formas de realizacdo, o anticorpo anti-NGF é administrado
uma vez a cada 1 més, a cada 2 meses, a cada 3 meses, a
cada 4 meses, a cada 5 meses, a cada 6 meses, ou mais
tempo. 0O progresso desta terapéutica é facilmente
monitorizado por meio de técnicas e ensaios convencionais.
O regime de dosagem (incluindo o um ou mais antagonistas de
NGF usados) pode variar com o tempo.

Estudos realizados em pacientes com dor moderada a
grave de osteoartrite do Jjoelho (resumidos no Exemplo 9)
demonstraram que dosagens dentro do alcance de 3 a 300
ng/kg proporcionaram alivio da dor por duracgdes varidveis.
Todas as dosagens testadas (3, 10, 30, 100, e 300 ng/kg)
produziram uma reducdo na dor por pelo menos 7 dias;
maiores dosagens resultaram em alivio prolongado da dor de
pelo menos 28 dias (Figura 24). Uma dose de 100 ng/kg
produziu alivio da dor por pelo menos 80 dias (Figura 25).

Em geral, quando ndo é um anticorpo, um antagonista de



142

NGF (em algumas formas de realizacgdo) pode ser administrado
no indice de cerca de 0,1 a 300 ng/kg do peso do paciente
dividido numa a trés doses, ou conforme descrito no
presente documento. Em algumas formas de realizacdo, para
um paciente adulto de peso normal, podem ser administradas
doses variando a partir de cerca de 0,3 a 5,00 mg/kg. O
regime de dosagem em particular, isto &, dose, momento e
repeticdo, dependerdo do individuo em particular e do
histdérico médico do individuo, bem como as propriedades dos
agentes individuais (tais como a semivida do agente, e
outras consideracdes de conhecimento geral na técnica).

Para os fins da presente divulgacédo, a dosagem
apropriada de um antagonista de NGF (incluindo um anticorpo
antagonista anti-NGF) dependerd do antagonista de NGF (ou
composicdes do mesmo) utilizado, do tipo e da gravidade da
dor a ser tratada, ser o agente ¢ administrado para fins
preventivos ou terapéuticos, terapéutica prévia, do
histdérico clinico do paciente e da reacdo ao agente, e do
critério do médico assistente. Tipicamente o médico
administrard um antagonista de NGF (por exemplo, anticorpo
antagonista anti-NGF), até ser atingida uma dosagem qgue
obtém o resultado desejado. A dose e/ou frequéncia podem
variar durante o curso do tratamento.

Consideracdes empiricas, tais como a semivida,
geralmente contribuirdo para a determinacdo da dosagem. Por
exemplo, anticorpos que sdo compativeis com o sistema
imunitdrio humano, tais como anticorpos humanizados ou
anticorpos totalmente humanos, podem ser usados para
prolongar a semivida do anticorpo e para evitar que o
anticorpo seja atacado pelo sistema imunitério do
hospedeiro. A frequéncia da administracdo pode ser
determinada e ajustada durante o curso da terapéutica, e
geralmente, mas ndo necessariamente, se baseia no
tratamento e/ou na supressdo e/ou melhora e/ou retardo da

dor. Alternativamente, podem ser apropriadas formulacdes de
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libertacdo continua sustentada de antagonistas de NGF (por
exemplo, anticorpos antagonistas anti-NGF) . Varias
formulacdes e dispositivos para obter libertacdo sustentada
sdo conhecidos na técnica.

Numa forma de realizacéo, as dosagens para um
antagonista de NGF (por exemplo, anticorpo antagonista
anti-NGF) podem ser determinadas empiricamente em
individuos aos quais foram administradas wuma ou mais
administracdes de um antagonista de NGF. Aos individuos sé&o
administradas dosagens incrementais de um antagonista de
NGF (por exemplo, um anticorpo antagonista anti-NGF). Para
avaliar a eficédcia de um antagonista de NGF (por exemplo,
anticorpo antagonista anti-NGF), pode ser seguido um
indicador de dor.

A administracdo de um antagonista de NGF (por exemplo,
um anticorpo antagonista anti-NGF) de acordo com o método
na presente invencdo pode ser continuo ou intermitente,
dependendo, por exemplo, da condicdo fisioldgica do
recetor, se a finalidade da administracdo é terapéutica ou
profilatica, e de outros fatores conhecidos dos
profissionais versados. A administracdo de uma antagonista
de NGEF (por exemplo, um anticorpo antagonista anti-NGF)
pode ser essencialmente continua durante um periodo de
tempo pré-selecionado ou pode ser numa série dose espacada,
por exemplo, ou antes, durante, ou depois do
desenvolvimento da dor; antes; durante; antes e depois;
durante e depois; antes e durante; ou antes, durante, e
depois do desenvolvimento da dor.

Em algumas formas de realizacéo, mais de um
antagonista de NGF, tais como um anticorpo antagonista
anti-NGF, podem estar presentes. Pelo menos um, pelo menos
dois, pelo menos trés, pelo menos quatro, pelo menos cinco,
ou mais antagonistas de NGF diferentes (por exemplo,
anticorpos antagonistas anti-NGF) podem estar presentes.

Geralmente, o0s antagonistas de NGF (tais como anticorpos
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antagonistas anti-NGF) tém atividades complementares que
ndo afetam de modo adverso umas as outras. Antagonistas de
NGEF também podem ser wusados em combinacdo com outros
agentes que servem para reforcar e/ou complementar a
eficdcia dos agentes.

Formulacdes terapéuticas do antagonista de NGF (por
exemplo, anticorpo antagonista anti-NGF) usadas de acordo
com a presente invencdo sdo preparadas para armazenamento
misturando um antagonista de NGF (por exemplo, um
anticorpo) tendo o grau desejado de pureza com veiculos,
excipientes ou estabilizantes farmaceuticamente aceitéveis
opcionais (Remington, The Science and Practice of Pharmacy
20% Ed. Mack Publishing (2000)), sob a forma de formulacdes
liofilizadas ou solugdes agquosas. Veiculos, excipientes ou
estabilizantes aceitdveis sdo ndo tdéxicos para os recetores
nas dosagens e concentracdes utilizadas, e podem
compreender tampdes tais como fosfato, citrato, e outros
dcidos orgénicos; sais tais como cloreto de sédio;
antioxidantes incluindo 4cido ascdérbico e metionina;
conservantes (tais como cloreto de aménio de
octadecildimetilbenzilo; cloreto de hexametdnio; cloreto de
benzalcdénio, cloreto de benzetdnio; fenol, &lcool benzilico
ou butilico; alguilo parabenos, tais como metilo ou propilo
parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; e
m-cresol); polipéptidos de baixo peso molecular (menos de
cerca de 10 residuos) ; proteinas, tais como albumina
sérica, gelatina, ou imunoglobulinas; polimeros
hidrofilicos tais como polivinilpirrolidona; aminoacidos
tais como glicina, glutamina, asparagina, histidina,
arginina, ou lisina; monossacaridos, dissacaridos, e outros
hidratos de carbono incluindo glicose, manose, ou
dextrinas; agentes quelantes tais como EDTA; acglcares tais
como sacarose, manitol, trealose ou sorbitol; contraides
formadores de sais tais como sbédio; complexos metalicos

(por exemplo, complexos de Zn-proteina); e/ou tensioativos
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nao iénicos tais como TWEEN™, PLURONICS™ ou polietileno
glicol (PEG).

Lipossomas que contém o antagonista de NGF (tal como
anticorpo antagonista anti-NGF) sé&do preparados por meio de
métodos conhecidos na técnica, tal como descrito em
Epstein, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:3688 (1985);
Hwang, et al., Proc. Natl Acad. Sci. USA 77:4030 (1980); e
nas Patentes US N° 4.485.045 e 4.544.545. Lipossomas com
tempo de circulacdo reforcado sédo descritos na Patente US
N° 5.013.556. Lipossomas particularmente TUteis podem ser
produzidos pelo método de evaporacdo de fase reversa com
uma composicédo de lipideos que compreendem
fosfatidileolina, colesterol e fosfatidiletanolamina
derivada e PEG (PEG-PE). Lipossomas s&do extrudados através
de filtros de tamanho de poro definido para produzir
lipossomas com o didmetro desejado.

Os ingredientes ativos também podem ser capturados em
microcapsulas preparadas, por exemplo, por técnicas de
coacervagdo ou por polimerizacdo interfacial, por exemplo,
microcapsulas de gelatina ou hidroximetilcelulose e
microcéapsulas de poli-(metilmetacilato), respetivamente, em
sistemas de libertacdo de féarmacos coloidais (por exemplo,
lipossomas, microesferas de albumina, microemulsdes,
nanoparticulas e nanocapsulas) ou em macroemulsdes. AsS
técnicas referidas s&do descritas em Remington, The Science
and Practice of Pharmacy 20° Ed. Mack Publishing (2000).

Preparacdes de libertacéo sustentada podem ser
preparadas. Exemplos adequados de preparacdes de libertacédo
sustentada incluem matrizes semipermedveis de polimeros
hidrofdébicos sbélidos contendo o antagonista (tal como o
anticorpo), cujas matrizes estdo sob a forma de artigos
modelados, por exemplo, filmes, ou microcdpsulas. Exemplos
de matrizes de libertacdo sustentada incluem poliésteres,
hidrogéis (por exemplo, poli(2- hidroxietil-metacrilato),

ou 'poli(vinil A&lcool)), polilactidas (Patente US N°
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3.773.919), copolimeros de &cido L-glutémico e 7 etil-L-
glutamato, acetato de etileno-vinilo ndo degradavel,
copolimeros de &cido lactico-a&cido glicdélico degradaveis
tais como o LUPRON DEPOT TM (micro- esferas injetaveis
compostas de copolimero de &cido lactico-é&cido glicdlico e
acetato de leuprdlido), isobutirato de acetato de sacarose,
e 4cido poli-D-(-)- 3-hidroxibutirico.

As formulacdes a serem usadas para administracdo 1in
vivo devem ser estéreis. Isto é prontamente realizado, por
exemplo, por filtracdo através de membranas de filtracédo
estéreis. Composicbdes terapéuticas de antagonista de NGF
(por exemplo, anticorpo antagonista anti-NGF) séo
geralmente colocadas dentro de um recipiente tendo uma
porta de acesso estéril, por exemplo, uma bolsa ou frasco
de solugdo intravenosa tendo uma rolha perfuravel por uma
agulha de injecdo hipodérmica.

As composicdes de acordo com a presente invencido podem
estar em formas farmacéuticas unitarias tais como
comprimidos, pilulas, cépsulas, pds, grédnulos, solugdes ou
suspensdes, ou supositdrios, para administracdo oral,
parentérica ou rectal, ou administracdo por inalacdo ou
insuflacéo.

Para preparar composicdes sdlidas tais como
comprimidos, o ingrediente ativo principal é misturado com
um veiculo farmacéutico, por exemplo, ingredientes para
fabrico de comprimidos convencionais tais como amido de
milho, lactose, sacarose, sorbitol, talco, &cido estearico,
estearato de magnésio, fosfato dicdlcico ou gomas, e outros
diluentes farmacéuticos, por exemplo, &gua, para formar uma
composicdo de pré-formulacdo sdélida contendo uma mistura
homogénea de um composto da presente invencdo, ou um sal
farmaceuticamente aceitdvel ndo tdéxico do mesmo. Ao se
referir a estas composigcbes de pré-formulacdes como
homogéneas, se indica que o ingrediente ativo é dispersado

uniformemente por toda a composicdo de modo gue a
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composicdo pode ser prontamente subdividida em formas
farmacéuticas unitédrias igualmente eficazes tais como
comprimidos, pilulas e capsulas. Esta composicdo de pré-
formulacdo sdélida é em seguida subdividida em formas
farmacéuticas unitdrias do tipo descrito acima contendo a
partir de 0,1 até cerca de 500 mg do ingrediente ativo da
presente invencdo. Os comprimidos ou pilulas da nova
composicdo podem ser revestidos ou compostos de outro modo
para proporcionar uma forma de dosagem proporcionando a
vantagem de acdo prolongada. Por exemplo, o comprimido ou
pilula pode compreender uma dosagem interna e um componente
de dosagem externa, o ultimo estando sob a forma de um
envoltdédrio sobre o precedente. 0Os dois componentes podem
ser separados por uma camada entérica gue serve para
resistir a desintegracdo no estbmago e permite qgue o
componente interno passe intacto para dentro do duodeno ou
tenha a libertacdo retardada. Uma variedade de materiais
pode ser usada para semelhantes camadas ou revestimentos
entéricos, semelhantes materiais incluindo uma série de
dcidos poliméricos e misturas de &cidos poliméricos com
materiais tais como goma-laca, &lcool cetilico e acetato
celuldsico.

Agentes tensioativos adequados incluem, em particular,
agentes ndo idénicos, tais como sorbitanos de polioxietileno
(por exemplo, Tween'" 20, 40, 60, 80 ou 85) e outros
sorbitanos (por exemplo, Span™ 20, 40, 60, 80 ou 85).
Composigdes com um agente tensioativo convenientemente
compreenderdo entre 0,05 e 5% de agente tensiocativo, e
podem ser entre 0,1 e 2,5%. Serd reconhecido que outros
ingredientes podem ser adicionados, por exemplo manitol ou
outros veiculos farmaceuticamente aceitéveis, caso
necesséario.

Emulsdes adequadas podem ser preparadas usando
emulsdes de gordura disponiveis comercialmente, tais como

Intralipid™, Liposyn™, Infonutrol™, Lipofundin™ e
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Lipiphysan™. 0O ingrediente ativo pode ser ou dissolvido
numa composicédo de emulséo pré-misturada ou
alternativamente pode ser dissolvido num 6leo (por exemplo,
6leo de soja, o6leo de acafrédo, 6leo de algoddo, d6leo de
gergelim, 6leo de milho ou 6leo de améndoas) e uma emulsédo
formada na mistura com um fosfolipideo (por exemplo,
fosfolipideos de ovo, fosfolipideos de soja ou lecitina de
soja) e &gua. Serd reconhecido gue outros ingredientes
podem ser adicionados, por exemplo, glicerol ou glicose,
para ajustar a tonicidade da emuls&do. Emulsdes adequadas
tipicamente conterdo até 20% de 6leo, por exemplo, entre 5
e 20%. A emulsdo de gordura pode compreender goticulas de
gordura entre 0,1 e 1,0 um, particularmente 0,1 e 0,5 um, e
tém um pH dentro do intervalo de 5,5 a 8,0.

As composicdes de emulsdes podem ser aquelas
preparadas misturando um antagonista de NGF (tal como um
anticorpo de factor de crescimento dos nervos) com
Intralipid™ ou os componentes do mesmo (6leo de soja,
fosfolipideos de ovo, glicerol e &gua).

Composicdes para inalacdo ou insuflacdo incluem
solucdes e suspensdes em solventes agquosos ou organicos
farmaceuticamente aceitdveils, ou misturas dos mesmos, e
pbdés. As composicdes ligquidas ou sdbdélidas podem conter
excipientes farmaceuticamente aceitédveis adequados conforme
determinado acima. Em algumas formas de realizacdo, as
composicdes sdo administradas pela via oral ou nasal
respiratdéria para efeito local ou sistémico. Composicdes em
solventes farmaceuticamente aceitédveis preferencialmente
estéreis podem ser nebulizadas por utilizacdo de gases.
Solucdes nebulizadas podem ser aspiradas diretamente do
dispositivo de nebulizacdo ou o dispositivo de nebulizacéo
pode ser fixado a uma mascara facial, dreno ou maguina de
respiracédo por pressdo positiva intermitente. Composicdes
em solucdo, suspensdo ou pd podem ser administradas,

preferencialmente por via oral ou por via nasal, a partir
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de dispositivos o0s quais libertam a formulacdo de uma
maneira apropriada.

A eficadcia do tratamento pode ser avaliada por métodos
de conhecimento geral na técnica.

KITS QUE COMPREENDEM ANTICORPOS E POLINUCLEOTIDOS DA
DIVULGACAO

A invencdo também proporciona um kit compreendendo um
anticorpo antagonista anti-NGF e instrucdes para
administrar o anticorpo antagonista anti-NGF a um individuo
tendo osteocartrite para utilizacdo na melhoria da funcéo
fisica no individuo. A invencdo também proporciona um kit
compreendendo um anticorpo antagonista anti-NGF e
instrucdes para administrar o anticorpo antagonista anti-
NGF a um individuo tendo osteocartrite para utilizacdo no
tratamento da dor, melhoria da funcdo fisica e melhoria da
rigidez no individuo. Por conseguinte, em algumas formas de
realizacdo, o0s kits compreendem um anticorpo E3. Em algumas
formas de realizacdo, o kit compreende qualquer anticorpo
descrito no presente documento.

Em outros aspetos, a divulgacdo proporciona kits que
podem ser usados para quaisquer dos métodos descritos no
presente documento, incluindo, por exemplo, para tratar um
individuo com dor (incluindo dor pds-cirtrgica, dor da
artrite reumatoide, e dor da osteoartrite). Os kits desta
divulgacéao estédo dentro de embalagem adequada, e
opcionalmente podem proporcionar componentes adicionais
tais como, tampdes e instrugdes para utilizacdo do
anticorpo nas utilizagbdes médicas. Em algumas formas de
realizacdo, os kits incluem instru¢des para tratar dor.
Noutras formas de realizacdo, o kit compreende um anticorpo
antagonista anti-NGF descrito no presente documento, e
instrucdes utilizacdo nas utilizacgdes médicas. Em algumas
das formas de realizacdo, o anticorpo antagonista anti-NGF
¢ anticorpo E3.

A divulgacdo também proporciona kits que compreendem
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um polinucledtido que codifica um polipéptido E3 conforme
descrito no presente documento. Em algumas formas de
realizacdo, o0s kits adicionalmente compreendem instrucdes
para utilizacdo do polinucledétido em quaisquer dos métodos
descritos no presente documento.
METODOS PARA AJUSTAR A AFINIDADE DE UM ANTICORPO E METODOS
PARA CARACTERIZAR UMA CDR

Desenvolveu-se um novo método para caracterizar uma
CDR de um anticorpo e/ou alterar (tal como por meio da
melhora de) a afinidade de ligacdo de um polipéptido, tal
como um anticorpo, denominado "mutagénese de varrimento de
bibliotecas". Geralmente, a mutagénese de varrimento de
bibliotecas funciona como se segue. Uma ou mais posicdes de
aminoacidos na CDR s&do substituidas com dois ou mais (tais
como 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 1le6, 17,
18, 19, ou 20) aminodcidos usando métodos reconhecidos na
técnica. Isto produz pequenas bibliotecas de clones (em
algumas formas de realizacdo, uma para cada posicdo de
aminodcido que ¢ analisado), cada um com uma complexidade
de dois ou mais membros (se dois ou mais aminoacidos sé&o
substituidos em cada posicdo). De modo geral, a biblioteca
também inclui um clone que compreende o aminodcido nativo
(ndo substituido). Um pequeno nUmero de clones, por
exemplo, cerca de 20 a 80 clones (dependendo da
complexidade da biblioteca), de cada biblioteca é rastreado
para afinidade de ligacdo ao polipéptido alvo, e sé&o
identificados candidatos com aumento da ligacdo, a mesma
ligacdo, 1ligacdo reduzida ou nenhuma ligacdo. Os métodos
para determinar a afinidade de ligacdo sdo de conhecimento
geral na técnica. Em algumas formas de realizacdo, a
afinidade de 1ligacdo ¢é determinada wusando analise de
ressonédncia de plasmdo superficial BIAcore, a qual deteta
diferencas na afinidade de ligacdo de cerca de 2 vezes ou
mais. BIAcore é particularmente Util quando o anticorpo de

partida j& liga com uma afinidade relativamente alta, por
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exemplo uma Kp de cerca de 10 nM ou menos. Rastreio usando
ressonéncia de plasmdo superficial BIAcore é descrita nos
Exemplos, no presente documento.

Em outras formas de realizacdo, a afinidade de ligacéo
é determinada usando Kinexa Biocensor, ensaios de
proximidade de <cintilacéo, ELISA, imunoensaio ORIGEN
(IGEN), extincéo de fluorescéncia, transferéncia de
fluorescéncia, e/ou apresentacdo de levedura. Em outras
formas de realizacdo, a afinidade de ligacdo é rastreada
usando um bicensaio adequado.

Em algumas formas de realizacdo, cada posicdo de
aminodcido numa CDR ¢ substituida (em algumas formas de
realizacdo, uma de cada vez) com todos os 20 aminodcidos
naturais usando métodos de mutagénese reconhecidos na
técnica (alguns dos quais sdo descritos no presente
documento). Isto gera pequenas bibliotecas de clones (em
algumas formas de realizacdo, uma para cada posicdo de
aminodcido que é analisada), cada uma com uma complexidade
de 20 membros (se todos os 20 aminoacidos s&do substituidos
em cada posicéo).

Em algumas formas de realizacdo, a biblioteca a ser
rastreada compreende substituig¢bes em duas ou mais
posicgdes, as quais podem estar na mesma CDR ou em duas ou
mais CDRs. Portanto, em algumas formas de realizacdo, a
biblioteca compreende substituicdes em duas ou mais
posic¢des numa CDR. Em outras formas de realizagdo, a
biblioteca compreende substituicdo em duas ou mais posicdes
em duas ou mais CDRs. Em ainda outras formas de realizacéao,
a biblioteca compreende substituicdo em 3, 4, 5, ou mais
posicdes, as referidas posicgcdes encontradas em duas, trés,
quatro, cinco ou seis CDRs. Em algumas formas de
realizacdo, a substituicdo é preparada usando coddes de
baixa redundéncia. Veja-se, por exemplo, o Quadro 2 de
Balint et al., (1993) Gene 137(1):109-18).

Em algumas formas de realizacdo, a CDR é CDRH3 e/ou
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CDRL3. Em outras formas de realizacdo, a CDR é uma ou mais
de 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 estendida.

Candidatos com optimizada ligacéo podem ser
sequenciados, deste modo identificando um mutante de
substituicdo de CDR o qual resulta em optimizada afinidade
(também denominada uma substituicdo "optimizada™). Por
exemplo, conforme demonstrado no Exemplo 1, a utilizacéo
deste método permitiu identificacéo de uma tnica
substituicdo a qual melhorou a ligacdo, mesmo quando umas
18 substituicdes diferentes estimadas na mesma posicdo de
aminodcidos resultaram em nenhuma ligacdo (isto &, perda da
funcdo do anticorpo). Candidatos que ligam também podem ser
sequenciados, deste modo identificando uma substituicdo de
CDR a qual conserva ligagéo.

Em algumas formas de realizacédo, sdo conduzidas
multiplas rodadas de rastreio. Por exemplo, candidatos
(cada um que compreende uma substituicdo de aminodcido numa
ou mais posicdo de uma ou mais CDRs) com optimizada ligacéo
também s&do Uteis para o desenho de uma segunda biblioteca
contendo pelo menos o aminodcido original e substituido em
cada posicdo de CDR optimizada (isto ¢&, ©posicdo de
aminodcido na CDR na gqual um mutante de substituicéo
apresentou ligacdo optimizada). A preparacdo, e rastreio ou
selecdo desta Dbiblioteca s&do discutidas adicionalmente
abaixo.

Mutagénese de rastreio de bibliotecas também
proporciona um meio para caracterizar uma CDR, na medida
que a frequéncia de clones com ligacdo optimizada, a mesma
ligacéao, ligacdo reduzida ou nenhuma ligacdo também
proporciona informacdo referente a importdncia de cada
posicdo de aminodcido para a estabilidade do complexo
antigénio-anticorpo. Por exemplo, se uma posicdo da CDR

conserva ligacdo gquando alterada para todos os 20
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aminodcidos, esta posicdo ¢ identificada como uma posicéo
que ¢é improvadvel de ser necessaria para ligacdo de
antigénio. Ao invés, se uma posicdo de CDR conserva ligacéo
em somente uma pegquena percentagem de substituicbdes, esta
posicdo é identificada como uma posicdo que ¢ importante
para a funcdo de CDR. Portanto, os métodos de mutagénese de
rastreio de Dbibliotecas geram informacdo referente as
posicdes nas CDRs qgue podem ser alteradas para muitos
aminodcido diferentes (incluindo todos os 20 aminoé&cidos),
e posicgdes nas CDRs as guais ndo podem ser alteradas ou as
quais somente podem ser alteradas para uns pPoucos
aminodcidos. Este aspeto é discutido e exemplificado no
Exemplo 1.

Em algumas formas de «realizacéo, candidatos com
optimizada afinidade sédo combinados numa segunda
biblioteca, a qual inclui o aminocadcido optimizado, o
aminoacido original nesta posicéo, e pode incluir
adicionalmente substituicdes adicionais nesta posicédo,
dependendo da complexidade da biblioteca que é desejada, ou
permitida usando o método de rastreio ou selecdo desejado.
Além disso, caso desejado, a posicdo do aminoéacido
adjacente pode ser randomizado para pelo menos dois ou mais
aminodcidos. A randomizacdo de aminocacidos adjacentes pode
permitir flexibilidade conformacional adicional no CDR
mutante, o qual pode, por sua vez, permitir ou facilitar a
introducdo de um grande numero de mutacdes optimizadas. Em
algumas formas de realizacéo, a biblioteca também
compreende substituicdo nas posigcdes gue ndo mostram
optimizada afinidade na primeira rodada de rastreio.

A segunda biblioteca é rastreada ou selecionada para
membros da biblioteca com afinidade de ligacdo optimizada
e/ou alterada usando qualquer método conhecido na técnica,
incluindo rastreio usando andlise de ressonédncia de plasméio
superficial BIAcore, e selecdo wusando qualquer método

conhecido na técnica para selecdo, incluindo apresentacéo
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de fago, apresentacdo de levedura, e apresentacdo de
ribossoma.

Vantagens dos métodos para ajustar a afinidade de um
anticorpo e caracterizar um CDR

Os métodos sdo Uteis para pré-rastreio de posicbes de
aminodcido de CDR de modo a identificar substituicdes de
aminodcidos que melhoram a ligacdo ou conservam a ligacéo.
A pré-identificacdo de importantes residuos, substituicdes
que melhoram a ligacdo e/ou substituigdes que conservam a
funcdo de anticorpos permite eficiente desenho e rastreio
de uma biblioteca de maturacdo de afinidade.

O presente método também é Util para caracterizar um
CDR, e proporciona informacdo completa referente a
importancia de cada posicdo de aminodcido numa CDR para
ligacdo a antigénio. O presente método também pode ser
usado para identificar substituig¢bdes que melhoram a
ligacéao.

A utilizacdo de pequenas bibliotecas, nas quais cada
posicdo pode ser randomizada (em algumas formas de
realizacdo, uma de cada vez), permite rastreio de mutantes
de substituicdo usando métodos sensiveis tais como BIAcore
0s quais proporcionam informacdo cinética pormenorizada.
Métodos de rastreio geralmente ndo sdo praticos quando sé&o
rastreadas Dbibliotecas maiores. Ao invés, métodos de
selecdo, tais como apresentacdo de fago, apresentacdo de
levedura, e apresentacdo de ribossoma, sdo comummente
usados para identificar clones que conservam ligacéo,
apresentacdo de fago e ensaios ELISA podem depender
fortemente da concentracdo da amostra de proteinas
preparada a partir do clone, e portanto tendem a ser
fortemente tendenciosos para clones gque tém aumento da
expresséo, aumento da estabilidade, ou reducédo da
toxicidade, ao invés de identificar clones com aumento da
afinidade de ligacdo. Além disso, diferencas no nivel de

expressdo dos clones podem mascarar pequenas melhoras na
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afinidade de ligacéo. Estas desvantagens séo
particularmente agudas gquando um anticorpo com alta
afinidade de ligacdo é usado como a material de partida,
porque devem ser usados niveis muito baixos de antigénio de
modo a rastreio ser suficientemente restringente.

Em contraste, os métodos da divulgacdo, tais como
randomizacdo em cada posicéo (em algumas formas de
realizacdo, uma posicdo de cada vez), permite introducdo e
caracterizacdo do efeito da substituicdo de, por exemplo,
todos os 20 aminocdcidos numa dada posicdo. Esta andlise
proporciona informacdo gquanto a como muitas substituicdes
numa dada posicdo sdo toleradas (isto &, conservam ligacéo
de anticorpo), a qual por sua vez, proporciona informacdes
relativas a importédncia de cada aminodcido para a funcdo do
anticorpo. Além disso, podem ser identificadas
substituicdes que resultam em ligacdo optimizada, mesmo sob
circunsténcias nas gquais muitas ou a maior parte das
substituicdes numa dada posicdo produzem anticorpos néo
funcionais (ndo ligantes). Em contraste, mutagénese de
varrimento de alanina, a qual ¢é comummente usada para
identificar posicdes de CDR importantes, proporciona
informacdo relativa a se a substituicdo da alanina permite
ou evita a ligacdo. Geralmente, posic¢cdes nas quais uma
substituicdo de alanina evita 1ligacdo s&o removidas da
biblioteca de maturacdo de afinidade. Em muitos casos, no
entanto, a alanina pode ser um substituto insatisfatdério na
posicdo de CDR.

Os presentes métodos também permitem identificacdo e
caracterizacdo do efeito de mutacgcbes de CDR 1nica. Em
contraste, métodos tais como apresentacéao de fago
introduzem e selecionam muitas mutacdes simultaneamente, e
deste modo aumentam potencialmente o risco de gque mutacgdes
positivas serdo mascaradas pela presenca de uma mutacdo
prejudicial presente num clone em particular.

Os presentes métodos também sdo Uteis para melhorar a
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afinidade ao mesmo tempo que conservando a especificidade
de ligacdo do anticorpo original (de partida), a medida que
0s presentes métodos permitam identificacdo de pequenos
numeros de mutacdes (por exemplo, 1, 2, 3, 4, ou 5 mutacdes
numa Unica CDR) gque resultam em optimizada afinidade de
ligacdo. Em contraste, métodos tais como apresentacdo de
fago tipicamente melhoram a afinidade de ligacdo usando
multiplas mutacdes de um a vez, as quais podem resultar em
mudanca da especificidade do anticorpo e/ou aumento
indesejavel da reatividade cruzada.

Os exemplos seguintes séo proporcionados para
ilustrar, mas ndo limitar, a invencédo.
EXEMPLOS
Exemplo 1: Humanizagdo e maturagdo de afinidade de
anticorpo antagonista anti-NGF de ratinho 911
A. Métodos gerais

Foram usados o0s seguintes métodos gerais neste
exemplo.
Produgdo de biblioteca

Bibliotecas foram geradas por mutagénese de cassete de
PCR com oligonucledtidos degenerados conforme descrito em
Kay et al. (1996), Phage display of peptids and proteins
laboratory manual, San Diego, Academic Press (veja-se,
paginas pg 277-291). O coddo de dopagem NNK foi usado para
randomizar uma posicdo de aminodcido para incluir 20
aminoacidos ©possiveis. Para randomizar uma posicdo de
aminodcido para incluir somente um subgrupo de aminodcidos
com propriedades especificas, coddes de dopagem foram
usados conforme descrito em Balint et al., (1993) Gene
137(1):109-18). Foi realizada mutagénese 1local dirigida
usando PCR recombinante conforme descrito em Innis et al.,
(1990) PCR protocols: A guide to methods and applications
(veja-se, pp. 177-183).
Preparacdo de Fab em pequena escala

A expressdo em pequena escala em placas de 96
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cavidades foi otimizada para rastreio de bibliotecas de
Fab. Iniciando a partir de E. coli transformada com uma
biblioteca de Fab, foram escolhidas coldénias para inocular
tanto uma placa mestre (agar LB+Ampicilina (50 npg/ml) + 2%
de Glicose) e uma placa de trabalho (2 ml/poco, 96
poco/placa que contém 1,5 ml de LB+Ampicilina (50 upg/ml) +
2% de Glicose). Ambas as placas foram cultivadas a 30 °C
por 8-12 horas. A placa mestre fol armazenada a 4 °C e as
células da placa de trabalho foram sedimentadas a 5000 rpm
e ressuspensas com 1 ml de LB+Ampicilina (50 pg/ml)+ 1 mM
de IPTG para induzir a expressdo de Fabs. As células foram
colhidas por centrifugacdo depois de tempo de expressdo de
5 h a 30 °C, em seguida ressuspensas em 500 pL de tampdo
HBS-EP (tampdo de 100 mM de HEPES pH 7,4, 150 mM de NaCl,
0,005% de P20, 3 mM de EDTA). Foi obtida lise de células
ressuspensas em HBS-EP por um ciclo de congelamento (-80
°C) em seguida degelando a 37 °C. Os lisados celulares
foram centrifugados a 5000 rpm por 30 min para separar
fragmentos celulares de sobrenadantes contendo Fabs. Os
sobrenadantes foram em seguida injetados no equipamento de
ressonédncia de plasmdo BIAcore para obter informacdo de
afinidade para cada Fab. Clones que expressam Fabs foram
resgatados da placa mestre para sequenciar o ADN e para
producdo de Fab em grande escala e caracterizacéo
pormenorizada conforme descrito a seguir.
Preparacdo de Fab em grande escala

Para obter parémetros cinéticos pormenorizados, Fabs
foram expressos e purificados de grandes culturas. Frascos
de Erlenmeyer contendo 200 ml de LB+Ampicilina (50 pg/ml) +
2% de Glicose foram inoculados com 5 ml de cultura de um
dia para o outro de um clone de E. coli expressando Fab
selecionado. Os clones foram incubados a 30 °C até uma
ODssopn  de 1,0 ser atingida e em seguida induzidos
substituindo o meio por 200 ml, de LB+Ampicilina (50 pg/ml)
+ 1 mM de IPTG. Depois de tempo de expressdo de 5 horas a
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30 °C, as células foram sedimentadas por centrifugacdo, em
seguida ressuspensas em 10 ml de PBS (pH 8). A lise das
células foi obtida por dois ciclos de congelamento /
descongelamento (a -80 °C e 37 °C, respetivamente). O
sobrenadante dos lisados celulares foi carregado sobre
colunas de Ni-NTA superflow sepharose (Qiagen, Valencia.
CA) equilibradas com PBRS, pH 8, em seguida lavadas com 5
volumes de coluna de PBS, pH 8. Fabs individuais eluidos em
diferentes fracdes com PBS (pH 8) + 300 mM de Imidazol.
Fractes que contém Fabs foram reunidas e dialisadas em PBS,
em seguida quantificadas por ELISA antes de caracterizacédo
de afinidade.
Preparacgdo de anticorpo total

Para expressdo de anticorpos totais, regides variaveis
de cadeia pesada e leve foram clonados em 2 vetores de
expressdo de mamiferos (Eb.911.E3 ou Eb.pur.911.3E para
cadeia leve e Db.911.3E para cadeia pesada; descritos no
presente documento) e transfetados usando lipofectemina em
células HEK 293 para expressdo transitdéria. Os anticorpos
foram purificados usando proteina A usando métodos padréo.
Ensaio Biacore

As afinidades de Fabs anti-NGF e anticorpos
monoclonais foram determinadas usando o sistema de
ressonédncia de plasmdo superficial BIAcore3000™ (SPR)
(BIAcore, INC, Piscaway NJ). Chips CM5 foram ativados com
cloridrato de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropilo) -
carbodiimida (EDC) e N-hidroxisuccinimida (NHS) de acordo
com as instrucdes do fornecedor. NGF humano foi diluido em
10 mM de acetato de sédio pH 4,0 e injetado sobre o chip
ativado numa concentracdo de 0,005 mg/ml. Usando tempo de
fluxo wvariavel através dos canais de chips individuais,
foram obtidos dois intervalos de densidade de antigénio:
100 a 200 unidades de resposta (RU) para estudos cinéticos
pormenorizados e 500 a 600 RU para ensaios de rastreio. O

chip foi bloqueado com etanolamina. Estudos de regeneracéo
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mostraram que uma mistura de tampdo de elutriacdo Pierce
(Produto N° 21004, Pierce Biotechnology, Rockford, IL) e 4
M de NaCl (2:1) removeu de modo eficaz o Fab ligado ao
mesmo tempo mantendo a atividade de hNGF sobre o chip por
mais de 200 injecdes. Tampdo HBS-EP (0,01 M de HEPES, pH
7,4, 0,15 NaCl, 3 mM de EDTA, 0,005% de Tensioactivo P29)
foi wusado como tampdo de funcionamento para todos os
ensaios BIAcore.
Ensaio de rastreio

Um ensaio de rastreio BIAcore foi otimizado para
determinar a afinidade de clones Fab de bibliotecas. Os
sobrenadantes de pequenos Usados de cultura foram injetados
em 50 pl/min por 2 min. Foram usados tempos de dissociacdo
de 10 a 15 minutos para determinacdo de um Unico indice de
dissociacéo exponencial (Kors) usando software de
BIAevaluation. Amostras que mostraram indices Kqee dentro do
mesmo alcance que o modelo usado para criar a biblioteca
(clone 8L2-6D5, Ko 1x1077 g7 foram injetados para
confirmacdo e tempos de dissociacdo de até 45 min foram
permitidos para obter melhores valores de Kqsr. Clones
apresentando valores optimizados de (menores) Kysr foram
expressos em grande escala e parametros cinéticos totais,
kon e Kore, foram determinados sobre proteina purificada. O
ensaio foi capaz de detetar diferencas em afinidade que
foram de cerca de 2 vezes ou maiores.
Ensaio de determinacdo de afinidade

Diluicdes seriais (0,1-10x Kp estimada) de amostras de
Fab purificadas foram injetadas por 1 min a 100 pL/min e
foram permitidos tempos de dissociacdo de até 2h. As
concentracdes das proteinas Fab foram determinadas por
ELISA e/ou eletroforese SDS-PAGE usando como um padrdo um
Fab de concentracdo conhecida (conforme determinado por
andlise de aminodcidos). 0Os indices de associacdo cinética
(kon) e indices de dissociacéo (Korg) foram obtidos

simultaneamente por meio do ajuste dos dados para um modelo
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de ligacdo de Langmuir a 1:1 (Karlsson, R. Roos, H.
Fagerstam, L. Petersson, B. (1994). Methods Enzymology 6.
99-110) wusando o programa de BIAevaluation. Os valores da
constante de dissociacéo de equilibrio (Kp) foram
calculados como Kore/kon.
B. Humaniza¢do e maturagdo de afinidade de anticorpo
antagonista anti- NGF de ratinho 911

O anticorpo antagonista anti-NGF de ratinho, 911
(veja-se Hongo et al., (2000) Hybridoma 19(3):215-227) foi
selecionado por humanizacdo e maturacdo de afinidade. Mab
911 liga NGF humano e de rato com alta afinidade e néo
apresenta reatividade cruzada significativa com as
neurotrofinas NT3, NT4/5 ou BDNF. Veja-se Hongo, id. A
afinidade do fragmento Fab clivado com papaina de ratinho
Mab 911 foi determinada wusando anadlise BIAcore conforme
descrito acima. O fragmento Fab clivado com papaina de Mab
911 de ratinho ligou NGF humano com uma Kp de cerca de 10
nM.

Humanizacdo e maturacdo de afinidade foram conduzidas
em varias etapas, como se segue:
(1) Preparagdo de modelo enxertado com CDR. As CDRs
estendidas de cadeia leve do anticorpo 911 (isto ¢,
incluindo tanto as regides CDR de Kabat e de Chothia) foram
enxertadas nas sequéncias aceitadoras da linha germinal
humana 08 com JK2 e as CDRs de cadeia pesada estendidas do
anticorpo 911 foram enxertadas na sequéncia aceitadora da
linha germinal humana VH4-59 com JH4. As sequéncias de
aminodcidos das sequéncias aceitadoras da linha germinal
humana s&o mostradas nas Figuras 1A e 1B. A numeracdo de
aminodcidos é sequencial. Usando as estruturas de proteina
mencionadas acima foram desenhadas sequéncias de ADN para
genes sintéticos que codificam a estrutura humana com as
CDRs murinas. Estes dominios variédveis humanizados de
cadeia ©pesada e leve foram denominados hVH e hVL

respetivamente. Os coddes foram otimizados para E. coli e
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utilizacéo em hamster. Varios oligonucledtidos de
sobreposicdo (69 a 90 bases de extensdo) estendendo-se toda
a extensdo do hVL e hVH com dois iniciadores flanqueantes
curtos para cada cadeia foram usados ©para sintetizar
separadamente 0s dois genes por PCR recursiva
essencialmente conforme descrito em Prodromou et al.,
(1992) Protein Eng 5(8): 827-9. Fragmentos de  ADN
resultantes da extensdo correta foram purificados por gel e
em seguida clonados num plasmideo de expressdo bicistrédnico
de E. coli (resistente a ampicilina). A expressido dos
anticorpos estava sob controlo de um promotor lacZ
indutivel por IPTG semelhante ao descrito em Barbas (2001)
Phage display: a laboratory manual, Cold Spring Harbor, NY,
Cold Spring Harbor Laboratory Press (veja-se Vector
pComb3X, na pg 2.10), no entanto, modificac¢des incluiram
adicdo e expressdo dos seguintes dominios adicionais: o
dominio constante de cadeia leve Capa humano (veja-se N° de
Acesso do GenBank CAA09181) e o dominio constante CHI de
imunoglobulina humana IgG2a (N° de Acesso do GenBank
P01859).

As sequéncias de aminoacidos das regides variaveis do
anticorpo enxertado com CDR (também denominado o "modelo"),
denominado 8L2- 4D5, também sdo mostradas nas Figuras 1A e
1B. A afinidade de 8L2-4D5 foi determinada usando analise
BIAcore conforme descrito acima. 8L2-4D5 1ligou-se a NGF
humano com uma Kd de cerca de 38 nM.

(2) Introdugdo de uma mutagdo de ponto na sequéncia de
estrutura. A substituicdo V71K foi introduzida na cadeia
pesada enxertada com CDR usando mutagénese local dirigida
por PCR recombinante conforme descrito em Innis et al.,
(1995) PCR strategies. San Diego, Academic Press. Esta
substituicdo substituiu o residuo de estrutura humana com o
residuo de estrutura de ratinho correspondente. O anticorpo
resultante foi denominado 8L2-6D5, e a sequéncia de

aminoacidos da regido variavel de cadeia pesada de 8L2-6D5
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¢ mostrada na Figura 1A. A afinidade de 8L2-6D5 foi
determinada usando anadlise BIAcore conforme descrito acima.
O fragmento Fab de 8L2-6D5 ligou NGF humano com uma Kd de
cerca de 15 nM. 8L2- 6D5 foi escolhido como modelo para
maturacdo de afinidade.

(3) Humanizacdo e maturacdo de afinidade de CDRs L1, L2, H1
e H2., As CDRs L1, L2, Hl1 e H2 foram submetidas a
humanizacdo e maturacdo de afinidade. Foram identificadas
posicdes de aminodcidos nas CDRs L1, L2, Hl, e H2 que né&o
sdo essenciais para a estrutura das CDRs com base na
estrutura candénica de Chothia (veja-se Al-Lazikani et al
(1997) J. Mol. BRiol. 273(4):927-48); e submetidas a
randomizacdo como sSe  segue. Duas bibliotecas foram
preparadas contendo as mutacdes de cadeia leve ou mutacdes
de cadeia pesada mostradas no Quadro 2, e a CDR L3
enxertada (de ratinho) ou CDR H3, respetivamente, usando
mutagénese de cassete de PCR com oligonucledtidos
degenerados conforme descrito em Kay et al. (1996), Phage
display of peptides and proteins: a laboratory manual, San
Diego, Academic Press, usando coddes de dopagem conforme
descrito em Balint et al., (1993) Gene 137(1):109-18).
Geralmente, o0s residuos aminocdcidos foram alterados para
residuos que s&do0 mais comuns em anticorpos humanos, com
base em alinhamentos das sequéncias de aminodcidos de
cadeia pesada e de cadeia 1leve do anticorpo 911 com
sequéncias de anticorpo de linha germinal humana. O residuo
de aminoé&cido tipo selvagem (ndo substituido) também foi
representado na biblioteca com a excecdo do residuo CDR H2
50, uma metionina, na qual a metionina tipo selvagem né&o
estava representada na biblioteca. Residuos metionina sé&o
submetidos a oxidacédo; portanto, espera-se que a
substituicdo do residuo melhore a estabilidade do anticorpo
resultante. As bibliotecas de Fabs foram clonadas no vetor
pComb3X mais as regides CH1 e Ck humanas, conforme descrito

acima.



1. Biblioteca
cadeia pesada:
CDR-H1

H1/H2
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de

I34 foi alterado para F, L,
VI SI PI T[ A, ou I
CDR-H2
2. Biblioteca L1/L2 de
cadeia leve
CDR-L1
CDR-L2
Para experiéncias

Quadro 2:

N35 foi alterado para N,

S, ou Y
M50 foi

os 20 aminodcidos naturais

T,

alterado para todos

A62 foi alterado para A ou S

L63 foi alterado para L ou V

S26 foi
VvV, ou F
D28 foi
S, ou Y
H32 foi
K, D, E,

Y50 foi
A, ou S
I51 foi
A, ouV

alterado

alterado

alterado
Q, ouyY

alterado

alterado

para

para

para

para

para

L,

T,

F54 foi alterado para F ou L

S56 foi alterado para S e T

rastreio

de

afinidade,

cada

biblioteca foi adicionalmente emparelhada com a cadeia leve

ou pesada enxertada com CDR correspondente

(por exemplo,

a

biblioteca H1/H2 foi emparelhada com cadeia leve enxertada

com CDR),

o anticorpo foi expresso,

e a afinidade a NGF
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humano dos c¢lones individuais foi rastreada usando ©
sistema de ressondncia de plasmido superficial (SPR) BIACORE
(BIAcore, Inc. Piscataway, NJ) de acordo com as instrucdes
do fabricante e conforme descrito acima. Foram determinados
Kore, kon € Kp. Clones de anticorpos foram classificados com
base nos indices de K., uma vez que geralmente a maior
parte das variac®es na afinidade ¢é wvista nos indices de
Kore, € adicionalmente porque os indices de Kgse Sé0
independentes da concentracdo de anticorpos.

A sequéncia de clones que se ligou foi determinada e a
sequéncia de clones que se ligou é mostrada no Quadro 3.
Quadro 3: Sequéncias de aminoacidos L1 e L2, sequéncias de

aminodcidos H1 e H2, e dados cinéticos para clones que se
ligaram depois do rastreio de afinidade de clones das
bibliotecas H1/H2 ou L1/L2.

Dados
cinéticos de

1-2 mutantes

de CDR
Clones de |[sequéncia de AA| sequéncia de |Koer (8- |*kyq (nM)
biblioteca CDRL1 AA CDRLZ2 1)
de cadeia
leve
Emparelhados
com cadeia
pesada 8L2
8L2-6D5 RASQDISNHLN YISRFHS (SEQ **le-3 25
(controlo) [(SEQ ID NO: 12) ID NO: 13)
L129 RASQSISNNLN YTSRFHS (SEQ 4,5e-4 11
(SEQ ID NO: 18) ID NO: 19)
L.208 RASQYISNHLN YTSRFHS (SEQ 4,0e-4 11
(SEQ ID NO: 20) ID NO: 21)
L97 RASQSISNQLN YVSRFHS (SEQ 5, 6e-4 14

(SEQ ID NO: 22) ID NO: 23)
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Dados
cinéticos de
1-2 mutantes
de CDR
L8l RAFQAISNQLN YISRFHT (SEQ 7,4e-4 18
(SEQ ID NO: 24) ID NO: 25)
Lo RAFQSISNQLN YASRFHS (SEQ 8,2e-4 20
(SEQ ID NO: 26) ID NO: 27)
Clones de |sequéncia de AA| sequéncia de |Kysr (s- *Kd
biblioteca CDRH1 AA CDRH2 1) (nM)
de cadeia
pesada
Emparelhados
com Cadeia
leve 6D5
8L2-6D5 GFSLIGYDIN (SEQ|MIWGDGTTDYNSAL le-3 25
(controlo) ID NO: 9) (SEQ ID NO:
10)
H109 GFSLIGYDSN (SEQ|IIWGDGTTDYNSAL| 1, ce-4 4
ID NO: 28) (SEQ ID NO:
29)
Dados
cinéticos de
1-2 mutantes
de CDR
H19 GFSLIGYDLN (SEQ|IIWGDGTTDYNSAV | 2,4e-4 6
ID NO: 30) (SEQ ID NO:
31)
H222 GFSLIGYDVT (SEQ|GIWGDGTTDYNSAV | 3, 8e-4 9,5
ID NO: 32) (SEQ ID NO:
33)
H225 GFSLIGYDVT (SEQ|GIWGDGTTDYNSSV| 3, 8e-4 9,5
ID NO: 34) (SEQ ID NO:
35)
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Dados
cinéticos de
1-2 mutantes
de CDR
H18 GFSLIGYDAT (SEQ|GIWGDGTTDYNSAV | 4,2e-4 10,5
ID NO: 36) (SEQ ID NO:
37)
HS GFSLIGYDVS (SEQ|IIWGDGTTDYNSSV| 4,1e-4 10,2
ID NO: 38) (SEQ ID NO:
39)
H227 GFSLIGYDIS (SEQ|QIWGDGTTDYNSSV| 5, 4e-4 13,5
ID NO: 40) (SEQ ID NO:
41)
H17 GFSLIGYDAS (SEQ|GIWGDGTTDYNSSV (6,1 e-4 15,2
ID NO: 42) (SEQ ID NO:
43)
H28 GFSLIGYDST (SEQ|SIWGDGTTDYNSAL| 7,5e-4 18,7
ID NO: 44) (SEQ ID NO:
45)

AA em negrito foram randomizados conforme indicado acima
*KD calculada usando k., 4ed4 M 's™!
**Por conveniéncia, e conforme usado no presente

documento, denota "x10." Portanto, 4ed de modo

intercambiavel significa 4x10°.

CDRs contendo as seguintes substituic¢des conservaram a
ligacéo:
CDR-H1
I34: s, L, V, I e A ligados.
N35: N, T e S ligados.
CDR-H2
M50: M, I, G, Q, S, L ligados.
A62: A e S ligados.
L63: L e V ligados.
CDR-L1
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526: S
D28: D, S, A, Y ligados.
H32: H, N, Q ligados.
CDR-L2
Y50: Y ligado.
151:1, T, V, A, ligados.
F54 : F ligado
S56: S e T ligados

CDRs que contém as seguintes substituicdes foram

, e F ligados.

selecionadas geralmente com base na afinidade de ligacédo e
combinadas num uUnico clone, denominado H19-L129:

CDR-H1: I34L: N35N (sem alteracéao)

CDR-H2: M50I; A62A (sem alteracdo); Lo63V

CDR-L1: S26S (sem alteracdo); D28S; H32N

CDR-L2: Y50Y (sem alteracdo); 151T; F54F (sem alteracédo);
S556S (sem alteracdo)
Estas mutacdes foram combinadas (por meio da amplificacéo
das cadeias H e L por PCR, cortando os produtos de PCR e
vetor (pRN8) com enzima de vrestricdo e realizando wuma
ligacdo de 3 fragmentos) num uUnico clone, denominado HI19-
L129, o gual também incluiu as CDRs H3 e L3 enxertadas. A
sequéncia das regides varidveis de cadeia pesada e de
cadeia leve de H19- L129 é mostrada nas Figuras 1A e 1B, e
0 Quadro 4 mostra a sequéncia de aminoadcidos das CDRs L1,
L2, H1 e H2. H19-L129 ligou NGF com uma KD de cerca de 1
nM, conforme determinado usando andlise BIAcore conforme

descrito no presente documento.
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Quadro 4: Sequéncia de aminoédcidos de CDRs H1, H2, L1 e L2

e dados cinéticos para clone combinado H19-L129.

Clone de CDRL1 CDRH1 CDRL2 CDRH2 Koss *Kp
combinacédo: sequéncia de sequéncia de (s-1) (nM)
mutacdes em AA AA
CDRs H1, H2,

L1, L2
H19-1L129 CDR-L1: CDRL2: YTSRFHS|1,1 e-4 3,5
RASQSISNNLN (SEQ ID NO:
(SEQ ID NO: 19)
18) CDR HI: CDR-H2:
GFSLIGYDLN ITWGDGTTDYNSAV
(SEQ ID NO: (SEQ ID NO:
30) 31)

*KD calculada usando k., 4e4 M'g™

(4) Maturacdo por afinidade de CDRs H3 e L3. A maturacédo de
afinidade das CDRs H3 e L3 foi realizada em duas etapas.
Primeiro, num processo denominado "mutagénese de varrimento
de bibliotecas", cada residuo de aminoacido em H3 e L3 foi
individualmente pré-rastreado de modo a identificar
posic¢cdes de aminodcido nas gquais uma mutacdo resultou em
aumento da afinidade de ligacdo para NGF humano. Com base
nos resultados da mutagénese de varrimento de bibliotecas
(também denominada "anédlise por randomizacdo de biblioteca
pequena"), um subgrupo de posicdes de aminodcidos em H3 e
L3 foram selecionadas para preparacdo da biblioteca de
maturacdo de afinidade, e a biblioteca de maturacdo de
afinidade foi rastreada para afinidade a NGF humano usando
anadlise BIAcore conforme descrito no presente documento.
Reconhece-se que estas técnicas podem ser aplicadas de modo
geral.
(a) Mutagénese de varrimento de bibliotecas

Cada posicdo de aminodcido nas CDRs H3 e L3 foi

individualmente pré-rastreada para substituicdes as quais
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resultaram em aumento da afinidade de ligacdo a NGF humano.
A frequéncia das substituicbes de aminodcidos em qualquer
dada posicdo que resultou em ligacdo optimizada, na mesma
ligacdo, pior ligacdo ou nenhuma ligacdo proporcionou
informacdo relativa a posicdes nas CDRs gque podem ser
alteradas para muitos aminoadcidos diferentes (incluindo
todos os 20 aminodcidos), e posicdes nas CDRs as guais néo
podem ser alteradas ou as quais podem ser somente alteradas
por uns poucos aminodcidos. Também foram identificadas
substituicdes de aminodcidos resultando em aumento da
afinidade de ligacdo. Com base nos resultados deste
rastreio, um subgrupo de posicdes de aminoadcido nas CDRs H3
e L3 foram selecionadas para preparacdo de uma biblioteca
de maturacdo de afinidade.

Foram preparadas bibliotecas de Fab individuais nas
quais cada aminodcido das CDRs L3 e H3 foi randomizado para
todos o0s 20 aminodcidos, um de cada vez, resultando em
varias (5 bibliotecas para a cadeia leve 13 bibliotecas
para a cadeia pesada) pequenas bibliotecas, cada com uma
complexidade de 20 possibilidades de aminoacidos em cada
posicdo de aminoadcido. Em todos os casos, o aminoacido
nativo (isto &, inalterado) foi representado na biblioteca.
As bibliotecas foram preparadas por mutagénese de cassete
de PCR com oligonucledétidos degenerados conforme descrito
em Kay et al. (1996), Phage display of Peptides and
Proteins: a laboratory manual, San Diego, Academic Press,
usando o coddo de dopagem NNK para randomizar uma posicéo
de aminoédcido para incluir 20 aminoédcidos possiveis. O 8L2-
©6D5 (o anticorpo enxertado com CDR, tendo a mutacdo de
estrutura V71K) serviu como o modelo para construcdo da
biblioteca porque a menor afinidade do anticorpo enxertado
com CDR permitiu detecdo mais fécil de diferencas na
afinidade em mutantes H3 e L3 durante o rastreio. Portanto,
cada membro de uma biblioteca continha uma CDR3 (ou H3 ou

L3) com uma sSubstituicdo de aminoéacido, e 5 CDRs
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enxertadas.

20 a 80 <clones de <cada biblioteca pegquena foram
rastreados usando anadlise BIAcore conforme descrito no
presente documento. As amostras foram analisadas
simultaneamente por BIAcore por afinidade de ligacdo a NGF
num canal do chip BIAcore e para presenca de Fab por
ligacdo a um anticorpo penta- histag em outro canal do chip
sensor, para detetar a etiqueta his no C terminal da cadeia
pesada. Clones que expressavam proteina foram classificados
como tendo a mesma afinidade, pior afinidade, melhor
afinidade ou nenhuma ligacdo, usando Kgsr para classificar:
Os resultados desta anédlise sdo mostrados no Quadro 5.

Quadro 5. Clones gque expressaram proteina foram
classificados como tendo a mesma afinidade, pior afinidade,

melhor afinidade ou nenhuma ligacdo, com base na Koff.

mutacado melhor mesmo > Pior > Nenhuma Percentagem de
le-3< le-3, 2e-3 ligacéao AAs que
2e-3< conservam a

capacidade de

ligacéao
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%
H Y100X 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%
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mutacdo melhor mesmo > Pior > Nenhuma Percentagem de
le-3< le-3, 2e-3 ligacéao AAs que
2e-3< conservam a

capacidade de

ligacéao
H S105X 10% 25% 26% 39% 35%
H Y106X 75% 25% 75%
H Y107X 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 o0s clones com optimizada
afinidade foi determinada, revelando a frequéncia e a
identidade de substituig¢des de aminodcidos que resultaram
em aumento da afinidade. Além disso, uns poucos clones gue
conservaram uma afinidade semelhante ao clone 8I2-6D5 foram
selecionados a partir de cada biblioteca, de modo a
determinar substituicgdes de sequéncias de aminocacidos gque
foram permitidas numa dada posicgéo, muito embora a
substituicéo nao tenha necessariamente aumentado a
afinidade de 1ligacdo. Os resultados desta anédlise séo
resumidos no Quadro 6.

Quadro 6.

mutacées CDR H3 Kore (s-1) |Kg* (nM)

(modelo 8L2-6D5, incluindo anticorpo 911 CDR-H3 1E-3 25

sequéncia de aminoacidos: GGYYYGTSYYFDY (SEQ ID NO:

11)

Y100L 1,2E-3 30
Y100R 1,1E-3 27
Y101W 5, 6E-4 14
G103A 1,6E-4 4
T1043 2,2E-3 55

S105A 5,1E-4 13
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mutacées CDR H3 Kore (8-1) [Kg* (nM)
(modelo 8L2-6D5, incluindo anticorpo 911 CDR-H3 1E-3 25
sequéncia de aminoacidos: GGYYYGTSYYFDY (SEQ ID NO:

11)

S105T 6,4E-4 16
Y106R 1,6E-3 40
Y106T 2,0E-3 50
Y106M 2,7E-3 67
Y107F 1,4E-3 35
F108W 1,22E-3 30
D10SN 1,5E-3 37
D109G 1E-3 25
Y110K 1,4E-3 35
Y110S 1,5E-3 37
Y110R 1,6E-3 40
Y110T 1,7E-3 42
mutacées CDR L3 Koee (8-1) [Kd (nM)
(modelo 8L2-6D5, incluindo CDR-L3 sequéncia de 1E-3 25
aminoacidos (ndo substituidos) selvagem :QQSKTLPYT

(SEQ ID NO: 14)

S91E 2,5E-4 6
Y96R 1,7E-3 42

*KD calculada usando k., 4e4 Mlsg™?

Vadrias mutacdes
ligacdo. Pelo menos

afinidade de ligacéo

com o modelo 8L2-6D5:
(SEQ ID NO: 46)); H SI105A (CDR sequéncia GGYYYGTAYYFDY
H S105T
(CDR sequéncia GGYYYATSYYFDY

ID NO: 47));
NO: 48)); H G103A
49); e L S91E

Os resultados

(CDR sequéncia QQEKTLPYT

desta

resultaram em aumento da afinidade de

as seguintes mutacdes resultaram em
significativamente aumentada comparada
(H YI0IW (CDR sequéncia GGYWYGTSYYEDY
(SEQ
(CDR sequéncia GGYYYGTTYYFDY (SEQ ID
(SEQ ID NO:
(SEQ ID NO: 50)).
foram wusados

experiéncia para

orientar a selecdo de posicgdes de aminodcido para producéo
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das bibliotecas de maturacdo de afinidade.

Esta experiéncia também proporcionou informacéio
relativa a frequéncia de substituicdes de aminodcidos em
qualquer dada posicdo que resultou em ligacdo optimizada,
na mesma ligacdo, pior ligacd&o ou nenhuma ligacdo, conforme
mostrado no Quadro 5. Esta informacdo permitiu a
identificacdo de posicgdes de aminodcidos nas CDRs que podem
ser alteradas para muitos aminodcidos diferentes (incluindo
todos os 20 aminoacidos), e posicdes nas CDRs as quais
podem ser alteradas para uns poucos aminodcidos ou muito
poucos aminodcidos (em algumas formas de realizacdo, nenhum
aminoacido) . Estes resultados também demonstraram
substituicdes de aminodcidos que aumentaram a afinidade de
ligacéo.

(b) Maturacdo de afinidade

Em seguida, os resultados da anédlise por randomizacdo
de bibliotecas pequenas (acima) foram usados para
selecionar residuos para produc¢do das bibliotecas H3 e L3
para maturacgdo de afinidade das CDRs H3 e L3. Os residuos
Y10l e G103 de CDR H3 e os residuos S91 e K92 de CDR L3
foram selecionados para producdo das bibliotecas H3 e L3
para maturacdo de afinidade das CDRs H3 e L3.

Esta biblioteca combinou mutacdes em H3 e L3 ao mesmo
tempo no clone 8L2-6D5 enxertado em CDR, e separadamente no
fundo de H19-1L129, e teve uma diversidade de 80 clones
diferentes. O Quadro 7 mostra os residuos aminoacidos
selecionados para substituicdo e os aminoacidos que foram
substituidos em cada posicgédo.

Quadro 7. Residuos aminocdcido em 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-se
que C foi incluido porque a utilizacdo do

coddo TRS num oligonucledétido degenerado



CDR-L3:

Cada

afinidade para NGF humano de

polipéptido
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também gerou o coddo C).
G103 foi alterado para A, P, S

S91 foi alterado para E.

K92 foi alterado para todos o0s vinte
aminoacidos. A, R, K, e H ligados.
foi expresso como um Fab, e a

96 clones individuais foi

rastreada para cada biblioteca usando andlise BIACORE de

acordo com as instrucdes do fabricante e descrita acima. Os

resultados desta andlise sdo mostrados no Quadro 8.

(SEQ ID NO: 60))

Quadro 8.
MUTACOES DE COMBINACAO CDR L3 H3 Koes (s—-1) [Kp* (nM)
(modelo 8L2-6D5) 1E-3 25
L S91E; L K92A (CDR sequéncia QQEATLPYT (SEQ5,5E-4 13
ID NO: 51))
H Y101W; HJ3103A (CDR sequéncia GGYWYATSYYFDY
(SEQ ID NO: 52))
L S91 E; L K92R (CDR sequéncia QQERTLPYT (SEQl,0E-4 25
ID NO: 53))
H Y101W; H Gl03A (CDR sequéncia GGYWYATSYYFDY
(SEQ ID NO: 54))
MUTACOES DE COMBINACAO CDR L3 H3 (modelo H19-[k.er(s-1) [KD* (nM)
1129, H1H2L1L2 maturado) 1,1 e-4
L S91 E; L K92H (CDR sequéncia QQEHTLPYT (SEQ[L,2E-5 0,3
ID NO: 55))
H Y101W; H Gl03A (CDR sequéncia GGYWYATSYYFDY
(SEQ ID NO: 56)) (CLONE E3)
L S91 E; L K92S (CDR sequéncia QQESTLPYT (SEQ|4,7E-5 1,1
ID NO: 57))
H Y101w; H G103S (CDR sequéncia GGYWYSTSYYFDY
(SEQ ID NO: 58))
L S91 E; L K92K (CDR sequéncia QQEKTLPYT (SEQRE-5 0,5
ID NO: 59))
H Y101Y; H Gl103A (CDR sequéncia GGYYYATSYYFDY
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MUTACOES DE COMBINACAO CDR L3 H3 Koee (s—1) [Kp* (nM)
(modelo 8L2-6D5) 1E-3 25

L S91 E; L K92R (CDR sequéncia QQERTLPYT (SEQ[L,4E-5 0,35

ID NO: 61))

H Y101W; H G103A (CDR sequéncia GGYWYATSYYFDY
(SEQ ID NO: 62)) (CLONE 3C)

L S91 E; L K92R (CDR sequéncia QQERTLPYT (SEQ[l,5E-5 0,37
ID NO: 63))

H Y101Y; H G103A (CDR sequéncia GGYYYATSYYFDY
(SEQ ID NO: 64))

1

*KD calculada usando k., 4ed Mls”

Com base na afinidade de ligacdo, os melhores clones,
E3 (de modo intercambidvel denominado "3E") e 3C, foram
selecionados para caracterizacdo adicional. E3 compreendeu
as seguintes substituicdes de CDR: CDR-H3: Y101W, G103A; e
CDR-L3: S91E. KO92H, as quais foram combinadas num unico
clone o qual também incluiu as seguintes mutag¢des L1, L2,
H1 e H2:

CDR-H1: I34L;
CDR-H2: M50I; L63V;
CDR-L1: D28S; H32N;
CDR-12: I5I1T.

A sequéncia das regides varidveis de cadeia pesada e
de cadeia leve de E3 é mostrada nas Figuras 1A e 1B. 3C
compreendeu as seguintes substituicdes de CDR: CDR-L3:
S91E; KO92R; CDRH3: Y101W; G103A, as quais foram combinadas
num UGnico clone o qual também incluiu as seguintes mutacdes
L1, L2, Hl1 e H2 descritas para o clone 3E.

As sequéncias 3E e 3C foram clonadas em vetores de
expressdo de mamifero para producdo de Fab e anticorpo
total, e expressas em células HEK293 e purificadas usando
Ni-NTA ou cromatografia de proteina A. Proteina pura foi
precisamente quantificada por andlise de aminoécidos.

As afinidades de ligacdo a NGF humano dos Fabs E3 e 3C
foram medidas wusando analise BIAcore de acordo com as

instrucdes do fabricante e conforme descrito acima, exceto
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que 100 RU NGF foi usado sobre o chip para prevenir um
efeito de religacdo. Em resumo, vVarias concentracdes de
anticorpos (Fabs) foram injetados por 2 minutos sobre um
chip CM5 com 100 RU de NGF humano imobilizado sobre o
mesmo, € permitiu dissociar por 1800 segundos. Anticorpo de
ratinho 911 (Fab) foi analisado como um controlo. Os dados
foram analisados usando o software BIAevaluation seguindo
as instrucdes do fabricante. 0s resultados da anédlise do
anticorpo E3 e 911 sdo mostrados nas Figuras 9 e 10. E3
ligou-se a NGF humano com uma KD de cerca de 0,07 nM (e com
uma kon de cerca de 6,0eb M{s”y e um K,sr de cerca de 4, 2e-
5 s-1). 3C ligou-se a NGF humano com uma KD de cerca de
0,35 nM (com um K.+ de cerca de 1,4E-5). Em contraste,
anticorpo de ratinho 911 ligou NGF com uma KD de 3,7 nM,
Kor: de 8,4x107°s™ e kon de 2,2x10°Ms™".

O anticorpo E3 (denominado de modo intercambidvel 3E)
foi selecionado por andlise adicional com base na afinidade
de alta 1ligacdo. Para testar a capacidade de E3 para
prevenir a interacdo de NGF com os recetores de NGF trkA e
p75, 2,5 nM de NGF humano foi pré-misturado e incubado por
uma hora com 0 a 50 nM do anticorpo E3 (Fab). Depois da
incubacdo, foram injetadas amostras a 10 ul/minuto sobre um
chip BIAcore CM5 contendo 260 RU de p75 (canal 2) e 600 RU
de trkA (canal 3), e foi determinada a percentagem de
ligacdo. Os resultados desta anédlise sdo mostrados na
Figura 11. Concentrac¢des aumentadas de Fab E3 bloquearam a
interacdo de NGF tanto com p75 quanto com trkA, conforme
mostrado por sinal reduzido (medido em RU), indicando que
Fab E3 bloqueia a interacdo de NGF humano com tanto trkA
quanto p75. Quando a concentracdo de anticorpo E3 (Fab) foi
igual a concentracdo de NGF (a cerca de 2,5 nM de
concentracdo de NGF), nédo foi observada nenhuma ligacdo de
NGF (conforme mostrado por um sinal de zero). O facto de
ter ocorrido zero por cento de ligacdo NGF- recetor quando

a concentracdo de NGF foi igual a concentracdo de anticorpo
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3E sugeriu gque 2,5 nM de NGF era pelo menos dez vezes maior
do que a kD de E3 para NGF e em equilibrio.

Exemplo 2: Avaliacdo da capacidade de bloqueio de NGF de
anticorpos anti- NGF usando ensaio de sobrevida neurénio
trigeminal E13.5 de ratinho

A capacidade de Fab E3 ou anticorpo total E3 para
bloquear a atividade de NGF foi avaliada por medicdo da
capacidade do anticorpo para inibir a sobrevida dependente
de NGF de neurdnios trigeminais E13.5 de ratinho in vitro.
O génglio trigeminal consiste em neurdénios sensoriais
cutdneos que enervam a regido facial. A sobrevida de
neurdénios trigeminais E13.5 de ratinho é um ensaio sensivel
para avaliar a atividade de bloqueio de NGF de anticorpos
antagonistas anti-NGF porque é necesséario NGF para suportar
a sobrevida destes neurdénios. Por exemplo, em concentracdes
saturantes de NGF, a sobrevida é prdéxima de 100% por 48
horas em cultura. Em contraste, menos de 5% dos neurdnios
sobrevivem por 48 horas na auséncia de NGF.

O ensaio de sobrevida foi conduzido como se segue:
ratinhos fémeas Swiss Webster prenhas combinadas por tempo
foram eutanizadas por inalacdo de CO02. As trompas uterinas
foram removidas e os embrides no estédgio embriondrio E13.5
foram extraidos e decapitados. Os ganglios trigeminais
foram dissecados usando agulhas de tungsténio estimuladas
electroliticamente. Os ganglios foram em seguida
tripsinizados, dissociados mecanicamente e laminados numa
densidade de 200 a 300 células por poco em meio Ivire de
soro definido em placas de 96 pocos revestidas com poli-L-
ornitina e laminina.

A atividade de bloqueio de anticorpos ou Fabs anti-NGF
foi avaliada adicionando aos neurdnios trigeminais doses
varidveis de anticorpos anti-NGF Mab 911 (Fab), 8L2-6D5;
H19-1.129; E3 e 3C; e NGF humano ou de rato nas seguintes
concentracdes: 0,4 ng/ml (=15 pM; esta concentracao

representou uma concentracao saturante de NGF ©para
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sobrevida) e 0,04 ng/ml (~1,5 pM; esta concentracdo ¢é em
torno de CI50). Depois de 48 horas em cultura, as células
foram submetidas a um protocolo de imunocitoquimica
automatizado realizado numa estacdo de trabalho de
manipulacdo de liquido Biomek FX (Beckman Coulter) como se
seqgue: fixacdo usando 4% de formaldeido, 5% de sacarose, e
PBS; permeabilizacdo usando 0,3% de Triton X-100 em PBS);
bloqueio de locais de ligacdo ndo especifica usando 5% de
soro de cabra normal, 0,11% de BSA em PBS; e incubacéo
sequencial com alguns anticorpos primdrios e secundarios
para detetar neurdnios. O anticorpo primério foi anticorpo
policlonal de coelho contra o produto genético proteico
89,5 (PGP9.5, Chemicon), um marcador fenotipico neuronal
estabelecido. O anticorpo secundario foi anti coelho de
cabra Alexa Fluor 488 (Molecular Probes), Jjunto com o
corante nuclear Hoechst 33342 (Molecular Probes) para
marcar 0s nucleos de todas as células presentes na cultura.
A aquisicdo de imagem e a anéalise de imagem foram
realizadas num Discovery-1/Genll Imager (Universal Imaging
Corporation). As imagens foram automaticamente adgquiridas
em dois comprimentos de onda por Alexa Fluor 488 e Hoechst
33342, com a coloracdo nuclear sendo usada como ponto de
referéncia para o sistema de autofoco baseado nas imagens
do Imager, uma vez que a coloracdo nuclear estd presente em
todos o0s pogos. Objetivos apropriados e numero de locais
estudados por imagens por poc¢o foram selecionados para
cobrir toda a superficie de cada poc¢o. Anédlise de imagens
automatizada foi estabelecida para contar o numero de
neurdénios presentes em cada poco depois de 48 horas em
cultura com base em sua coloracdo especifica com o
anticorpo anti-PGP9.5. Cuidadoso limiar da 1imagem e
aplicacédo de morfologia e filtro de seletividade a base da
intensidade de fluorescéncia resultou numa contagem precisa
de neurdénios por pocgo.

Os resultados desta experiéncia demonstraram que Fab
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E3 bloqueou a atividade de NGF com uma alta afinidade. Os
resultados sd@o mostrados nas Figuras 4 a 6, e no Quadro 9.

A Figura 4 ¢é um grafico que mostra a sobrevida
dependente de NGF de neurdnios EI3.5 na presenca de
concentracdo varidvel de NGF humano e de rato.

A Figura 5 ¢é um grafico comparando o efeito de
bloqueio de NGF de varios Fabs na presenca ou de 0,04 ng/ml
de NGF humano (cerca de 1,5 pM; mostrado no painel
inferior) ou de 0,4 ng/ml de NGF humano (cerca de 15 pM;
mostrado no painel superior). 1,5 pM de NGF foi em torno da
EC50 do NGF estimulando sobrevida, ao passo que 15 pM
representou uma concentracdo saturante de NGF. A sobrevida
de neurdnios trigeminais de ratinho E13.5 em véarias
concentracdes de Fab E3; Fab 911 murino; e Fab H19-L129 e
Fab 8L2-6D5 foram avaliados conforme descrito acima. A CI50
(em pM) foi calculada para cada Fab em cada concentracgédo de
NGF, e é mostrada no Quadro 9. Fab E3 bloqueou fortemente a
sobrevida de neurdénios trigeminais dependente de NGF
humano, com uma CI50 de cerca de 21 pM na presenca de 15 pM
de NGF humano, e uma CI50 de cerca de 1,2 pM na presenca de
1,5 pM de NGF humano. Fabs 3C e H19-L129 também blogquearam
fortemente a sobrevida de neurdnios trigeminais dependente
de NGF humano.

A Figura 6 ¢é um grafico comparando o efeito de
bloqueio de NGF de varios Fabs na presenca de ou 0,04 ng/ml
de NGF de rato (cerca de 1,5 pM; mostrado no painel
inferior) de ou 0,4 ng/ml de NGF de rato (cerca de 15 pM;
mostrado no painel superior). 1,5 pM de NGF foi em torno da
EC50, ao passo que 15 pM representou uma concentracdo
saturante de NGF. A sobrevida de neurdnios trigeminais de
ratinho E13.5 em varias concentracdes de Fab E3; Fab 911
murino; e Fab H19-L129 e 8L2-6D5 foram avaliados conforme
descrito acima. A EC50 (em pM) foi calculada para cada Fab
em cada concentracdo de NGF, e é mostrada no Quadro 9. Fab

E3 bloqueou fortemente a sobrevida de neurdnios trigeminais
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1,3 pM na presenca de 1,5 pM de NGF de rato.

L129 também bloquearam fortemente a sobrevida de neurdnios
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com uma

CI50 de cerca de 31,6 pM
na presenca de 15 pM de NGF de rato,

trigeminais dependente de NGF de rato.

Quadro 9:
NGF CI50 (na presenca de 15|CI50 (na presenca de 1,5
Humano pM de NGF) pPM de NGF)
M pM
Fab 8L2- 1580,5 461,8
6D5
Fab H19- 60,1 9,6
L129
Fab 3E <21,0 <1,2
Fab 3C 80,9 5,6
Fab 911 322, 3 63,5
NGF de CI50 (15 pM de NGF) CI50 (1,5 pM de NGF)
Rato
M M
Fab 8L2- 730, 3 169,14
6D5
Fab H19- 31,0 6,0
L1129
Fab 3E <8,3 <1,3
Fab 3C 31,6 6,0
Fab 911 161,0 34,6

Em uma experiéncia diferente,

do anticorpo total E3 e Fab 3E para
dependente de NGF de neurdnios E1I3.5 na presenca de 0,4
de NGF humano.

ng/ml

da anédlise s&o mostrados na Figura 12.

(concentracdo saturante)

comparou-se a capacidade

inibir a

e uma CI50 de cerca de
Fabs 3C e H19-

sobrevida

Os resultados

O anticorpo total E3



181

e Fab 3E apresentou niveis semelhantes de inibicdo da
sobrevida dependente de NGF guando a concentracdo de
anticorpo total e Fab foram normalizadas para o nUmero de
locais de ligacdo de NGF (Fab tem um local de ligacdo e
anticorpo total tem dois locais de 1ligacdo). Estes
resultados demonstraram gque ndo houve efeito de avidez
devido a ligacdo de um anticorpo total ao dimero de NGF.

Em outras experiéncias, comparou-se a capacidade de
vadrias concentracdes (20, 4, 0,8, 0,16, 0,032, 10,0064,
0,00128, e 0,0 nM) do anticorpo E3, anticorpo 911, e uma
imunocadesina de <recetor trkA (consistindo no dominio
extracelular do recetor de NGF trkA fusionado com o dominio
de imunoglobulina Fc, CH2-CH3) para inibir a sobrevida
dependente de NGF de neurdnios EI13.5 na presenca de 0,4
ng/ml (condigdes saturantes) . Estes resultados sdo
mostrados na Figura 13. Estes resultados demonstraram que o
anticorpo E3 bloqueou NGF melhor do que ou o anticorpo 911
ou a trkA imunoadesina.

Exemplo 3: Avaliacdo da especificidade do anticorpo anti-
NGF E3 usando ensaios de sobrevida de neurdénios trigeminais
e nodoso de ratinho

A capacidade do anticorpo E3 para bloquear
especificamente a atividade de NGF foi avaliada por medicéo
da capacidade do anticorpo para inibir a sobrevida de
neurdénios trigeminais E17/18 de «ratinho in vitro na
presenca de concentracdes saturantes de NGF, a neurotrofina
NT3 relacionada com NGF, ou o fator neurotrdéfico néo
relacionado com NGF, proteina estimulante de macrdéfago
(MSP). A sobrevida de neurdnios trigeminais E17/18 de
ratinho é um ensaio sensivel para avaliar a atividade de
bloqueio de NGF de anticorpos antagonistas anti-NGF porque
é necessario NGF para suportar a sobrevida destes neurdnios
em concentrac¢des maiores do gque o nivel de NGF requerido
para suportar a sobrevida de neurdénios EI3.5 TG. A

sobrevida destes neurdnios também é suportada por NT3 ou



182

MSP; portanto, a sobrevida destes neurdnios também é um
ensaio sensivel para avaliar se o anticorpo antagonista
anti-NGF também blogqueou NT3 ou MSP.

A capacidade do anticorpo E3 para bloquear
especificamente a atividade de NGF também foi avaliada por
medicdo da capacidade do anticorpo para inibir a sobrevida
de neurdnios EI7 nodosos de ratinho na presenca de
concentracdes saturantes de BDNF ou NT4/5. A sobrevida de
neurénios nodosos ¢ suportada por BDNF ou NT4/5; portanto,
a sobrevida destes neurdnios é um ensaio sensivel para
avaliar a atividade de Dblogqueio de BDNEF ou NT4/5 do
anticorpo antagonista anti-NGF.

O ensaio de sobrevida foi conduzido como se segue:
ratinhos fémeas Swiss Webster prenhas combinados por tempo
foram eutanizados por inalacdo de CO02. As trompas uterinas
foram removidas e os embrides (no dia embriondrio 17 ou 18)
foram extraidos e decapitados. Os ganglios trigeminais e
nodosos foram dissecados e limpados. Em seguida os ganglios
foram tripsinizados, dissociados mecanicamente e laminados
numa densidade de 100 a 300 células por pogco em meio livre
de soro definido em placas de 4 pocos (Greiner) revestidas
com poli-L-ornitina e laminina.

Neurénios trigeminais E17/18 foram cultivados ou sem
fatores neurotrdéficos adicionados (controlo negativo) ou na
presenca de concentracdes saturantes de NGF humano (400 pM
e 15 pM) (controlo positivo); NT3 (400 pM); ou MSP (600
M) . Foram estabelecidas culturas em duplicata que
incluiram concentracdes variiveis de Fabs E3 e 911 e
anticorpos totais. A concentracdo de Fab e anticorpos
totais foi indicada por local de ligacdo (por exemplo, um
anticorpo total contém dois locais de ligacdo, ao passo que
um Fab contém um local de ligacéo).

Neurénios nodosos E17 foram cultivados ou na auséncia
de fatores neurotrdficos adicionados (controlo negativo),

ou com concentracdes saturantes de BDNF (400 pM) (controlo
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positivo) ou NT4/5 (400 pM) ou fator de crescimento néao
relacionado com NGF ILF (fator inibitdério de interleucina).
Altas concentracdes de neurotrofinas foram usadas, uma vez
que a meta desta experiéncia foi testar a especificidade
dos anticorpos. Foram estabelecidas culturas em duplicata
que incluiram variar novamente com e sem a adigdo de
anticorpos E3 e 911. Depois de 48 horas em cultura o numero
total de neurdnios sobreviventes em cada poco sob cada
condicdo foi determinado por contagem manual usando um
microscdédépio de contraste de fase.

Os resultados destas experiéncias demonstraram que
anticorpos E3 e 911 Dbloquearam completamente os efeitos
estimuladores de sobrevida de NGF  sobre neurdnios
trigeminais EI18. Em contraste, anticorpos E3 e 911 nédo
tiveram efeito sobre a sobrevida de neurdnios trigeminais
estimulados por NT3 ou MSP, ou a sobrevida de neurdnios
nodosos estimulada por BDNEF ou NT4/5 or LIF. Estes
resultados demonstraram que o) anticorpo E3 possuiu
especificidade seletiva para NGF, uma vez gue ndo foi
detetada interacéo entre estes anticorpos e outras
neurotrofinas relacionadas com NGF (NT3, NT4/5, BDNF) em
concentracdes 1000 vezes a 10.000 vezes maiores do que
concentracdo eficaz para blogueio de NGF. Além disso, estes
resultados demonstraram que a morte neuronal vista em
neurénios dependentes de culturas de NGF suplementadas com
NGF na adicdo do anticorpo ou Fab E3 foi devido a uma
interacdo especifica entre estes anticorpos e NGF e nédo foi
devido a um efeito téxico generalizado. Anticorpo
antagonista anti-NGF de ratinho 911 também foi testado, e
foram observados resultados semelhantes. Observar que
devido as altas concentracdes de neurotrofinas usadas,
ambos o0s anticorpos E3 e 911 estdo muito préximos a suas
condicdes de titulacdo e se esperou que ligassem NGF em
niveis semelhantes porque as diferencas na afinidade de

ligacdo destes anticorpos a NGF seria menos evidente sob
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estas condicodes.

Os resultados destas experiéncias sdo mostrados nas
figuras 14, 15, 16, e 17. Os dados mostraram a percentagem
da sobrevida média depois de 48 horas em cultura (+ erro
padrdo da média, n = 3 para cada ponto dos dados) relativa
a sobrevida vista no controlo positivo para cada
experiéncia (por exemplo, 100% de sobrevida de neurdnios
trigeminados cultivados na presenca de concentracdo de NGF
saturante, e 100% de sobrevida de neurdnios nodosos
cultivados na presenca de concentracdo de BDNF saturante,
respetivamente). As Figuras 14-15 sdo gréficos que mostra
que anticorpo antagonista anti-NGF E3 ou Fab E3 néo
inibiram a sobrevida promovida por NT3, e MSP, mesmo em
concentracdes de anticorpo tdo elevadas quanto 200 nM. Em
contraste, 20 nM do anticorpo E3 ou Fab 3E e Fab 911
blogquearam totalmente a sobrevida provocada por NGF.
Anticorpo antagonista anti-NGF de ratinho 911 também foi
testado, e foram observados resultados semelhantes.
Especificamente, a Figura 14 ¢é um grafico gque mostra
comparacdo do efeito de varias concentracgdes (20 nM, 2 nM,
ou 0,2 nM) de Fab E3 (denominado "3E" na figura) e
anticorpo Fab 911 de ratinho sobre a sobrevida de neurdnios
trigeminais E18 na ©presenca de nenhuma neurotrofina
adicionada (denominado "controlo"), 400 pM de  NGF
(denominado "NGF-400 pM), 10 nM de NT3 (denominado "NT3-10
nM) ou 600 pM de MSP (denominado "MSP-600 pM). A Figura 15
¢ um grafico representando comparacdo do efeito de varias
concentracdes (200 nM e 80 nM) de E3 Fab e anticorpo total
e anticorpo de <ratinho 911 anticorpo total e Fab da
sobrevida de neurdnios trigeminais E17 na presenca de
nenhuma neurotrofina adicionada (denominado "nenhum
fator"), 400 pM de NGF (denominado "NGF-400 pM), 10 nM de
NT3 (denominado "NT3-10 nM) ou 600 pM de MSP (denominado
"MSP-600 pM).

A Figura 16-17 sdo graficos gue mostra que anticorpo
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antagonista anti-NGF E3 ou Fab E3 n&do inibiram a sobrevida
de neurdénios nodosos E17 promovida por BDNF, NT4/5 ou LIF.
Anticorpo antagonista anti-NGF 911 de ratinho também foi
testado, e foram observados resultados semelhantes.
Especificamente, a Figura 16 ¢é um gradfico gue mostra
comparacdo do efeito de varias concentracdes (200 nM ou 80
nM) de anticorpo total E3 (denominado "3E na figura"), Fab
E3, anticorpo total 911, ou Fab 911 sobre a sobrevida de
neurdénios nodosos E17 na presenca de nenhuma neurotrofina
adicionada (denominado "nenhum fator"), 400 pM de BDNF
(denominado "BDNF-400pM), 400 pM de NT4/5 (denominado
"NT4/5-400 pM), ou 2,5 nM de LIF (denominado "LIP-2,5 nM).
A Figura 17 é um grafico que mostra comparacdo do efeito de
vdrias concentracgdes (200 nM, 20 nM, 2nM) de Fab E3
(denominado "3E na figura"), ou Fab 911 sobre a sobrevida
de neurdnios nodosos E17 na presenca de nenhuma
neurotrofina adicionada (denominado "controlo"), 400 pM de
BDNF (denominado "BDNEF-400 pM), 400 pM de NT4/5 (denominado
"NT4/5-400 pM), or 2,5 nM de LIF (denominado "LIP-2,5 nM).
Exemplo 4: Preparacdo de vetores de expressdo de mamifero e
expressdo do anticorpo E3 em células de mamiferos

Trés vetores de expresséo de mamiferos foram
projetados e construidos para utilizacgcdo na expressdo do
anticorpo E3 em células de mamifero.

O wvetor Db.911.3E ¢é um vetor de expressdo que
compreende a regido varidvel de cadeia pesada do anticorpo
E3 e a regido constante IgG2a humana, e ¢ adequado para
expressdo transitdéria ou estdvel da cadeia pesada.
Db.9%911.3E consiste em sequéncias de nucledbdtidos
correspondentes as seguintes regides: a regido promotora de
citomegalovirus murino (nucledtidos 1-612); um 1intréo
sintético (nucledtidos 619-1507); a regido codificante DHER
(nucledtidos 707-1267); péptido de sinalizacdo de hormona
de crescimento humano (nucledtidos 1525-1602); regido

varidvel de cadeia pesada de anticorpo 3E (nucledtidos
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1603-1965); regido constante de 1IgG2a de cadeia pesada
humana contendo as seguintes mutacdes: A330P331 a S3305331
(numeracdo de aminoacidos com referéncia a sequéncia IgG2a
selvagem; veja-se Eur. J. Immunol. (1999) 29:2613-2624);
sinal de poliadenilacdo tardio SV40 (nucledtidos 2974-
3217); regido intensificadora de SV40 (nucledétidos 3218-
3463); regido de fago fl (nucledtidos 3551-4006) e regido
codificante de beta lactamase (AmpR) (nucledétidos 4443-
5300). Db.911.3E foi depositado na ATCC em 8 de Janeiro de
2003, e foi atribuido o N° de Acesso ATCC PTA-4895.

O vetor Eb.911.3E ¢ um vetor de expressdo qgue
compreende a regido varidvel de cadeia leve do anticorpo E3
e a regido constante de cadeia capa humana, e é adequado
para expressdo transitdédria da cadeia leve. Eb.911.3E
consiste em sequéncias de nucledtidos correspondentes as
seguintes regides: a regido promotora de citomegalovirus
murino (nucledétidos 1-612); intr&o EF-1 humano (nucledtidos
©19-1142); péptido de sinalizacdo de hormona de crescimento
humano (nucledbétidos 1173-1150); regido variédvel de cadeia
leve do anticorpo E3 (nucledtidos 1251-1571); regido
constante de cadeia capa humana (nucledtidos 1572-1892);
sinal de poliadenilacdo tardio SV40 (nucledtidos 1910-
2153); regido intensificadora de SV40 (nucledtidos 2154-
2399); regido de fago fl1 (nucledbdétidos 2487-2942) e regiédo
codificante de Dbeta lactamase (AmpR) (nucledtidos 3379-
4236). Eb.911.3E foi depositado na ATCC em 8 de Janeiro de
2003, e foi atribuido o N° de Acesso ATCC PTA-4893.

O vetor Eb.pur.911.3E é um vetor de expressdo Jque
compreende a regido variavel de cadeia leve do anticorpo E3
e a regido constante capa humana, e ¢é adequado para
expressdo estavel da cadeia leve. Eb.pur.911.3E consiste em
sequéncias de nuclebtidos correspondentes as seguintes
regides: regiéo promotora de citomegalovirus murino
(nucledtidos 1-612); intrdo EF-1 humano (nucledétidos 619-

1758) ; regido codificante do gene pac (puromycinR)
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(nucledtidos 739-1235); regido hsp70 5'UTR humana
(nucledtidos 1771-1973); péptido de sinalizacdo de hormona
de crescimento humano (nucledtidos 1985-2062); regido
varidvel de cadeia leve do anticorpo E3 (nucledtidos 2063-
2383); regido constante de cadeia capa humana (nucledtidos
2384-2704) ; sinal de poliadenilacéo tardio SV40
(nucledtidos 2722-2965); regido intensificadora de SV40
(nucledtidos 2966-3211); regido de fago fl1 (nucledtidos
3299-3654) e regido codificante de beta lactamase (AmpR)
(nucledtidos 4191-5048). Eb.pur.911.E3 foi depositado na
ATCC em 8 de Janeiro de 2003, e foi atribuido o N° de
Acesso ATCC PTA-4894.

Expressdo celular transitéria foi realizada como se
segue: células CHO e HEK293T em placas de 150 mm foram co-
transfectadas transitoriamente com 25 ug de cada plasmideo
(isto ¢é, um plasmideo contendo a cadeia pesada e um
plasmideo contendo a cadeia leve). O ADN foi misturado com
100 ul de lipofetamina 2000 (Invitrogen) de acordo com as
instrucdes do fabricante. Os complexos de ADN-lipideo foram
deixados para entrar em contacto com as células em meio
DMEM/F12 sem soro ou antibidticos por 5 horas. Depois desta
incubacdo, o meio foi trocada para expressdo para Opti-MEM
(Invitrogen) sem quaisquer aditivos por dois dias.
Sobrenadantes celulares contendo anticorpo foram colhidos
sequencialmente até qguatro vezes com reposicdo de meio
subsequente. Os sobrenadantes foram purificados por
cromatografia por afinidade usando resina MapSelect Protein
A (Amersham biosciences 17-5199-02). 0O anticorpo foi ligado
a resina de proteina A em 0,3 M de glicina, 0,6 M de tampéo
NaCl em pH 8, em seguida eluido com 0,1 M de tampdo de
citrato em pH 3. Fractes contendo anticorpo foram
imediatamente neutralizadas com 1 M de tampdo de Tris em pH
8,0, Fracdes de anticorpos foram em seguida dialisadas e
concentradas em PBS.

Exemplo 5: Anticorpo anti-NGF E3 é eficaz no tratamento de
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dor pés-cirtrgica

Foi usado um modelo de dor gque simula a dor pds
cirdrgica para avaliar a eficdcia do tratamento com
anticorpo E3. Anticorpo E3 compreendeu a regido constante
de IgG2a de cadeia pesada humana contendo as seguintes
mutacdes: A330P331 a S3308S331 (numeracdo de aminoadcidos com
referéncia a sequéncia IgG2a selvagem; veja-se FEur. J.
Immunol. (1999) 29:2613-2624); a regido constante capa de
cadeia leve humana; e as regides variaveis de cadeia pesada
e de cadeia leve mostradas nos Quadros 1A e 1B.

Animais. Ratos machos Sprague Dawley pesando entre 220
e 240 gramas foram adgquiridos da Harlan (Wisconsin) e
aclimatados as instalag¢des animais por uma semana antes da
cirurgia.

Cirurgia. A cirurgia baseou-se no procedimento
descrito por Brennan, et al. Pain 64:493-501 (1996). Os
animais foram anestesiados com um isoflurano a 2% em
mistura de ar que foi mantida durante a cirurgia através de
um cone nasal. A superficie plantar da pata traseira
direita foi preparada com um chumaco de iodo povidona, e
foi feita uma incisdo longitudinal central de 1 cm através
da pele e féscia, iniciando a 0,5 cm da borda do calcanhar
e se estendendo em direcdo dos dedos dos pés. Foram feitas
medicdes com uma régua com a pata mantida numa posicédo
flexionada. O mtsculo plantar foi elevado usando fdérceps
curvado e incisado longitudinalmente. O muasculo foi
incisado através de toda a sua profundidade, entre a origem
e a insercdo. O sangramento foi controlado durante toda a
cirurgia por pressdo aplicada através de um chumaco de
gaze. O ferimento foi fechado com duas suturas de colchéo
(monofilamento de etilon black 5-0). Estas suturas foram
amarradas 5 a 6 vezes, com o ©primeiro nd amarrado
frouxamente. O local do ferimento foi esfregado com mecha
com solucdo de bacitracina. Aos animais foi permitido se

recuperarem e repousar dentro de gaiolas limpas por duas
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horas ou mais antes da experimentacdo comportamental se
iniciar.

Avaliacdo de dor em repouso. Foi usado uma pontuacédo
de dor cumulativa para avaliar dor relacionada com o ato de
carregar peso. 0Os animais foram colocados sobre uma malha
pléstica (grade: de 8 mm?) dentro de gaiolas claras de
pléstico que foram elevadas sobre uma plataforma (h: 18™)
permitindo a inspecdo do lado inferior de suas patas.
Depois de um periodo de aclimatacdo de 20 minutos, o ato de
carregar peso foi avaliado numa escala de 0 a 2. Uma
pontuacdo de 0 foi dada se a pata estivesse descorada ou
pressionada contra a malha, indicando ato de carregar peso
maximo. Uma pontuacdo de 1 foi dada se a pata estivesse
favorecida com a pele somente tocando a malha, sem
descoramento ou indentacdo da pele. Uma pontuacdo de 2 foi
dada se a pata estivesse mantida completamente fora da
malha. Retracdo da pata foi considerada um 2 se o rato
ainda estivesse em repouso. Cada animal foi observado por 1
minuto a cada 5 minutos por 30 minutos. A soma de 6
pontuacdes (0 a 12) obtidos durante 1/2 hora foi usada para
avaliar a dor na pata incisada. A frequéncia de pontuacdes
de 2 também foi calculada e foi usada para avaliar a
incidéncia de dor severa ou total protecdo da pata pelo
animal. Cada animal foi testado 24 horas antes da cirurgia
(avaliacdo inicial), e 2 horas, 24 horas, 48 horas, e 72
horas depois da cirurgia. Os resultados desta experiéncia
sdo mostrados na Figura 1, a qual representa a pontuacdo da
dor cumulativa em repouso observada em animais tratados com
35 mg/kg de anticorpo anti-NGF 911 de ratinho. Estes
resultados demonstraram gque o tratamento com anticorpo
anti-NGF reduziu significativamente a dor em repouso pds-
cirtrgica. O ato de carregar peso foi um bom correlato de o
qudo disposto o animal estava a usar o membro, e portanto
foi uma medida eficaz do alivio da dor.

O anticorpo E3 foi injetado por via intraperitoneal
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(i.p.) em véarias concentracdes do anticorpo (0,004, 0,01,
0,02, 0,1, 0,6, e 1 mg por quilograma de peso animal) em 15
horas pré-incisdo. O grupo de controlo negativo ndo recebeu
nenhum anticorpo mas foi injetado i.p. com uma solucdo
salina. Fentanilo a 0,01 mg/kg foi injetado i.p. como um
controlo positivo 30 minutos antes da experimentacdo em 24
horas pds-cirurgia. Cada experiéncia envolveu 8 animais (n
= 8 por grupo) para cada condicdo, e o grupo de controlo
teve 56 animais. A cirurgia foi realizada e uma pontuacgédo
da dor cumulativa foi medido conforme descrito acima. A dor
em repouso foi avaliada vinte e quatro horas depois da
cirurgia.

Conforme mostrado na Figura 7, anticorpo anti-NGF
humanizado E3 reduziu significativamente a dor em repouso
(p < 0,05) depois de cirurgia quando administrado a 0,02
mg/kg a 1 mg/kg de dosagem. Um "*" denota uma diferenca
significativamente importante do controlo (p < 0,05).
Tratamento com 0,02 mg/kg aliviou o comportamento da dor de
modo pelo menos tdo eficaz gquanto tratamento com 0,01 mg/kg
de fentanilo. Esta dose de fentanilo é 10 vezes a dose
humana normal deste potente opioide.

Em outra experiéncia, testou-se a eficéacia do
anticorpo E3 para reduzir a dor pods-cirtrgica guando
administrado pdbs-cirurgicamente. Anticorpo E3 (0,5 mg/kg)
foi injetado por via intravenosa (i.v.) duas horas depois
da cirurgia. O grupo de controlo ndo recebeu anticorpo mas
foi injetado i.v. com uma solucdo salina. Foi realizada
cirurgia e a dor em repouso expressa como uma pontuacdo da
dor cumulativa foi avaliada 24 horas depois da cirurgia.
Conforme mostrado na Figura 8, tratamento com anticorpo
anti-NGF reduziu significativamente (p < 0,05) a dor em
repouso em vinte e quatro horas depois de incis&do guando o
anticorpo foi administrado 2 horas pdés- incisdo. Estes
resultados demonstraram que o anticorpo E3 aliviou de modo

eficaz a dor pds-cirtrgica quando administrado depois da
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cirurgia.

Exemplo 6: Avaliacdo dos efeitos analgésicos do anticorpo
antagonista anti- NGF 911 num modelo de rato de artrite
reumatoide

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

Cinquenta (50) ratos machos Lewis (LEWIS LEW / Cri
Ico) (Charles River Bélgica) pesando 150 g a 220 g no
inicio da fase experimental foram incluidos neste estudo.
Todos o0s animais foram mantidos por pelo menos 5 dias antes
da experiéncia, e foram alojados num ambiente de
temperatura (19,5 a 24,5 °C), humidade relativa (45 a 65%)
e ciclo de 12 horas de luz / escuriddo controlados com
acesso ad libitum a &gua corrente filtrada e racdo de
laboratério em granulos padrdo (U.A.R., Franca) do inicio
ao fim do estudo. Os animais foram identificados
individualmente sobre a cauda.

No dia 0 (DO), foi induzida artrite em ratos por
injecdo intradérmica na cauda de 0,05 ml de uma suspenséo
de Mycobacterium butyricum (Difco, USA) em 6leo mineral (10
mg/ml). No dia 14 (D14), ratos artriticos foram incluidos
no estudo de acordo com sua capacidade de vocalizar na
suave flexdo da pata traseira e por seu indice de artrite,
avaliado usando uma pontuacdo de inflamacdo para cada pata
traseira e cada pata dianteira (veja-se Kuzuna et al.,
Chem. Pharm. Bull. (Téquio) 23:1184-1191 (1975); Pearson et
al., Arthritis Rheum. 2:440-459 (1959)). Os animais foram
classificados com base nos seguintes critérios: Pontuacéo
0: aspeto normal; Pontuag¢do 1: eritema; Pontuacdo 2:
eritema com ligeiro edema; Pontuacdo 3: forte inflamacéo

sem angquilose; Pontuacdo 4: angquilose. Somente animais com
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capacidade de vocalizar na suave flexdo e apresentando uma
pontuacdo de 2 ou 3 foram incluidos no estudo.

Quatro grupos de 10 ratos cada foram incluidos no
estudo. Para o grupo 1 (veiculo), no dia 14 (D14), depois
da selecdo, aos ratos foi administrado por via intravenosa
veiculo (solucdo salina). No dia 18 (D18), a intensidade
nociceptiva foi avaliada por suave flexdo da pata traseira
e a intensidade do nivel de experimentacdo foi registada
para cada animal. Para o grupo 2 (4 dias), no D14, depois
da selecdo, aos ratos foi administrado por wvia intravenosa
911 (10 mg/kg). No dia 18 (D18), a intensidade nociceptiva
foi avaliada por suave flexdo da pata traseira e a
intensidade do nivel de experimentacdo foi registada para
cada animal. Para o grupo 3 (24 horas), no dia 17 depois de
injecdo de CFA, aos ratos foi administrado por via
intravenosa 911 (10 mg/kg). A intensidade nociceptiva foi
avaliada por suave flexdo da pata traseira 24 horas depois,
e a 1intensidade do nivel de experimentacdo foi registada
para cada animal. Para o grupo 4 (indometacina), no dia 18
(D18), a intensidade nociceptiva foi avaliada por suave
flexdo da pata traseira uma hora depois de administracéo
oral de indometacina (10 mg/kg). A intensidade do nivel de
experimentacdo também foi registada para cada animal. As
substincias de ensaio foram administradas de uma maneira
cega e aleatdéria por via intravenosa sob um volume de 5
ml/kg, ao passo que a indometacina foi administrada por via
oral sob um volume de 10 ml/kg.

Os efeitos analgésicos do anticorpo anti-NGF 911 sé&o
mostrados no Quadro 10. Os resultados foram expressos para
cada grupo a medida gque a intensidade nociceptiva avaliou a
intensidade do nivel de vocalizacdo registado para cada
animal em mV (média + epm), e a percentagem de variacdo da
intensidade nociceptiva calculada a partir do wvalor médio
do grupo tratado com veiculo. A importéncia estatistica

entre 08 grupos tratados e o grupo de veiculo foi
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determinada com um ensaio de Dunnett usando a variédncia
residual depois de uma andlise unidirecional da wvariédncia
(P< 0,05).

Quadro 10. Efeitos analgésicos de 911 em artrite crénica

induzida por adjuvante completo de freund em ratos

Substéncias |Veiculo (D14) 911 (D14) 911 (D17) Indometacina
(Dia da (D18)
dosagem)

Dose (mg/kg) 10 10 10

Intensidade [971,0 * 116,2| 234,7 + 34,4* | 247,2 £+ 41,8* |145,8 + 29,9*
nociceptiva

(mV)

% de - =76 =75 -85

variacéao

Os resultados sdo expressos como média = epm
n = 10 ratos por grupo
Dia 0 (DO): Inducdo de Artrite crdédnica por administracédo
de CFA
Veiculo: solucdo salina
911 (10 mg/kg) foi administrado por via intravenosa em D14
ou D17 e a medicdo da dor foi ©realizada em DI18.
Indometacina (10 mg/kg) foi administrada por via oral em
D18 e a medicdo da dor foi realizada uma hora depois da
dosagem. Teste de Dunnett:* indica uma diferenca
significativa em comparacdo com o grupo tratado com veiculo
para P<0,05
Conforme mostrado no Quadro 10, o anticorpo anti-NGF
911 reduziu significativamente a dor num modelo de artrite
reumatoide em rato 24 horas ou 4 dias depois de uma uUnica
administracdo do anticorpo.
Exemplo 7: Efeitos farmacoldgicos do anticorpo antagonista
anti-NGF E3 e 911 num modelo de artrite reumatoide em rato
Os efeitos farmacoldgicos (efeitos anti-inflamatdrios

e analgésicos) do anticorpo antagonista anti-NGF E3 e 911
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foram investigados num modelo de artrite crdénica induzida
por adjuvante complete de Freund (CFA) em ratos em
comparacdo com indometacina usada como uma substancia
interna de controlo positivo. Os efeitos analgésicos de E3
e 911 foram avaliados pela medicdo da reacdo nociceptiva.
Os efeitos anti-inflamatdérios foram avaliados pelo volume
da pata, indice de artrite (pontuacdo de inflamacédo), peso
corporal e das patas traseiras. Os niveis de citocinas das
patas (IL-6, IL-1B3, TNF-a e TGF-f1), TGF-Bf1 circulante no
soro, concentracdes plasmldticas de E3 e 911, parédmetros
bioldégicos e radiografias de raios-X foram realizados ao
final da experiéncia.

Protocolo experimental

1. Projeto do estudo

80 ratos machos Lewis (LEWIS Lew / Ico) (Charles River
Laboratories - Bélgica) de 5 semanas de idade foram
incluidos neste estudo. Eles foram alojados num ambiente de
temperatura (19,5-24,5 °C) e humidade relativa (45-65%)
controladas com um ciclo de 12 horas de luz / escuridéao,
com acesso ad l1ibitum a &agua corrente filtrada e racdo de
laboratério em grédnulos padrédo (SAFE, Franca) do inicio ao
fim do estudo. No recebimento nas instalacdes animais, eles
foram alojados 5 por gaiola e foram observados por um
periodo de aclimatacdo de 10 dias antes de qualquer
experiéncia. Os animais foram identificados individualmente
na cauda.

Cinco grupos de 10 animais (ratos machos Lewis de 5
semanas de idade - LEWIS Lew/Ico, dos Charles River
Laboratories - Bélgica) foram incluidos cada um neste
estudo: Grupo 1l: ratos ndo artriticos / solucdo salina
(veiculo), bolus i.v., n = 10; Grupo 2: ratos artriticos /
solugcdo salina (veiculo), bolus i.v., n = 10; Grupo 3:
ratos artriticos / Indometacina 3 mg/kg, por via oral
diariamente durante 10 dias, n = 10; Grupo 4: ratos

artriticos / E3, 1 mg/kg, bolus i.v, n = 10; Grupo 5: ratos
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artriticos / 911,10 mg/kg, bolus 1i.v, n = 10. As doses
foram expressas em termos de substédncia ativa livre
(mg/kg). E3 e 911 foram preparados extemporaneamente em
solucdo salina a partir da solucdo de matéria-prima para a
concentracdo desejada. E3 1 mg/kg: 3,41 ml da solucdo de
matéria-prima (0,88 mg/ml) g.s.p. 15 ml de solucdo salina.
911 10 mg/kg: 12 ml da solucgdo de matéria-prima (2,5 mg/ml)
g.s.p. 15 ml de solucdo salina. Todas as solucdes diluidas
(antes de injecdo 1i.v.) foram esterilizadas usando uma
unidade de filtro estéril de 0,20 pm. Os valores do pH e da
osmolaridade de solucdes diluidas foram medidos antes de
cada injecdo i.v.. Antes da primeira i.v., a osmolaridade
(mosm/L) para solucdo salina, E3, e 911 foram 278, 269, e
308 respetivamente; pH para solucdo salina, E3, e 911 foram
5,93, 6,76, 6,71 respetivamente. Antes da segunda i.v., a
osmolaridade (mosm/L) para solucdo salina, E3, e 911 foram
280, 270, e 309 respetivamente; pH para solucdo salina, E3,
e 911 foram 5,86, 6,72, e 6,59 respetivamente.

E3 ou 911 ou solucdo salina foram administrados por
injecdo de bolus i.v. no Dia 14 e no Dia 19 depois de
inducédo de artrite numa ordem codificada e aleatdria com um
volume de 5 ml/kg. Ao grupo ndo artritico foi administrada
por bolus i.v. injecdo de solucdo salina no Dia 14 e no Dia
19 com um volume de 5 ml/kg. Indometacina foi preparada
extemporaneamente em 1% de metilcelulose. Indometacina foi
administrada por via oral (p.o.) uma vez ao dia durante 10
dias do Dia 14 ao Dia 23 depois de inducdo de artrite numa
ordem codificada e aleatdéria com um volume de 10 ml/kg.

2. Inducdo de artrite

No Dia 0 (D 0), foi induzida artrite em 70 ratos por
injecdo intradérmica na cauda de 0,05 ml de uma suspensédo
de Mycobacterium butyricum. Um grupo de 10 ratos néo
recebeu qualguer injecéo intradérmica (ratos néo
artriticos). No Dia 14 (D 14), os ratos artriticos foram

incluidos no estudo usando os seguintes critérios: todos os
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ratos incluidos apresentaram um aumento no volume médio da
pata (média do volume das patas esquerda e direita) de pelo
menos 0,30 ml comparado com o (média do volume das patas
esquerda e direita) no grupo ndo artritico (medicdo do
volume da pata conforme descrito a seguir); todos os ratos
incluidos apresentaram uma vocalizagcdo na flexdo suave
(medicdo da reacdo nociceptiva conforme descrito a seguir);
e todos os ratos incluidos apresentaram uma pontuacdo do
indice de artrite de 2 a 3 sobre cada pata traseira
(medicdo do indice de artrite conforme descrito a seguir)
(0s animais com uma pontuacdo de 0, 1 ou 4 foram
descartados) .

3. Peso corporal

Os animais foram pesados uma vez ao dia do Dia 0 ao
Dia 24 (exceto durante os dias do fim de semana antes do
tratamento: D 1, D 2, D 8, D 9, D10). Todas as medicbes
foram realizadas entre 9:00 e 12:00 da manh&d exceto no D 14
(7:30 - 9:00 da manhd) e no D 24 (7:30 - 8:00 da manha).

3. Medicdo do volume da pata

O volume da pata traseira direita e esquerda de cada

rato (ratos artriticos e ndo artriticos) foli medido usando

um pletismbémetro. As medicGes foram realizadas nos
seguintes momentos (depois da inducdo de artrite): Dia 14
(antes de bolus i.v. ou administracdo por via oral); e Dia

24 (5 dias depois da utltima injecdo de bolus i.v. ou 24 h
depois da ultima administracdo por via oral). Todas as
medicdes foram realizadas entre 9:00 e 12:00 horas da
manhd. Todos os dados foram colhidos e armazenados pelo
software WinDas.

4. Indice de artrite

O indice de artrite foi avaliado usando uma pontuacédo
de inflamacdo para cada pata traseira e pata dianteira
(ratos artriticos): Pontuacdo 0: aspeto normal; Pontuacéo
1l: eritema; Pontuacdo 2: eritema com ligeiro edema;

Pontuacdo 3: forte inflamacdo sem anquilose; Pontuacido 4:
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anquilose. Esta avaliacdo foi 1realizada nos seguintes
momentos (depois da inducdo de artrite): Dia 14 (antes de
bolus i.v. ou administracdo por via oral); e Dia 24 (5 dias
depois da Ultima injecdo de bolus i.v. ou 24 h depois da
Ultima administracdo por via oral). Todas as medicgdes foram
realizadas entre 2:00 e 3:00 horas da tarde (D 14), 8:00 e
9:00 horas da manh& (D 24). Todos os dados foram colhidos e
armazenados pelo software WinDas.

5. Medicdo da reacdo nociceptiva (Ensaio de vocalizacédo)

A reacdo nociceptiva foi avaliada por suave flexdo da
pata traseira direita e esquerda repetidamente 2 vezes em
intervalos de 4 a 5 segundos com um dedo do operador (ratos
artriticos). A intensidade do nivel de vocalizacdo foi
registada para cada animal para cada pata traseira (2
vezes: sobre a pata traseira direita: sl e s3; 2 vezes:
sobre a pata traseira esquerda: s2 e s4). Esta avaliacédo
foi realizada nos seguintes momentos (depois da inducdo de
artrite): Dia 14 (antes de bolus i.v. ou administracdo por
via oral); Dia 18 (antes da segunda injecd&o de bolus i.v.
ou 1 hora depois de administracdo por via oral); e Dia 24
(5 dias depois da ultima injecdo de bolus i.v. ou 24 h
depois da ultima administracdo por wvia oral). Todas as
medic¢cdes foram realizadas entre 9:00 e 12:00 horas da manhé&
exceto em D 14 (7:30 - 9:00 da manha) e D 24 (7:30 - 9: 00
da manh&) .

6. Colheita de sangue para medicdo da concentracdo de E3 ou

911 e TGF-R1 circulante e parédmetros hematoldgicos

No Dia 24 (depois das medigbes do volume das patas e o
indice de artrite e experimentacdo de ensaio), sob
anestesia geral usando isoflurano (numa mistura de oxigénio
e oxido nitroso), as amostras de sangue (cerca de 800 a
1000 qul) foram colhidas por acdo capilar com uma
micropipeta a partir do seio retroorbital.

Medicdo da concentracdo de E3 ou 911 (grupos 2, 4 e

5): Uma parte da amostra de sangue foi colhida em tubos
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contendo Li-Heparina (mantida sobre gelo) e centrifugados a
2500-3000 g durante 10 min. Amostras de plasma (pelo menos
100 uL) foram obtidas, congeladas em nitrogénio liquido,
armazenadas a -80 °C. Uma amostra fol ligeiramente
hemolisada (rato artritico tratado com veiculo N° 36).
Medicdo de TGF-B1 circulante (grupos 1-2-3-4-5): Uma
parte da amostra de sangue foi colhida em micro tubos para
preparacdo de soro em temperatura ambiente. Depois de
colheita da amostra, foi misturado sangue e deixado para
coagular durante 30 minutos antes da centrifugacdo. Os
tubos foram centrifugados a cerca de 6000 g durante 3
minutos. Cada amostra de soro (pelo menos 100 uL, exceto
pelo rato n° 52 e n°® 53) foi dividida em aliquotas e
armazenadas a -20 °C até andlise da ativacdo da amostra por
TGF-B1l. Estas aliquotas (50 frascos) foram mantidas por um
periodo de 6 meses iniciando a partir do fim do estudo.
Algumas amostras foram hemolisadas ligeiramente (rato né&o
artritico tratado com veiculo: n°® 2, n°® 5, n° 9, n° 10;
rato artritico tratado com veiculo: n° 53, n°® 63; rato
artritico tratado com E3 no. 31, n°® 51; rato artritico
tratado com 911: n°® 52, n® 62, n® 64). 0Os niveis de TGF-f1
foram medidos wusando kit ELISA de TGF-B1 humano (ref.
DB100, Lote 212258 e 213610, R&D Systems - Franca).
Colheita de sangue ©para parametros hematoldgicos
(grupos 1-2-3-4-5: 50 frascos): Uma parte da amostra de
sangue foi colhida em tubos contendo K3 - EDTA (pelo menos
100 pl). A determinacdo dos parametros foi realizada no dia
da colheita e as amostras né&do foram armazenadas. Os
parédmetros hematoldgicos incluindo gldébulos vermelhos,
leucdcitos, plaquetas, hemoglobina, hematdcrito foram
medidos com um contador da hematologia celular (D 24).
Alguns pardmetros hematoldgicos ndo foram medidos devido as
amostras coaguladas (rato nédo artritico tratado com
veiculo: n° 10; ratos artriticos tratados com E3: n° 59, n°

67; ratos artriticos tratados com 911: n® 16).
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7. Niveis de citocinas das patas

No Dia 24 (5 dias depois da uUltima injecdo de bolus
i.v. ou 24 horas depois da uUltima administracdo por via
oral) (depois de radiografias de raios-X), cada pata
traseira dos animais (ratos artriticos e nédo artriticos)
foi pesada e foi <colhida num frasco de ©polietileno
etiquetado. As amostras de tecido foram congeladas em
nitrogénio liquido e armazenadas a -80 °C.

Preparacéo de homogeneizados articulares: Patas
traseiras congeladas foram pulverizadas usando um Bio-
Pulverizador. As patas traseiras pulverizadas foram em
seguida colocadas dentro de um tubo de centrifuga cdnico de
50 ml contendo 3 ml de PBS suplementado com 50 pi de
coquetel anti-protease e homogeneizadas sobre gelo usando
homogeneizador Ultra- Turrax (50% da velocidade maxima). Os
homogeneizados foram em seguida centrifugados a 2000 x g
durante 15 minutos a 4 °C e o0s sobrenadantes foram
filtrados através de filtros Sartorius de 0,2 pm, divididos
em aliquotas e armazenados a -80 °C até a utilizacdao.

Medicdo dos niveis de citocina: 0Os niveis de citocina
de TNF-o (kit ELISA de TNF-o de rato, ref. RTAO0O, Lote
213718, R&D Systems, Franca), IL-13 de rato (kit ELISA IL-
18, ref. RLBOO, lote 212435, R&D Systems, Franca), IL-6 de
rato (kit ELISA IL-6, ref. R6000, Lote 211773, 214008 e
214362, R&D Systems, Franca), e TGF-f1 Humano (kit ELISA
TGF-B1l, ref. DB100, lote 212258 e 213610, R&D Systems,
Franca) foram determinados em duplicata, de acordo com o
procedimento do fabricante. Aliquotas de homogeneizados das
patas traseiras foram armazenadas a -80 °C.

8. Andlise por raios-X

No Dia 24, depois da colheita de sangue os animais
foram sacrificados e foram obtidas radiografias de raios X
(patas traseira) para avaliacdo de lesdes das Jjuntas. A
analise de raios-X foi focalizada sobre erosdes

articulares, o espaco articular, anormalidades do peridsteo
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sobre ambas as patas traseira. Todas as radiografias foram
analisadas olhando sete itens diferentes: a lesdo de
tecidos moles, deformidade, desmineralizacdo, O espaco
articular, erosdes, osteogénese e reacdo periostal. Para
cada animal, os seis primeiros itens foram analisados de
modo independente olhando a pior pata traseira. A reacédo
periostal foi analisada olhando a cauda. Para cada item a
pontuacdo vai de 0 (normal) a 4 (lesdo méxima). Portanto a
pontuacdo total vai de 0 a 28. A interpretacdo radiografica
foi feita pelo mesmo leitor sem saber nada sobre os animais
(tratados ou ndo tratados).

9. Observacdes

Um animal (n°® 65) morreu em D 23 depois da
administracdo de indometacina (antes da administrac&o em D
23) devido a uma causa desconhecida.

10. Andlise e expressdo de resultados

Todos os resultados foram reportados como Média =
E.P.M. de 10 ratos em cada grupo em cada ponto de tempo. O
volume das patas foi expresso em ml calculados a partir do
valor médio do volume das patas direita e esquerda. A
indice de artrite foi calculado a partir da soma da
pontuacdo obtida para cada uma das 4 patas. A reacdo
nociceptiva foi avaliada pela intensidade do nivel de
vocalizacdo registado para cada animal (média de 4 valores:
2 tempos / pata) em mV. A percentagem de inibicdo da reacédo
nociceptiva foi calculada a partir do valor médio do grupo
artritico tratado com veiculo [(valor médio do grupo
artritico tratado com veiculo - wvalor médio do grupo
artritico tratado / valor médio do grupo artritico tratado
com veiculo)*100]. O peso corporal foi expresso em gramas.
O peso das patas traseira (esquerda e direita) fol expresso
em gramas. Os niveis de citocina (IL-6, IL-1B, TNF-oa e TGF-
Bl) de cada pata traseira foram expressos em pg/ml. Os
niveis circulantes de TGF-Bl foram expressos em pg/ml. O

indice radioldgico para cada pardmetro (desmineralizacéo,



201

erosdes, reacdo periostal, lesdo de tecidos moles, espaco
articular, deformidade por osteogénese) e o) indice
radioldégico total (pontuacdo total) foram calculados a
partir da soma das pontuacdes obtidas para cada parédmetro.
As significéncias intergrupal dos desvios entre os valores
do grupo tratado com veiculo (ratos artriticos) e o grupo
tratado com veiculo (ratos n&do artriticos) foram avaliadas
pelo teste t de Student ou Mann-Whitney Rank Sum Test
quando igual varidncia ou ensaio de normalidade falhou,
significéncias intergrupal dos desvios entre os valores do
grupo tratado com veiculo (ratos artriticos) e grupos
tratados com E3 e tratados com 911 e tratados com
Indometacina foram avaliadas pela anédlise l-way de
varidncia ANOVA seguida pelo teste de Dunnett néo
emparelhado. Uma probabilidade de P < 0,05 foi considerada
como significativa. Toda a anédlise estatistica foi
realizada pelo software Sigmastat™.

Resultados

1. Reacdo nociceptiva (ensaio de vocalizacédo)

Conforme mostrado no Quadro 11 e na Figura 18, em D
14, a reacdo nociceptiva foi 4147 + 331, 4386 = 235, 40644 +
367 e 4468 + 143 em grupos artriticos tratados com veiculo,
tratados com indometacina, tratados com E3, e tratados com
911, respetivamente. Indometacina reduziu fortemente e
significativamente a reacdo nociceptiva depois de 3
mg/kg/dia por via oral (por 10 dias) por cerca de -3768 mV
(3 de inibicdo: 71%) e -4353 mV (% de inibicdo: 74%) em D
18 e D 24, respetivamente comparados com o grupo artritico
tratado com veiculo (D 18: 1511 * 398 contra 5279 = 326 mV;
D 24: 1552 + 508 contra 5905 + 345 mV). E3 (1 mg/kg i.v. em
D 14 e D 19) reduziu fortemente e significativamente a
reacdo nociceptiva por cerca de - 4167 mV (% de inibicéo:
79%) e -5905 mV (% de inibic&do: 100%) em D 18 e D 24,
respetivamente comparado com o grupo artritico tratado com
veiculo (D 18: 1112 £ 401 contra 5279 + 326 mV; D 24: 0 £ 0
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contra 5905 + 345 mV). 911 (10 mg/kg i.v. 2 dias em D 14 e
D 19) reduziu fortemente e significativamente a reacéo
nociceptiva por cerca de -3932 (% de inibicdo: 74%) e -5358
mV (% de inibicdo: 91%) em D 18 e D 24, respetivamente
comparado com o grupo artritico tratado com veiculo (D 18:
1347 + 492 contra 5279 £ 326 mV; D 24: 547 £ 307 contra
5905 + 345 mv).

Quadro 11. Efeitos de E3 e 911 depois de injecdo i.v. (2

dias: D 14- D 19) sobre a reacdo nociceptiva em artrite

reumatoide em ratos

Dia D14 D 18 D 24

veiculo i.v 4147 5279 5905
U 1331 326 +345
E3 4644 1112 0
1 mg/kg i.v. +367 t401%* t0*
Q9
8 de 0 79 100
inibicgédo
10 i:ll'l/k 4468 1347 547
[M9/xg +143  £492%  +307*
Ratos i.v.
. o
Artriticos % qe~ 0 74 91
inibigédo
Indometacina
3 ;“iga/ kogra’fr 4386 1511 1552
+ + * +
(durante 10 £235 £398 +508
dias)
9
8 de 0 71 74
inibigédo
Os valores sé&do expressos em mV como Média = E.P.M.
n = 10 animais por grupo exceto em D 24 para Indometacina

(n = 9)
teste t de Dunnett:* P < 0,05 contra ratos artriticos
tratados com veiculo

2. Peso corporal

Conforme mostrado no Quadro 12 e na Figura 19, foi
observada uma acentuada reducdo no ganho de peso corporal
em ratos artriticos em comparacdo com ratos ndo artriticos
de D 0O a D 14 devido a estabelecimento de artrite. Em D 14

(dia da selecdo) os ratos artriticos apresentaram uma
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significativa reducdo no peso comparados com 0s ratos néo
artriticos (289 £ 2 contra 217 * 4 g) (teste t de Student
P<0,05). No entanto, nao foi detetada diferenca
significativa no peso (D 14) em todos os grupos artritico
(teste de Dunnett P> 0,05). O peso corporal aumentou
moderadamente e significativamente no grupo tratado com
Indometacina (3 mg/kg/dia durante 10 dias) de D 17 a D 24
com um maximo de cerca de 43 g em D 24 comparado com O
grupo artritico tratado com veiculo (261 5 contra 218 + 3
g) . Depois de tratamento com E3 (1 mg/kg i.v. em D 14 e D
19), o) peso corporal aumentou moderadamente e
significativamente de D 17 a D 24 com um maximo de cerca de
46 g em D 24 comparado com © grupo artritico tratado com
veiculo (264 = 5 g contra 218 + 3 g). Depois de tratamento
com 911 (10 mg/kg i.v. em D 14 e D 19), o peso corporal
aumentou moderadamente e significativamente de D 18 a D 24
com um méximo de cerca de 47 g em D 24 comparado com O
grupo artritico tratado com veiculo (265 * 7 contra 218 + 3
g) .
Quadro 12. Efeitos de E3 e 911 depois de injecdo i.v. (2
dias: D 14- D 19) sobre o peso corporal em artrite

reumatoide em ratos

Dia DO D3 D4 D5 D6 D7 D1l D12 D13 D14

Ratos Néo , . 197 215 222 232 236 244 272 277 282 289
L. veiculo i.v.

Artriticos 12 12 12 +2 +2 12 12 12 +2 12

veiculo i.v.

E3 1 mg/kg 206 222 230 241 243 249 242 237 230 225
i.v. +4 3 3 3 +3 3 6 6 5 5

Ratos 911 10 mg/kg 201 211 218 227 231 239 234 228 221 218

Artriticos i.v. £2 45 #5455 45 48 47 +7  +6

Indometacina

k
3 mg/kg POT 500 217 225 235 239 246 242 235 227 224
via oral

+3 44 +4  +4  +4 4 +7  +7  +6 45

durante 10

dias

Dia D15 D16 D17 D18 D19 D20 D21 D22 D23 D24
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Dia DO D3 D4 D5 D6 D7 D11 D12 D13 D14
Ratos Néo , . 285 291 297 302 307 308 312 316 321 326
L. veiculo i.v.
Artriticos +2 +2 12 +3 +3 +3 +3 +3 +3 +3
J . 213 212 211 210 208 210 212 214 216 218
veiculo i.v.
+4 t4 +3 +3 +3 +3 +3 +3 +3 +3
E3 1 mg/kg 223 224 227 232 235 238 245 250 257 264
i.v. +5 5 +4% t+4* t4* +4% t4*  +5%  £5% 5%
Ratos 911 10 mg/kg 217 221 226 229 233 239 246 253 258 265
Artriticos i.v. 5 5 5 +5 to* t6* t6* t6* t6%* 7%
Indometacina
k
3 mg/kg pl°r 230 230 231 234 236 241 246 248 253 261
via ora +4 45 4% t4%x  £4%  t4%x  t4%x  £5%  £5%  £5%
durante 10
dias
Os valores sd0 expressos em gramas como Média + E.P.M. n = 10 animais por

grupo exceto em D 23 e D 24 (n = 9) para Indometacina
teste t de Dunnett:* P £ 0,05 contra ratos artriticos tratados com veiculo

3. Volume das patas

Em D 14, foi realizada uma randomizacdo de modo a
obter grupos homogéneos em termos de volume da pata.
Conforme mostrado no Quadro 13, em D 14, o volume da pata
traseira (média do volume da pata direita e esquerda) foi
significativamente maior no grupo artritico do gue no grupo
ndo artritico (2,10 £ 0,05 contra 1,44 * 0,02 ml (teste t
de Student P<0,05)). Indometacina (3 mg/kg/dia por via oral
durante 10 dias) reduziu significativamente o volume das
patas por cerca de -0,75 ml (D 24) comparado com O Jgrupo
artritico tratado com veiculo (1,59 £ 0,03 ml contra 2,34 =
0,08 ml). E3 (1 mg/kg i1.v. em D 14 e D 19) aumentou
ligeiramente e significativamente o volume das patas por
cerca de 0,37 ml comparado com o grupo artritico tratado
com veiculo (2,71 £ 0,09 ml contra 2,34 £ 0,08 ml). 911 (10
mg/kg 1i.v. em D 14 e D 19) aumentou ligeiramente e
significativamente o volume das patas por cerca de 0,36 ml
comparado com o grupo artritico tratado com veiculo (2,70
+0,11 ml contra 2,34 £ 0,08 ml).
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Quadro 13. Efeitos de E3 e 911 depois de injecdo i.v. (2

dias: D 14 - D 19) sobre o volume das patas em artrite
reumatoide em ratos
Dia D14 D24
Ratos Nao| iculo 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 911 10 mg/kg i.v. 2,02 +0,07 2,70 £0,11~*
Artriticos| Indometacina 3

mg/kg por via oral 2,08 £0,006 1,59 £0,03*
durante 10 dias

Os valores s&do expressos em ml como Média + E.P.M.

n = 10 animais por grupo exceto em D 24 para Indometacina
(n = 9)

teste t de Dunnett:* P £ 0,05 contra ratos artriticos

tratados com veiculo

4. Indice de artrite

Conforme mostrado no Quadro 14, no D 14, o indice de
artrite foi de 10,1 + 0,8, 8,7 * 0,06, 10,2 £ 0,4 e 9,4 £
0,7 e em grupos artriticos tratados com veiculo, tratados
com indometacina, tratados com E3, e tratados com 911,
respetivamente. Indometacina reduziu fortemente e
significativamente o indice de artrite depois de 3
mg/kg/dia por via oral (por 10 dias) por um méximo de cerca
de -8,0 comparado com o grupo artritico tratado com veiculo
(2,7 £+ 0,7 contra 10,7 £ 0,6). E3 (1 mg/kg i.v. no D 14 ¢ D
19) nédo afetou o indice de artrite comparado com © grupo
artritico tratado com veiculo (11,4 £ 0,4 contra 10,7 =
0,6). 911 (10 mg/kg i.v. no D 14 e D 19) ndo afetou o
indice de artrite comparado com o grupo artritico tratado
com veiculo (10,9 £ 0,7 contra 10,7 £0,06).
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Quadro 14. Efeitos de E3 e 911 depois de injecdo i.v. (2
dias: D 14- D 19) sobre o indice de artrite em artrite

reumatoide em ratos

Dia D14 D24
Ratos veiculo i.v. 10,1 0,8 10,7 %0
Artriticos |E3 1 mg/kg i.v. 10,2 0,4 11,4 0,4
911 10 mg/kg 9,4 £0,7 10,9 £0,7
i.v.
Indometacina 3 8,7 0,06 2,7 £0,03*
mg/kg por via
oral durante 10
dias

Os valores sédo expressos como Média = E.P.M. (pontuacdo)
n = 10 animais por grupo exceto para Indometacina (n = 9)
teste t de Dunnett:* P £ 0,05 contra ratos artriticos

tratados com veiculo

5. Niveis de citocina das patas

Conforme mostrado no Quadro 15, em D 24, os niveis de
citocina nas patas esquerda e direita estavam aumentados no
grupo artritico tratado com veiculo por um maximo de cerca
de 3,5 (IL-13), 4 (INF-a) e 1,8 (TGF-B1) vezes comparado
com O grupo ndo artritico tratado com wveiculo. Ndo foi
observada diferenca significativa para os niveis de IL-o,
na pata direita e esquerda, entre os dois grupos. 0Os niveis
de citocina do grupo artritico foram semelhantes na pata
esquerda e direita: 259,7 + 38,5 contra 219,2 * 32,4,
4802,8 + 365,5 contra 4007,1 + 380,4, 17,8 + 1,6 contra
18,6 + 1,9 e 9735,0 £ 1219,8 contra 9161,4 *+ 846,1 pg/ml
para IL-6, IL-13, TNEF-o e TGF-R1 respetivamente.
Indometacina reduziu ligeiramente, mas significativamente,
o nivel de TGF-1B na pata direita depois de 3 mg/kg/dia por
via oral (por 10 dias) por cerca de 1,3 vezes, comparada
com O grupo artritico tratado com veiculo (7057,4 + 335,6

contra 9161,4 + 846,1), ao passo que ndo modificou os



niveis de IL-6,

semelhante mas ndo significativo na pata esquerda.
no D 14 e D 19)
TNF-o ou TGF-R1,

mg/kg i.v.
IL-18,

TNF-o ou IL-1R.
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Foi

observado um efeito

E3 (1

ndo afetou os niveis de IL-o0,

em ambas as patas,

grupo artritico tratado com veiculo.

D 14 e D 19)

comparado com o grupo artritico tratado com veiculo
+ 666,7 contra 4007,1 =&

380,4).

911

(10 mg/kg 1i.v.

comparado com O

cm

aumentou o nivel de IL-1B na pata direita

(6215, 3

Ndo teve nenhum efeito

sobre outros niveis de citocina em ambas as patas.

Quadro 15.

Efeito de E3 e 911 depois de injecédo i.v.
dias em D 14 € D 19)

em ratos artriticos reumatoides

(2

sobre os niveis de citocina das patas

Niveis de citocina das patas esquerdas

Ratos ndo artriticos

Ratos artriticos

veiculo i.v. veiculo E3 1 911 10 Indometacina
i.v. mg/kg mg/kg i.v. |3 mg/kg por
i.v. via oral
IL-6 | 298,6 *35,0 259,7 234,4 262,5 +42,5(249,7 60,4
+38,5 +35,2
IL-1p | 1383,0 +57,9 4802,8 5060,0 5500, 8 4029,1
+365,5 +473,5 +625,3 +449,9
TNF-o 4,3 +2,9 17,8 +1,6(23,6 +2,5| 29,9 +4,38 29,9 3,6
TGF-p1 5264,7 9735,0 9796,7 11053,5 7708,2
+209,2 +1219,8 +491,2 +713,3 +293,9
Niveis de citocina das patas direitas
Ratos ndo artriticos Ratos artriticos
veiculo i.v. veiculo E3 1 911 10 Indometacina
i.v. mg/kg mg/kg i.v. |3 mg/kg por
i.v. via oral
IL-6 (286,4 +76,1 219,2 214,6 284,9 +£38,9(295,9 +47,8
+32,4 +47,2
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Ratos ndo artriticos Ratos artriticos
veiculo i.v. veiculo E3 1 911 10 Indometacina
i.v. mg/kg mg/kg i.v. |3 mg/kg por
i.v. via oral
IL-1PB 1342,1 4007,1 4853,5 6215,3 3884,4
86,1 +380,4 +605,0 +666, 7% +534,14
TNF-o 15,7 +4,8 (18,6 +1,9(21,5 +2,5| 33,4 5,7 30,6 5,7
TGF-B1l 5024,8 9161,4 9362,7 10861,2 7057,4
+148,14 +846,1 +423,4 +604,6 +335,6*

Os valores sdo expressos em pg/ml, como Média + E.P.M.

n = 10 animais por grupo exceto por N&do artritico/veiculo (Pata
direita), Artritico/veiculo (Pata esquerda) e Indometacina (n =
9)

teste t de Dunnett:* P < 0,05 contra ratos artriticos tratados

com velculo

6. Medicdo de TGF-B1 circulante

Conforme mostrado no Quadro 16, em D 24, o nivel
sérico de TGF-B1 estava aumentado no grupo artritico
tratado com veiculo comparado com o grupo ndo artritico
tratado com veiculo (81715,7 + 1984,1 contra ©60269,9 +
2142,8). Indometacina reduziu significativamente o nivel
sérico de TGF-B1 depois de 3 mg/kg/dia por via oral (por 10
dias) por cerca de 1,5 vezes, comparado com O grupo
artritico tratado com wveiculo (57222,2 + 3194,1 contra
81715,7 + 1984,1). E3 (1 mg/kg i.v. em D 14 e D 19) e 911
(10 mg/kg i.v. em D 14 e D 19) reduziu significativamente o
nivel sérico de TGF-1f de modo que o nivel de citocina nos
grupos tratado com E3 e tratado com 911 foram comparaveis
com o0s observados no grupo ndo artritico tratado com
veiculo (69408, 8 * 3926,7 e 67214,5 * 3649, 4
respetivamente, contra 60269,9 + 2142,8).

Quadro 16. Efeito de E3 e 911 depois de injecédo i.v. (2
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dias em D 14 e D 19) sobre os niveis séricos de TGF-f1 em

ratos artriticos reumatoides

Ratos néo Ratos artriticos
artriticos
veiculo i.v. veiculo E3 1 911 10 Indometacina 3
i.v. mg/kg mg/kg mg/kg por via
i.v. i.v. oral
TGF-B1 |60269,9| 81715,7 69408,8 67214,5 57222,2+3194,1~*
+2142,8| £1984,1 13926,7* £3649,4*

Os valores sdo expressos em pg/ml, como Média = E.P.M.

n = 10 animais por grupo exceto por Ndo artritico/veiculo
(Pata direita), Artritico/veiculo (Pata esquerda) e
Indometacina (n = 9)

teste t de Dunnett:* P £ 0,05 contra ratos artriticos
tratados com veiculo

7. Parametros hematoldgicos

Conforme mostrado no Quadro 17, 0s parametros
hematoldgicos tais como gldbulos vermelhos e plaquetas
foram maiores em ratos artriticos tratados com veiculo em
comparacdo com ratos ndo artriticos tratados com veiculo
(teste t de Student P<0,05), ao passo que as gldbulos
vermelhos, hemoglobina e hematdcrito (teste t de Student
P>0,05) foram inalterados. Indometacina ndo afetou os
pardmetros sanguineos depois de 3 mg/kg/dia por via oral
(por 10 dias) comparado com o grupo artritico tratado com
veiculo. E3 (1 mg/kg i.v. em D 14 e D 19) n&do afetou os
pardmetros sanguineos comparado com O grupo artritico
tratado com veiculo. 911 (10 mg/kg i.v. em D 14 e D 19) ndo
afetou os pardmetros sanguineos em comparacdo com O Jgrupo

artritico tratado com veiculo.
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Quadro 17. Efeitos de E3 e 911 depois de injecdo i.v. (2
dias em D 14 e D 19) sobre pardmetros sanguineos na artrite

reumatoide em ratos (Medicdo em D 24)

L. Glébulos . P
. Leucécitos Hemoglobina Hematdécrito Plaquetas
bia 10%/mm® VETmelhos o % 10%/mm®
10°/ mm
Ratos Néo 8,7 7,98 15,1 42,6 322
L. veiculo i.v. 0,9 +0,31 0,7 +1,6 89
Artriticos
n=29 n=9 n=9 n=9 n=29
19,0 7,54 13,2 37,4 10,43
veiculo i.v. +0,9 +0,31 +0,7 +1,6 +89
n = 10 n = 10 n = 10 n = 10 n =10
E3 19,1 7,74 12,9 38,5 827
1 mg/kg i.v. 1,2 0,17 0,3 +1,0 77
=7 n =8 n =8 n =8 n =8
Ratos 911 22,6 7,30 12,1 36,5 799
Artriticos 10 mg/kg i.v. 2,9 +0, 40 +0,7 +2,1 +121
n =8 n=29 n=9 n=29 n=9
Indometacina
3 mg/kg por 21,7 6,93 11,8 35,0 705
via oral 2,5 +0, 31 +0,6 +1,5 +111
durante 10 n=29 n=29 n=29 n =29 n=29
dias

Os valores sdo expressos como Média + E.P.M.
Anova: P> 0,05 contra ratos artriticos tratados com veiculo

7. Peso da pata traseira

Conforme mostrado no Quadro 18, o peso da pata
traseira esquerda e direita foi maior nos ratos artriticos
tratados com veiculo do gque nos ratos ndo artriticos
tratados com veiculo (3,43 + 0,11 contra 1,98 £ 0,01 e 3,32
+ 0,12 contra 1,99 * 0,02 g, respetivamente) (teste t de
Student ou Mann-Whitney P<0,05). Indometacina reduziu
significativamente o peso das patas traseiras depois de 3
mg/kg/dia por via oral (por 10 dias) comparado com O grupo
artritico tratado com veiculo (pata traseira esquerda: 2,23
+ 0,04 contra 3,43 * 0,11 g; pata traseira direita: 2,20 =
0,05 contra 3,32 + 0,12 g). E3 (1 mg/kg i.v. em D 14 e D
19) somente aumentou significativamente o peso da pata
traseira esquerda comparado com O grupo artritico tratado
com veiculo (pata traseira esquerda: 3,86 + 0,14 contra

3,43 + 0,11 g; pata traseira direita: 3,72 * 0,13 contra
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3,32 £ 0,12 g). 911 (10 mg/kg i.v. em D 14 e D 19) somente
aumentou significativamente o peso da pata traseira direita
comparado com © grupo artritico tratado com veiculo (pata
traseira esquerda: 3,73 * 0,12 contra 3,43 #0,11 g; pata
traseira direita: 3,83 0,15 contra 3,32 £0,12 qg).
Quadro 18. Efeitos de E3 e 911 depois de injecédo i.v. (2
dias em D 14 e D 19) sobre o peso das patas traseiras na

artrite reumatoide em ratos (Medic&do em D 24)

Pata Pata direita
esquerda
Ratos Né&o veiculo i.v 1,98 +0,01 1,99 £0,02
Artriticos
veiculo i.v. 3,43 0,11 3,32 +0,12
E3 3,86 3,72
1 mg/kg i.v. 0,14~ 0,13
911 10 mg/kg 3,73 £0,12 3,83
Ratos )
i.v. +0,15%
Artriticos
Indometacina 3 2,23+0,04* 2,20 +0,05
mg/kg por *
via oral
durante 10 dias

Os valores sdo expressos em gramas como Média + E.P.M.
n = 10 animais por grupo exceto para Indometacina (n = 9)
teste t de Dunnett:* P < 0,05 contra ratos artriticos

tratados com veiculo

8. Andlise por raios-X

Conforme mostrado no Quadro 19, foi observado uma
pontuacdo total de 0,0 £ 0,0 nos ratos ndo artriticos
tratados com veiculo. Os ratos artriticos tratados com
veiculo tém uma pontuacdo total de 15,1 + 1,3 com altas
pontuacdes para desmineralizacdo (2,4 = 0,3), erosdes (2,7
+ 0,3), lesdo de tecidos moles (3,1 + 0,2) e espaco
articular (3,3 * 0,2), uma pontuacdo moderada para reacdo
periostal (1,0 + 0,3), osteogénese (0,8 + 0,2) e
deformidade (1,8 * 0,2). Indometacina (3 mg/kg/dia por via
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oral durante 10 dias) reduziu forte e significativamente a
pontuacdo total por cerca de 10,7 em comparagcdo com ratos
artriticos tratados com veiculo (4,4 * 0,9 contra 15,1
+1,3). E3 (1 mg/kg i.v. no D 14 e D 19) n&do afetou a
pontuacdo total comparada com o grupo artritico tratado com
veiculo (14,2 + 1,3 contra 15,1 + 1,3). 911 (10 mg/kg i.v.
em D 14 e D 19) ndo afetou a pontuacdo total comparado com
0 grupo artritico tratado com veiculo (15,4 + 10 contra
15,1 +£1,3).
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Concluséo

Sob as condicgcdes experimentais descritas acima, E3 (1
mg/kg i.v. 2 dias: D 14 - D 19) e 911 (10 mg/kg i.v. 2
dias: D 14 - D 19) apresentaram fortes efeitos analgésicos,
mas néao apresentaram efeitos anti-inflamatérios
significativos neste modelo de artrite.
Exemplo 8: Efeitos de diferentes doses de anticorpo anti-
NGF E3 num modelo de artrite reumatoide em rato

A capacidade de E3 para produzir reducdo na dor em
ratos artriticos foi adicionalmente investigada examinando
a relacdo da reacdo da dose entre administracdo de E3 e
reducdo da dor. Os ratos foram tratados com adjuvante para
induzir artrite conforme descrito acima. Dez ratos néo
injetados com adjuvante foram usados como controlos nédo
artriticos. Catorze dias depois da injecdo de adjuvante, os
animais foram qualificados no estudo com base nos critérios
determinados acima, randomizados em oito grupos de dez
ratos e testados para a intensidade de sua reacdo de
vocalizacdo. Em seguida eles foram dosados dia 14 com
solucgdo 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 para sua
reacdo de vocalizacdo nos dias 16, 18, 20, e 24. 0Os animais
foram novamente doseados com solucdo salina ou a mesma dose
de E3 no dia 18 depois da experiéncia de vocalizacdo. Os
animais foram também pesados a cada dia, iniciando no dia
14. Portanto, os animais foram dosados duas vezes com uma
dada dose do anticorpo ou solucdo salina nos dias 14 e 18,
e avaliados para dor cinco vezes, nos dias 14, 16, 18, 20 e
24. Os sdo mostrados nos Quadros 20 a 22 e nas Figuras 20 a
22.
Quadro 20. Efeitos de diferentes doses de E3 sobre reacéo

nociceptiva (intensidade da vocalizacdo) em ratos

artriticos reumatoides. Os valores da intensidade da

vocalizacdo sdo expressos em mV como média + e.p.m.
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0,003 0,01 0,03
Veiculo 0,1 mg/kg|0,3 mg/kg|l, 0 mg/kg|5,0 mg/kg
mg/kg mg/kg mg/kg

Dia |médial1129,25| 981,75 | 1007,28 | 963,18 | 1159,30 | 1191,58 | 1067,00 | 896,25

14 |e.p.m.| 143,06 71,00 66,50 62,12 132,76 123,44 69,73 57,53
Dia |média|1042,85| 825,60 576,88 448-43 283,71 151,85 98, 62 79,18
16 le.p.m.| 130,51 57,94 49,71 81,01 60,00 26,08 29,17 27,30

Dia |média| 968,10 427,43 334,45 292,52 262,96 194,19 174,13 200,42

18 le.p.m.| 117,85 48,55 35,10 52,36 62,32 53,56 86, 61 120,15
Dia |médial| 942,18 | 448,00 313,13 209,48 79,74 66,27 71,23 63,57
20 le.p.m.| 100,69 33,73 61,98 24,43 33,18 31,34 42,37 23,47
Dia |médial| 913,68 | 724,50 596,38 513,60 | 432,45 176,32 19,21 12,35
24 le.p.m.| 131,29 | 115,90 14,76 63,67 70, 38 66, 61 10,14 12,35

O efeito de tratar animais com varias doses de
anticorpo anti- NGF E3 sobre a vocalizacdo induzida por dor
(dados mostrados no Quadro 20) foi analisado
estatisticamente usando "bidirecional" (ANOVA) para
comparar os resultados obtidos emparelhados entre animais
artriticos tratados com veiculo com aqueles tratados com
uma dada dose do anticorpo E3. Houve um efeito altamente
significativo em todos os niveis de E3 testados (p <
0,0001). Mesmo na menor dose testada (0,003 mg/kg de E3), a
diferenca na vocalizacdo foi significativa (p < 0,0001).

Conforme mostrado no Quadro 20 e na Figura 20, de
acordo com as experiéncias acima, 0 tratamento com
anticorpo E3 a 1 mg/kg mostrou um alivio réapido e forte da
dor. Dentro de dois dias (o ponto de tempo mais cedo
testado) a intensidade da vocalizacdo baixou durante 90%.
Tratamento com menores concentracodes de E3 também

proporcionou forte alivio da dor, embora em menores doses O
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alivio da dor 1levou um pouco mais de tempo para se
manifestar. E provavel que a reducdo aparente na eficécia
no dia 24 de todas exceto as maiores doses testadas sejam
devidas a uma reducdo no nivel real do nivel plasmético de
E3 secunddrio a uma reacdo imune pelos ratos objetos de
experiéncia. E evidente que doses t&do baixas quanto 0,003
mg/kg proporcionam pelo menos alivio parcial da dor neste
modelo.

Quadro 21. Efeitos de diferentes doses de E3 sobre o peso

corporal em ratos artriticos reumatoides (normalizado até

ao dia 14).

Nao artritico Veiculo 0,003 mg/kg 0,01 mg/kg 0,03 mg/kg
Dia Média E.P.M. Média E.P.M. Média E.P.M. Média E.P.M. Média E.P.M.

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 E.P.M. Média E.P.M. Média E.P.M. Média E.P.M.

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 0,56 104,09 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 | 116,710 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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Quadro 22. Efeitos de diferentes doses de E3 sobre o peso

corporal em ratos artriticos reumatoides

ao dia 0).

(normalizado até

Nao artritico veiculo 0,003 mg/kg 0,01 mg/kg 0,03 mg/kg

Dia Média E.P.M. Média E.P.M. Média E.P.M. Média E.P.M. Média E.P.M.
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 | 106,20 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 3,109
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 | 118,43 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

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

Dia Média E.P.M. |Média E.P.M. Média E.P.M. Média E.P.M.

0 100, 00 0,00 [to0,00 0,00 |ioo,00 0,00 |o0,00 0,00

1 99,31 0,61 99,26 0,28 98, 81 0,27 98,25 0,58

2 102,87 0,73 |102,98 0,43 |103,18 0,50 |ho1,82 0,53

3 106,26 0,82 |t06,95 0,50 |106,52 0,55 05,47 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 2,00 |125,60 2,23 123,04 2,42
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0,1 mg/kg 0,3 mg/kg 1,0 mg/kg 5,0 mg/kg
Dia Média E.P.M. |Média E.P.M. Média E.P.M. Média E.P.M.
10 | 123,095 3,38 118,27 3,07 24,11 2,97 [i20,00 2,81
11 | 121,098 3,93 116,02 3,32 21,27 3,42 (17,97 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 12,30 2,23 (13,33 2,37
76 115,06 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 37,81 3,09 [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 anti- NGF E3 sobre o peso corporal foi analisado
estatisticamente usando ANOVA bidirecional para comparar OS
resultados obtidos emparelhados entre animais artriticos
tratados com veiculo com aqueles tratados com uma dada dose
do anticorpo E3. Usando dados normalizados para O peso no
dia 14 (Quadro 21), doses de 0,03 mg/kg de E3 resultaram
numa alteracdo significativa no peso corporal (p<0,005). Em
toda a dose maior de E3, a diferenca entre animais
artriticos tratados e ndo tratados foi significativa (p =
ou < 0,0001). Usando dados normalizados para o peso no dia
0 (Quadro 22), dose de 0,03 mg/kg de E3 resultou numa
alteracdo significativa no peso corporal (p<0,002). Em toda
a dose maior de E3, a diferenca entre animais artriticos
tratados e ndo tratados foi significativa (p < 0,0001).

Novamente de acordo com estudos anteriores, ratos
tratados com E3 apresentaram menos perda de peso aparente
do gue ratos artriticos tratados com solucgdo salina (Quadro
22 e Figura 22). De facto, ratos tratados com altas doses
do anticorpo E3 foram recuperando a perda de peso anterior,

e na verdade ganhando peso mais réapido do que suas coortes
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ndo artriticas (Quadro 21 e Figura 21).

Exemplo 9. Efeitos analgésicos de anticorpo anti-NGF E3 em
pacientes com dor moderada a grave de osteoartrite do
joelho

Neste estudo de escalonamento da dose, randomizado,
controlado por placebo, duplo-cego, efeitos analgésicos de
doses intravenosas unicas (3 pg/kg, 10 pg/kg, 30 pg/kg, 100
pg/kg, ou 300 pg/kg) de anticorpo anti-NGF E3 foram
comparados com placebo em pacientes com dor moderada a
grave de osteoartrite do joelho. Adultos do sexo masculino
e do sexo feminino (idades entre 35 a 65) que sofreram dor
moderada a grave de osteoartrite do joelho, mas tendo de
outro modo boa satde global foram registados no estudo.
Durante o periodo de rastreio, foi exigido dos pacientes
que descontinuassem as medicagdes contra artrite tais como
AINEs, inibidores da ciclooxigenase tipo-2 (COX-2), e
opiédceos pelo menos 14 dias antes da administracdo de
anticorpo anti-NGF E3. Os pacientes foram autorizados a
usar medicacdes de auxilio de acetaminofeno ou ibuprofeno
com algumas restrig¢des com base em achados laboratoriais ou
histérico médico passado. Alguns pacientes tomaram
medicacdes de auxilio durante o estudo, mas as medicacdes
de auxilio n&do foram consumidas durante 2 dias antes e
depois da administracdo de anticorpo anti-NGF E3.

Trinta e quatro pacientes foram admitidos no estudo e
avaliados como pacientes internados para os Dias de Estudo
-1, 1 e 2. A administracdo de anticorpos anti-NGF E3
ocorreu na manhd do Dia 1. Foram usados diarios eletrdénicos
para registar o indice de dor do Jjoelho e utilizacd@o de
medicacdo de auxilio na clinica e em casa. Dez pacientes
foram tratados com placebo. Vinte e quatro pacientes foram
tratados com anticorpo anti-NGF E3: quatro pacientes por
nivel de dose para 3 ng/kg (coorte 1), 10 ng/kg (coorte 2),
e 30 ng/kg (coorte 3); e seis pacientes por nivel de dose

para 100 ng/kg (coorte 4) e 300 pg/kg (coorte 5). O placebo
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usado foi Injecdo de Cloreto de Sédio a 0,9% estéril, USP
(solucdo salina normal). Anticorpo anti-NGF E3 foi uma
formulacdo liquida congelada consistindo em 10 mg/ml de
anticorpo numa solucdo aquosa de 10 mM de histidina, 275 mM
de sacarose, 0,01% de polissorbato 20, pH 6,0. Uma hora
antes da administracédo IV, anticorpo congelado foi degelado
e diluido em Injecdo de Cloreto de Sdédio, USP. O volume
para cada paciente foi calculado com base no peso do
paciente Dia - 1 e nivel de dose atribuida, variando de 3-6
cc para a coorte 1,10-20 cc para a coorte 2, 30-60 cc para
a coorte 3, e 100 cc para a coorte 4 e a coorte 5. Para as
coortes 1 e 2, o anticorpo E3 foi administrado por um bolus
IV lento durante 3 a 5 minutos, seguido por um jato IV de 5
cc de Injecdo de Cloreto de Sdédio, USP. Para as coortes 3-
5, anticorpo E3 foi administrado a 100 cc/hora através de
bomba de infusdo, seguido por um jato IV de 5 cc de Injecédo
de Cloreto de Sé6dio, USP e descontinuacdo do IV. Dentro de
cada coorte, o placebo (Injecdo de Cloreto de Sbédio, USP)
foi administrado por bolus lento ou infusdo continua do
mesmo modo gque o anticorpo E3.

Depois de dois dias hospitalizados, os pacientes
tiveram alta. Dependendo da coorte do nivel de dose, eles
continuaram a ser avaliados para niveis de dor durante 28
dias depois da administracdo de anticorpo E3 (Coortes 1, 2,
e 3) ou até 181 dias depois da administracdo de anticorpo
E3 (Coortes 4 e 5). Foi feita avaliacdes periddicas de
seguranca durante 181 dias em todos o0s pacientes.

Os efeitos analgésicos foram avaliados antes da
dosagem e em multiplos tempos depois da administracédo de
anticorpo E3. VAS eletrdnico validado variando de 0-100 com
101 pontos de resolucgdo foi usado para indice da dor do
joelho corrente. Os pacientes foram informados 4 vezes
diariamente e instruidos a indicar o nivel de dor de
artrite no indice do joelho naquele momento. VAS eletrdnico

validado wvariando de 0-100 com 101 pontos de resolucédo
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também foi usado para indice da dor do 3joelho durante
deambulacdo. VAS para indice da dor do 3joelho durante
deambulacdo foi completado diariamente, concorrente com o
quarto indice corrente de VAS da dor do joelho.

Foi emitido didrio eletrdnico para colheita de dados
no dia -8 e foi feita uma avaliacdo de rastreio de 7 dias
da aceitacdo do didrio eletrdénico do dia -8 ao dia -2 para
determinar o sucesso na utilizacdo dos didrios eletrdnicos
para um dado individuo. Os individuos foram instruidos a
completar 4 didrios por dia. O VAS médio registado durante
o periodo de rastreio é usado como avaliacdo inicial para
avaliacdo da eficécia.

Também foi usada a WOMAC (Western Ontario and McMaster
Universities Arthritis Scale) 3,1 Osteocarthritis Index
Versdo VA.1° para avaliar a dor de artrite. WOMAC 3.1™
consiste em 24 questdes divididas em 3 dominios: dor (5
questdes), rigidez (2 questdes), e funcdo fisica (17
questdes). Bellamy et al., J. Rheumatol 15:1833-40 (1988);
e Bellamy, Semin. Arthritis Rheum. 18:14-7 (1989). O
dominio da funcdo fisica proporciona informacdo da
capacidade de realizar as atividades da wvida diaria. Os
pacientes realizaram o ensaio diretamente no di4rio
eletrénico durante visitas clinicas designadas, usando VAS
eletrénico validado wvariando de 0-100 com 101 pontos de
resolucdo. Cada dominio foi classificado determinando as
médias das pontuacdes de VAS das questdes componentes. O
WOMAC 3.1™ total foi classificado determinando as médias
das pontuacgdes de cada um dos 3 dominios. Os pacientes
também foram instruidos a relatar medicacdo de auxilio
usada através do didrio eletrédnico.

O resultado foi avaliado como alteracdo da avaliacédo
inicial (nivel de dor durante o periodo de rastreio),
expresso como diferenca da intensidade da dor (PID) ou soma
da diferenca da intensidade da dor (SPID) para diferentes

niveis de dose. As alteracdes da avaliacdo inicial nas
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medicdes da atividade foram analisadas usando uma andlise
do modelo de covaridncia (ANCOVA) com tratamento como O
fator principal e dor basal como um co-variado. Para médias
e alteracdes médias, foram feitas comparacgdes do anticorpo
E3 com placebo usando ensaio de Dunnett. Foi usado ensaio
de tendéncia de Tukey-Ciminera-Heyse para avaliar a relacéo
dose-resposta.

Conforme mostrado na Figura 24, a reducdo da
intensidade da dor diaria média depois da unica
administracdo de anticorpo anti-NGF E3 foi observada em
cada dose testada. De modo geral, o efeito na reducdo da
intensidade da dor durou mais tempo no grupo tratado com
maior dose (30 ung/kg, 100 upg/kg e 300 npg/kg) do gque no
grupo tratado com menor dose (3 pg/kg e 10 pg/kg). Conforme
mostrado na Figura 25, as redugdes na intensidade da dor
duraram por pelo menos 80 dias depois da administracdo de
100 pg/kg de E3.

A Quadro 23 abaixo mostra a soma das diferencas da
intensidade da dor (SPID) para cada dosagem de E3 para os
dias 2-8, dias 2-14, dias 2-21, e dias 2-28 comparada com
niveis basais. ANCOVA foi usado para andlise estatistica. O
Quadro 23 indica que a reducdo da dor foi estatisticamente
significativa (p < 0,05) depois de administracdo uUnica de
anticorpo anti-NGF E3.

Quadro 23. Soma das diferencgas da intensidade da dor para

intervalos de tempo variaveis comparada com a avaliacéo

inicial.
Dias 2-8 Dias 2-14 Dias 2-21 Dias 2-28
Placebo -269 -486 -758 -1055
3 ng/kg -572 -956 -1048 -1067
(0,11) (0,18) (0,63) (0,99)
(0,43) (0,62) (0,99) (1,00)
10 ng/kg -671 -1174 -1623 -2020
(0,04) (0, 05) (0,15) (0,29)
(0,17) (0,24) (0,55) (0,81)
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Dias 2-8 Dias 2-14 Dias 2-21 Dias 2-28
30 ng/kg -733 -1371 -2042 -2566
(0,02) (0,02) (0,04) (0,10)
(0,09) (0,08) (0,17) (0,40)
100 pg/kg -766 -1403 -1996 -2726
(< 0,01) (<0,01) (0,02) (0,04)
(0,02) (0,02) (0,10) (0,17)
300 ng/kg -769 -1340 -1869 -2521
(<0,01) (< 0,01) (0,04) (0,07)
(0,02) (0, 04) (0,17) (0,29)
Todos -713 -1269 -1752 -2254
(<0,01) (<0,01) (0,01) (0,04)
(< 0,01) (< 0,01) (0, 06) (0,18)

Foi feita anédlise estatisticamente sem ajuste e com
linha de

valores de p dentro de parénteses para cada intervalo de

ajuste para maltiplas comparacdes. A primeira
tempo foi sem ajuste; a segunda linha de valores de p
dentro de parénteses foi com ajuste de Dunnett.

Conforme mostrado na

Figura 26, a percentagem de

reducdo maxima em SPID pela administracdo Unica de
anticorpo anti-NGF E3 atingiu cerca de 45% até cerca de 65%
do dia 2 ao dia 14 para cada dose de E3 testada, e atingiu
cerca de 45% até cerca de 60% do dia 2 ao dia 28 para dose
de 10 ng/kg, 30 pg/kg, 100 pg/kg, e 300 pg/kg de E3.
Conforme mostrado na Figura 27, a administracdo de
anticorpo anti-NGF E3 também reduziu a pontuacdo WOMAC do
dia 1 ao dia 28.

reduzido significativamente em dose de 100

A pontuacdo de dor, funcdo fisica e
rigidez foi
ng/kg de E3. Estes dados indicam que a administracdo tnica
de anticorpo anti-NGF né&o somente reduz a dor, mas também
melhora a funcdo fisica e a rigidez em pacientes tendo
osteoartrite.

Depésito de Material Biolégico

foram depositados Jjunto a

Os materiais seguintes



224

Colecdo Americana de Culturas Celulares, 10801 University

Boulevard, Manassas, Virginia, EUA (ATCC):

Material N° de Acesso ATCC Data de Depédsito

Eb.911.3E cadeia leve de E3 PTA-4893 8 de janeiro de 2003
Eb.pur.911.3E cadeia leve de E3 PTA-4894 8 de janeiro de 2003
Db.911.3E cadeia pesada de E3 PTA-4895 8 de janeiro de 2003

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

Este depdsito foi feito segundo as estipulacdes do
Tratado de Budapest acerca do Reconhecimento Internacional
do Depdsito de Microrganismos para fins de Procedimento de
Patente e de Regulamentacdes subordinadas (International
Recognition of the Deposit of Microorganisms for the
Purpose of Patent Procedure and the Regulations thereunder
(Tratado de Budapest)). Este garante a manutencdo de uma
cultura vidvel do depdsito durante 30 anos da data de
depdsito. O depdsito serd tornado disponivel pela ATCC sob
0s termos do Tratado de Budapest, e estard individuo a um
acordo entre Rinat Neuroscience Corp. e a ATCC, o qual
garante disponibilidade permanente e irrestrita da progénie
da cultura do depdsito para o publico na publicacdo da
Patente US pertinente ou na exposicdo ao publico de
qualguer pedido de Patente US ou estrangeira, qualquer que
venha primeiro, e assegura disponibilidade da progénie para
alguém determinado pelo Comissadrio de Patentes de Marcas
Registadas dos Estados Unidos {U.S. Commissioner of Patents
and Trademarks) a ser intitulado para isso de acordo com 35
USC Section 122 e as regras do Comissédrio de acordo para
isso (incluindo 37 CFR Section 1,14 com particular
referéncia a 886 0G 638).

O cessiondrio do presente pedido concordou que se uma
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cultura dos materiais em depdsito morresse ou fosse perdida
ou destruida guando cultivada sob condig¢des adegquadas, o0sS
materiais serdo prontamente substituidos sob notificacédo
com outros dos mesmos. A disponibilidade do material
depositado n&o deve ser considerada como uma licenca para
pratica da divulgacédo em contravencéao dos direitos
concedidos sob a autoridade de qualquer governo de acordo
com suas leis de patente.

Sequéncias de anticorpos

Regido wvaridvel de cadeia pesada (CDRs Kabat estéo
sublinhadas; CDRs Chothia estdo EM NEGRITO E EM ITALICO)
QVQLQESGPGLVKPSETLSLTCTVSGFSLIG VDENWIRQPPGRKGLEWIGH W GDGTTDY
NSAFESRVTISKEDTSENOQFSLELSSVTAADTAVYYCARGGYW YA TSYYFDIWGOGTL
VEVE (SEQ IDNO

Regido wvariavel de cadeia leve (CDRs Kabat estéo
sublinhadas; CDRs Chothia estio EM NEGRITO E EM ITALICO)

DIQMTQSPSSLSASVGDRVITTCRASQOSISNNLNYWYRQQKPGRAPKLLIVYTSREHSGVP

SRFSGRGSGTDFTFTISSLOPEDIATYYCQOENTLPYTFGQGTKLEIKRT (SEQ 1D NO:2)

CDRs estendidas de cadeia pesada E3
CDRH1: GFSLIGYDLN (SEQ ID NO: 3)
CDRHZ2: TIIWGDGTTDYNSAVKS (SEQ ID NO: 4)
CDRH3: GGYWYATSYYEDY (SEQ ID NO: 5)
CDRs estendidas de cadeia leve E3
CDRL1: RASQSISNNLN (SEQ ID NO: 06)
CDRL2: YTSRFHS (SEQ ID NO: 7)
CDRL3: QQEHTLPYT (SEQ ID NO: 8)
CDRs estendidas 911 de anticorpo monoclonal de ratinho
CDRs estendidas de cadeia pesada 911
CDRH1: GFSLIGYDIN (SEQ ID NO: 9)
CDRHZ2: MIWGDGTTDYNSALKS (SEQ ID NO: 10)
CDRH3: GGYYYGTSYYEFDY (SEQ ID NO: 11)
CDRs estendidas de cadeia leve 911
CDRL1: RASQDISNHIN (SEQ ID NO: 12)
CDRL2: YISRFHS (SEQ ID NO: 13)
CDRL3: QQSKTLPYT (SEQ ID NO: 14)
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Sequéncia de aminoédcidos de cadeia pesada E3 (total)

YNSAVESRVTISKDTSKNQFSLKLESVTAADTAVYYCARGGYWYATSYYFDYWGQ
GILVTVISASTRGPSVFPLAPCERSTSESTAALGCLVEDYFPEFVTVSWNSGALTSGY
HTFPAVLOSSGLYSLESVVTVRESNFGTOTY TCNVDHEKPSNTKVDRTVERKCCVECPP
CPAPPV AGPSVFLFPPEPRDTLMISRTPEVICVVVDVSHEDPEVORNWYVDGVEVHN
AKTKPREEQFNSﬁ@ﬂﬁ@VLTVVHQDWENGKEYKCKVSNKGLPSQEKT&KTKGQP
REPQVYﬁTPPSﬁEEhYHGﬁQVSLTCLVKQFY?SE&AN@&VE&ﬁﬁ@?ﬁ%&@fﬁTTEﬁﬂLDS
DGSFFLYSKLTVDEK SRWQQGNVFSCSVMHEALHNHYTQKSLSLSPG(SEQ ID
NO:18)

Sequéncia de aminocdcidos de cadeia 1leve 3E (anticorpo

total)
DIOMTQSPSSLEASVGDRVTITCRASQSISNNLN WY QURPGRAPKLLIYVYTERFHSGY
PERFBGSGSGTDFTFTISSLOPEDIATY YOQQERTLEYTRFGQGTKLEIKRTVAAPSVFIFF
PSDEQLKSGTASYV CLLNNFYP REAKVQWKVDNALOSGNSQESVTEQDSKDSTYSLS
STLTLSKADYEKHXVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC(SEQ 1D NO:17)

Sequéncia de nucledtidos de cadeia pesada 3E (anticorpo
total)
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“CAGGTGCAGCTGCAGGAGTCTOGECCAGGACTGOTCAAGCCTTCCGAGACCCTIGT .
CCCTCACCTGCACTGTCICTGGGTTCTCACTTATCGGLUTATGATCTTAACTGGATLC
GACAGOCTCCAGGGAAGGGACTOGAGIGUATIGGGATTATCTGGGETGATGGAA
CCACAGACTATAATYCAGCTGTCAAATCCCGCETCACCATCTCAAAAGACACCTCCA -
AGAACCAGTICTCLCCTGAAGCTGAGCTICTGTGACCGUCGCGGACACGGLRGTGTA
TTACTGTGCGAGAGGAGGTTATTIGGTACGCCACTAGCTACTACTTYGACTACTGG
CGCLAGGGLACCCTGETCACCGEICTUCTCAGCOTCCACCAAGGGCCCATCTOTCTT
CLCACTGGLUCCATGUTCOCGUAGLACCTUCGAGAGCACAGUCGLCCTGEGCTGCC
TGGTCAAGGACTACT I'(:()(l&GAAGCFGT&&CCG’I’G%&‘C CTGGAACTCIGGCGCYICTG
ACCAGCGGUGTGLACACTTTCOCAGCTGTCCTGCAGTUCTCAGGTCTCTACTCCCTC
AGCAGCGHIH?H&ACCGTGCCATCQAGCAACTTCGGCACCGAG&CCTAGAGCﬁSGAﬁ
COTAGATCACAAGCCAAGCAACACCAAGGTCGACAAGACCOTGGAGAGAAAGTGT
TGTGTGCGAGTGTCCACCTTGTO Cﬁ(}tﬁc CTCCAGTGGCCGGACCATCOGTGETICCY
GTTCCOTCCAAAGCCAAAGGACACCCTGATGATCTUCAGAACCCCAGAGGTGACCT
GICTGGTGCTGGACGTETCCCACGAGOGACCCAGAGGTGCAGTTCAACTGGTATS
TGGACGGAGTGGAGGTGCACAACGLECAAGACCAAGCLAAGAGAGGAGCAGTTCA.
ﬁCTCCACCTTCAGAGTGGTGAGGGTGCTGﬁCCGTG}TGCACCAGGAETGGCTGAA
EGGAAAGﬂﬁ&ﬁﬁﬁ?ﬁﬂ?ﬁ??&ﬁ@GTGTCGAAC&AC&H&ACTGCCATQCAGCATCGA
GAA GACEL&'&T&I‘I‘Q&U&G&CCﬁAGBBﬁ(,L%C§CC}AAC§A GAGCCACAGHTGTATACCUTG
CEAQCATCCAGﬁGAGGAGﬁTGﬁCCAAGﬁAECAGGWGTCCGN&MKﬁKﬁCT@GTGA
AGGGJEIT.‘C;TATCZCA’I’CCC}A{IAZ{:‘CGCCGTGGAGT‘GG(}AGTCC-AA(ZGGAE,A GUCAGA
GCAACAACTATAAGACCACCCUTCCAATGCTGGACTCOGACGGATCCTICTTCCTGTA
TICCAAGUTCGALCGTGGACAAGTCCAGATGGCAGUAGGGAAACGTGTTICTOTYGY
TCOGTGATGUCALGAGGCUCTGLACAACCACTATACCCAGAAGAGUCTGTCULUTGTC
TCCAGGAAAGTAAREQ ID NO: 65)

Sequéncia de nucledtidos de dominio wvaridvel de cadeia
pesada 3E

CAGGTGUAGCTGCAGGAGYTCTGGCCOAGGACTGGTGAAGCCTICOCGAGAQCCTGY

CCCTCACCTGCACTGICTCTGGGTTICTCACT TATCGGCTATGATCTIAACTGGATCC

CCACAGACTATAATTCAGCTGTCAMATCCCGCGTCACCATCTCAAAAGACACCTCCA
AGAACCAGTICTCCCTGAAGCTGAGCTCTGTGACCGUCGOGBACACGGLCGTGTA
TTACTGTGCGAGAGGAGGTTATYGG TACGCCACTAGCTACTACTTIGACTACTGS
GGCCAGGGCACCCTGGTCACCGTCTCCTCASER ID NOG6) '

Sequéncia de nucledétidos de cadeia leve 3E (anticorpo
total)
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GATATCCAGATGACACAGTCCCCATCCTCCCTGTCTGOCTCTGTGGGTGACCGLGT
CACCATCACCTGOCGCGCATCTCAGTCCATTAGCAATAATCTGAACTGGTATCAGT
AGAAGCCAGGCAAAGCCCCAAMACTCCTGATCTACTACACCTCACGCTTCCACTCA
GGTGTCOCATCACGCTTCAGTGGCAGTGGCTCTGGTACAGATTTCACCTICACCAT
TAGCAGCCTGCAACCAGAAGATATTGCCACTTATTACTGCCAACAGGAGCATACCC
TTCCATATACCTTCGGTCAAGGCACCAAGCTGGAGATCAAACGCACTGTGGLTGEA
CCATCTGTCTTCATCTTTCCTCCATCTGATGAGCAGTTGAAATCCGGAACTGCCTCT
GITGTGTGCCTGCTGAATAACTICTATCCACGCGAGGCCAAAGTACAGTGGAAGG
TGG&J%&GGECCTCGA&TECGGTAAETQCCAGGAG&GTGTCAC&GAGCﬁGGﬁCﬁG
CAAGGACAGCACCTACAGCCTCAGCAGCACCCTGACCCTGAGCAAAGCAGACTAC
GAGAAACACMAAGICTACGUCTGCGAAGTCACCCATCAGGGUCTGAGTICTCCAG
TCACAAAGAGCTTCAACCGCGGTGAGTGCTAABEQ ID NOW6Y)

Sequéncia de nucledétidos de dominio wvariédvel de cadeia

leve 3E
GATATCCAGATGACACAGTCCCCATCCTCCCTIGTCTGCCTCTGTGGGTGACCGCGT
CACCATCACCTOCCOCGCATCTCAGTCCATTAGCAATAATCTGAACTGGTATCAG
CAGAAGCCAGGCAAAGCCCCAAAACTCCTCATCTACTACACCTCACGUTTCCACT
CAGGTGTCCCATCACOCTICAGTGGCAGTGGUICTGGTACAGATTTCACCTTCACE
.ATTAGCAGCCTGCAACCAGAAGATAETGCGACTTATTACTGCCAACAGGAGCATA
CCCTTCCATATAECTTGGGTCéAGGCACCAAGCTGGAGATCAAACGKKSEQID
NO:68)

LISTA DE SEQUENCIAS
<110> RINAT NEUROSCIENCE CORPORATION
<120> METODOS PARA TRATAR A DOR DA OSTEOARTRITE POR MEIO
DA  ADMINISTRACAO DE UM  ANTAGONISTA DE FATOR DE

CRESCIMENTO DO NERVO E COMPOSICOES CONTENDO O MESMO

<150> US 11/104,248
<151> 11-04-2006

<160> 77
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<170> FastSEQ para Windows Versdo 4.0

<210> 1
<211> 120
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 1

GIn val GIn Leu Gln Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Glu

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Phe Ser Leu Ile Gly Tyr
20 25 30
Asp Leu Asn Trp Ile Arg Gln Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile

Gly Ile Ile Trp Gly Asp Gly Thr Thr Asp Tyr Asn Ser Ala val Lys
50 55 60
Ser Arg val Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80
Lys Leu Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala
85 90 95
Arg Gly Gly Tyr Trp Tyr Ala Thr Ser Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser

115 120

<210> 2
<211> 109
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 2



ASD
Asp
Leu
Tyr
Ser
65

Glu

Thr

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

Ile

GlIn

Arg val

Asn Trp

35

Tyr Thr

50
Gly

Asp

Phe

3
10
PRT

Ser
Ile
Gly

Met
Thr
20

Tyr
Ser
Gly
Ala

GIn
100

Thr
Ile
Gln
Arg
Thr
Thr
Gly

GIn
Thr
Gln
Phe
Asp
70

Tyr

Thr

Ser
Cys
Lys
His
55

Phe
Tyr

Lys

230

Pro Ser

Arg Ala
25

Pro Gly

40

Ser Gly

Thr Phe
Cys Gln

Leu Glu
105

Sequéncia artificial

Construcdo sintética

4
16
PRT

Gly Phe Ser Leu Tle Gly Tyr Asp Leu Asn
1 5 10

Sequéncia artificial

Construcdo sintética

Ser
10

Ser
Lys
val
Thr
Gln

Ile

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Glu

Lys

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Ser
His

Arg

Ala
Ile
Lys
45

Arg
Ser
Thr

Thr

Ser
ser
30

Leu
Phe
Leu

Leu

val
15

Ash
Leu
Ser
Gln

Pro
95

Gly
Asn
Ile
Gly
Pro

80
Tyr

ITe Trp Gly Asp Gly Thr Thr Asp T5r Asn Ser Ala val Lys Ser
5 1

15
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<211> 13
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 5
Gly Gly Tyr Trp Tyr Ala Thr Ser Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 6

<211> 11

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 6
Arg Ala Ser GIn Ser Ile Ser Ash Ash Leu Ash
1 5 10
<210> 7
<211> 7

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 7

Tyr Thr Ser Arg Phe His Ser
1 5
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<210> 8
<211> 9
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 8
GIn GIn Glu His Thr Leu Pro Tyr Thr
1 5

<210> 9

<211> 10

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 9
Gly Phe Ser Leu Ile Gly Tyr Asp Ile Asn
1 5 10
<210> 10
<211> 16
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 10

Met Ile Trp Gly Asp Gly Thr Thr Asp Igr Asn Ser Ala Leu igs Ser
5

<210> 11
<211> 13
<212> PRT

<213> Mus musculus
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<400> 11

Gly Gly Tyr Tyr Tyr Gly Thr Ser Tyr T5r Phe Asp Tyr
1 5 1

<210> 12
<211> 11
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 12
Arg Ala Ser Gln Asp Ile Ser Asn His Leu Asn
1 5 10
<210> 13
<211> 7
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 13

T{r Ile Ser Arg PEe His Ser

<210> 14
<211> 9
<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 14

GIn Gln Ser Lys Thr Leu Pro Tyr Thr
1 5

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

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 15

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

<210> 16
<211> 447
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 16



Gln
Thr
Asp
Gly
ser
65

Lys
Arg
GIn
val
Ala
145
sSer
val
Pro
Lys
val
225
Phe
Pro
val
Thr
val

305
Cys

Ser
Pro
val
Gly
385
Asp
Trp

His

val
Leu
Leu
Ile
50

Arg
Leu
Gly
Gly
Phe
130
Leu
Trp
Leu
Ser
Pro
210
Glu
Leu
Glu
GIn
Lys
290
Leu

Lys

Lys
Ser
Lys
370
Gln
Gly
Gln

Asn

<210> 17

<211> 214

Gln
Ser
Asn
Ile
val
Ser
Gly
Thr
115
Pro
Gly
Asn
GIn
Ser
195
Ser
Cys
Phe
val
Phe
275
Pro
Thr

val

Thr
359
Gly
Pro
Ser
Gln

His
435

Leu
Leu
20

Trp
Trp
Thr
Ser
Tyr
100
Leu
Leu
Cys
Ser
Ser
180
Asn
Asn
Pro
Pro
Thr
260
Asn
Arg
val

Ser

Lys
340
Glu
Phe
Glu
Phe
Gly

420
Tyr

Gln
Thr
Ile
Gly
Ile
val
85

Tr'p
val
Ala
Leu
Gly
165
Ser
Phe
Thr
Pro
Pro
245
Cys
Trp
Glu
val

Asn

325
Gly

Glu
Tyr
Asn
Phe
405
Asn

Thr

Glu
Cys
Arg
Asp
Ser
70

Thr
Tyr
Thr
Pro
val
150
Ala
Gly
Gly
Lys
Cys
230
Lys
val
Tyr
Glu
His
310
LysS

GIn
Met
Pro
Asn
390
Leu
val

GIn

Ser
Thr
Gln
Gly
55

Lys
Ala
Ala
val
Cys
135
Lys
Leu
Leu
Thr
val
215
Pro
Pro
val
val
Gln
295
Gln

Gly

Pro
Thr
Ser
375
Tyr
Tyr
Phe

Lys

235

Gly
val
Pro
Thr
Asp
Ala
Thr
Ser
120
Ser
Asp
Thr
Tyr
Gln
200
Asp
Ala
Lys
val
As

280
Phe
Asp

Leu

Arg
LysS
360
Asp
Lys
Ser
Ser

ser
440

Pro
ser
25

Pro
Thr
Thr
Asp
Ser
105
ser
Arg
Tyr
Ser
ser
185
Thr
Lys
Pro
Asp

Asp
265

p Gly

Asn
Trp

Pro

Glu
345
Asn
Ile
Thr
Lys
Cys

425
Leu

Gly
10

Gly
Gly
Asp
Ser
Thr
20

Tyr
Ala
Ser
Phe
Gly
170
Leu
Tyr
Thr
Pro
Thr
250
val
val
Ser
Leu

Ser

330
Pro

Gln
Ala
Thr
Leu
410
Ser

Ser

Leu
Phe
Lys
Tyr
Lys
75

Ala
Tyr
Ser
Thr
Pro
155
val
Ser
Thr
val
val
235
Leu
Ser
Glu
Thr
Asn

315
Ser

GlIn
val
val
Pro
395
Thr
val

Leu

val
Ser
Gly
Asn
60

Asn
val
Phe
Thr
Ser
140
Glu
His
Ser
Cys
Glu
220
Ala
Met
His
val
Phe
300
Gly

Ile

val
Ser
Glu
380
Pro
val
Met

Ser

LysS
Leu
Leu
45

Ser
Gln
Tyr
Asp
Lys
135
Glu
Pro
Thr
val
Asn
205
Arg
Gly
Ile
Glu
His
285
Arg
Lys
Glu

Tyr
Leu
365
Trp
Met
Asp
His

Pro
445

Pro
Ile
30

Glu
Ala
Phe
Tyr
Tyr
110
Gly
Ser
val
Phe
val
190
val
Lys
Pro
Ser
Asp
270
Asn
val
Glu

Lys

Thr
350
Thr
Glu
Leu
Lys
Glu

430
Gly

Ser
15

Gly
Trp
val
Ser
Cys
95

Trp
Pro
Thr
Thr
Pro
175
Thr
Asp
Cys
Ser
Ar

255
Pro
Ala
val
Tyr

Thr

335
Leu

Cys
Ser
Asp
Ser
415
Ala

Lys

Glu
Tyr
Ile
Lys
Leu
80

Ala
Gly
Ser
Ala
val
160
Ala
val
His
Cys

val
240

g Thr

Glu
Lys
Ser

538
Ile

Pro
Leu
Asn
ser
400
Arg

Leu



<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

Asp
Asp
Leu
Tyr
Ser
Glu
Thr
Pro
Thr
Lys
145
Glu
Ser

Ala

Phe

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

236

PRT

Sequéncia artificial

Construcdo sintética

VARIANTE
190

Xaa = Qualquer Aminoaci

17

Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro

Arg val Thr Ile Thr Cys Arg
20
Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro

Tyr Thr Ser Arg Phe His Ser

50 55

Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr
70

Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys

Phe Gly Gég Gly Thr Lys Leu
1
Ser val Phe Ile Phe Pro Pro
115 120
Ala Ser val val Cys Leu Leu
130 135
val GIn Trp Lys X%& Asp Asnh
Ser val Thr Glu GIn Asp Ser
165
Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala
180
Cys Glu val Thr His Gln Gly
195 200
Asn Arg Gly Glu Cys
210

18
11
PRT

Sequéncia artificial

do

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Phe
Gln
Glu
105
Ser
Asn
Ala
Lys
As

185
Leu

Ser
10

Ser
Lys
val
Thr
Gln
Ile
Asp
Asn

Leu

Asp
170

p Tyr

Ser

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
Glu
Lys
Glu
Phe
Gln
155
Ser

Glu

Ser

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Ser
His
Arg
Gln
Tyr
140
Ser
Thr
Lys

Pro

Ala
Ile
Lys
45

Arg
Ser
Thr
Thr
Leu
125
Pro
Gly
Tyr
His

val
205

Ser
Ser
30

Leu
Phe
Leu
Leu
val
110
Lys
Arg
Asn
Ser
Xaa

190
Thr

val
15

Ash
Leu
Ser
Gln
Pro
Ala
Ser
Glu
Ser
Leu
175
val

Lys

Gly
Asn
Ile
Gly
Pro
80

Tyr
Ala
Gly
Ala
Gln
160
Ser
Tyr

Ser



237

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 18
Arg Ala Ser GIn Ser Ile Ser Asn Asn Leu Asn
1 5 10
<210> 19
<211> 7
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 19
Tyr Thr Ser Arg Phe His Ser
1 5

<210> 20

<211> 11

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 20
Arg Ala Ser Gln Tyr Ile Ser Asn His Leu Asn
1 5 10
<210> 21
<211> 7

<212> PRT



238
<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 21

Tyr Thr Ser Arg Phe His Ser
1 >

<210> 22
<211> 11
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 22
Arg Ala Ser GIn Ser Ile Ser Asn GIn Leu Asn
1 5 10
<210> 23
<211> 7
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 23

T{r val Ser Arg Pge His Ser

<210> 24



239

<211> 11
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 24
Arg Ala Phe GIn Ala ITe Ser Asn GIn Leu Asn
1 5 10
<210> 25
<211> 7
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 25
Tyr Ile Ser Arg Phe His Thr
1 5

<210> 26

<211> 11

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 26

Arg Ala Phe Gln Ser Ile Ser Asn GIn Leu Asn
1 5 10



240

<210> 27
<211> 7
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 27
Tyr Ala Ser Arg Phe His Ser
1 5

<210> 28

<211> 10

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 28
Gly Phe Ser Leu Ile Gly Tyr Asp Ser Asn
1 5 10
<210> 29
<211> 14
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 29



241

ITe ITe Trp Gly Asp Gly Thr Thr Asp Tyr Asn Ser Ala Leu
1 5 10

<210> 30
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 30

Gly Phe Ser Leu Ile Gly Tyr Asp Leu Asn
1 5 10

<210> 31
<211> 14
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 31

Ile Ile Trp Gly Asp Gly Thr Thr Asp Igr Asn Ser Ala val
1 5

<210> 32
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética



242

<400> 32

Gly Phe Ser Leu Ile Gly Tyr Asp val Thr
1 5 10

<210> 33
<211> 14
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 33

Gly Ile Trp Gly Agp Gly Thr Thr Asp Igr Asn Ser Ala val
1

<210> 34
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 34
Gly Phe Ser Leu Ile Gly Tyr Asp val Thr
1 5 10
<210> 35
<211> 14
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>



243
<223> Construcdo sintética

<400> 35

Gly Ile Trp Gly Asp Gly Thr Thr Asp T%r Asn Ser Ser val
1 5 1

<210> 36
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 36

Gly Phe Ser Leu Ile Gly Tyr Asp Ala Thr
1 5 10

<210> 37
<211> 14
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 37

Gly Ile Trp Gly Asp Gly Thr Thr Asp Tyr Asn Ser Ala val
1 5 10

<210> 38
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial



244

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 38

Gly Phe Ser Leu Ile Gly Tyr Asp val Ser
1 5 10

<210> 39
<211> 14
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 39

Ile Ile Trp Gly Asp Gly Thr Thr Asp I%r Asn Ser Ser val
1 5

<210> 40
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 40
Gly Phe Ser Leu Ile Gly Tyr Asp Ile Ser
1 5 10
<210> 41
<211> 14

<212> PRT



245
<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 41

GIn Ile Trp Gly Asp Gly Thr Thr Asp I%r Asn Ser Ser val
1 5

<210> 42
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 42
Gly Phe Ser Leu Ile Gly Tyr Asp Ala Ser
1 5 10
<210> 43
<211> 14
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 43

Gly Ile Trp Gly Asp Gly Thr Thr Asp Tgr Asn Ser Ser val
1 5 1

<210> 44



246

<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 44

Gly Phe Ser Leu Ile Gly Tyr Asp Ser Thr
1 5 10

<210> 45
<211> 14
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 45

Ser Ile Trp Gly Agp Gly Thr Thr Asp 15r Asn Ser Ala Leu
1

<210> 46
<211> 13
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 46

Gly.G1y>Tyr Trp Tgr Gly Thr Ser Tyr {6r Phe Asp Tyr



247

<210> 47
<211> 13
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 47
Gly Gly Tyr Tyr Tyr Gly Thr Ala Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

<210> 48

<211> 13

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 48

Gly Gly Tyr Tyr Tyr Gly Thr Thr Tyr Tgr Phe Asp Tyr
1 5 1

<210> 49
<211> 13
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 49



248

Gly Gly Tyr Tyr Tyr Ala Thr Ser Tyr Iér Phe Asp Tyr
1 5

<210> 50
<211> 9
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 50
GIn GIn Glu Lys Thr Leu Pro Tyr Thr
1 5

<210> 51

<211> 9

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 51
GIn GIn Glu Ala Thr Leu Pro Tyr Thr
1 5

<210> 52

<211> 13

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética



249

<400> 52

Gly Gly Tyr Trp Tgr Ala Thr Ser Tyr I%r Phe Asp Tyr
1

<210> 53
<211> 9
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 53
GIn GIn Glu Arg Thr Leu Pro Tyr Thr
1 5

<210> 54

<211> 13

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 54

Gly Gly Tyr Trp Tyr Ala Thr Ser Tyr {6r Phe Asp Tyr
1 5

<210> 55
<211> 9
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>



250
<223> Construcdo sintética

<400> 55

G}n GIn Glu His Tgr Leu Pro Tyr Thr

<210> 56
<211> 13
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 56

Gly Gly Tyr Trp Tyr Ala Thr Ser Tyr Tér Phe Asp Tyr
1 5 1

<210> 57
<211> 9
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 57

GIn GIn Glu Ser Thr Leu Pro Tyr Thr
1 5

<210> 58
<211> 13
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial



<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>

251

Construcdo sintética

58

Gly Gly Tyr Trp Tyr Ser Thr Ser Tyr T%r Phe Asp Tyr
1 5 1

59
9
PRT

Sequéncia artificial

Construcdo sintética

59

GIn Gln Glu Lys Thr Leu Pro Tyr Thr
1 5

60
13
PRT

Sequéncia artificial

Construcdo sintética

60

Gly Gly Tyr Tyr Tgr Ala Thr Ser Tyr I%r Phe Asp Tyr

61
9
PRT



252
<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 61

GIn Gln Glu Arg Thr Leu Pro Tyr Thr
1 5

<210> 62
<211> 13
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 62

Gly Gly Tyr Trp Tgr Ala Thr ser Tyr Igr Phe Asp Tyr

<210> 63
<211> 9
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 63

GIn GIn Glu Arg Thr Leu Pro Tyr Thr
1 5

<210> 064



<211>
<212>
<213>

13
PRT

<220>

<223>

<400> 64

253

Sequéncia artificial

Construcdo sintética

G1yVG1§ Tyr Tyr Tyr Ala Thr Ser Tyr Tyr Phe Asp Tyr
1 5 10

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

65
134
ADN

<220>
<223>

<400> 65

caggtgcagc
acctgcactyg
ccagggaagg
tcagctgtca
aagctgagct
tggtacgcca

tcagccteca
gagagcacag
tcctggaact
tcaggtctct
acctacacct
agaaagtgtt
ttcctgttcc
tgtgtggtgg
ggagtggagg
agagtggtga
tgtaaggtgt
ggacagccaa
aaccaggtgt
tgggagtcca
gacggatcct
aacgtgttct
ctgtccctgt

4

tgcaggagtc
tctctgggtt
gactggagtg
aatcccgegt
ctgtgaccgc
ctagctacta

ccaagggccc
ccgecctggqg
ctggcgctct
actccctcag
gcaacgtaga
gtgtggagtg
ctccaaagcc
tggacgtgtc
tgcacaacgc
gcgtgctgac
ccaacaaggqd
gagagccaca
ccctgacctyg
acggacagcc
tcttectgta
cttgttccgt
ctccaggaaa

Sequéncia artificial

Construcdo sintética

tggcccagga
ctcacttatc
gattgggatt
caccatctca
cgcggacacg
ctttgactac

atctgtcttc
ctgcctggtce
gaccageggce
cagcgtggtg
tcacaagcca
tccaccttgt
aaaggacacc
ccacgaggac
caagaccaag
cgtggtgcac
actgccatcc
ggtgtatacc
tctggtgaag
agagaacaac
ttccaagetg
gatgcacgag
gtaa

ctggtgaagc
ggctatgatc
atctggggty
aaagacacct
gccgtgtatt
tggggccagg

ccactggccc
aaggactact
gtgcacacct
accgtgccat
agcaacacca
ccagcccctc
ctgatgatct
ccagaggtgc
ccaagagagyg
caggactggc
agcatcgaga
ctgccaccat
ggattctatc
tataagacca
accgtggaca
gccctgcaca

cttccgagac
ttaactggat
atggaaccac
ccaagaacca
actgtgcgag
gcaccctggt

catgctcccyg
tcccagaacc
tcccagetgt
ccagcaactt
aggtcgacaa
cagtggccgg
¢cagaacccc
agttcaactg
agcagttcaa
tgaacggaaa
agaccatctc
ccagagagga
catccgacat
cccctccaat
agtccagatg
accactatac

cctgtecctce
ccgacagcect
agactataat
gttctcccty
aggaggttat
caccgtctcce

cagcacctcc
tgtgaccgtg
cctgcagtee
cggcacccag
gaccgtggag
accatccgtg
agaggtgacc
gtatgtggac
ctccaccttc
ggagtataag
caagaccaag
gatgaccaag
cgccgtggag
gctggactec
gcagcaggga
ccagaagagc

60

120
180
240
300
360

420
480
540
600
660
720
780
840
900
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1344



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

66
363
ADN

<220>
<223>

<400> 66

caggtgcagc
acctgcactyg

ccagggaagyg
tcagctgtca
aagctgagct
tggtacgcca
tca

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

67
645
ADN

<220>
<223>

<400> 67

gatatccaga
atcacctgcc
ggcaaagcecc
cgcttcagtg
gaagatattg
ggcaccaagc
tctgatgagc
ccacgcgagg
gagagtgtca
ctgagcaaag
ctgagttctc

<210> 68
<211> 324
<212> ADN

tgcaggagtc
tctctgggtt
gactggagtg
aatcccgege
ctgtgaccgc
ctagctacta

tgacacagtc
gcgcatctca
caaaactcct
gcagtggctc
ccacttatta
tggagatcaa
agttgaaatc
ccaaagtaca
cagagcagga
cagactacga
cagtcacaaa

254

Sequéncia artificial

Construcdo sintética

tggcccagga
ctcacttatc
gattgggatt
caccatctca
cgcggacacg
ctttgactac

Sequéncia artificial

Construcdo sintética

cccatectec
gtccattagc
gatctactac
tggtacagat
ctygccaacag
acgcactgtg
cggaactgcc
gtggaaggtg
cagcaaggac
gaaacacmaa
gagcttcaac

ctggtgaagc
ggctatgatc
atctggggtg
aaagacacct
gccgtgtatt
tggggccagyg

ctgtctgect
aataatctga
acctcacgct
ttcaccttca
gagcataccc
gctgcaccat
tctgttgtygt
gataacgccc
agcacctaca
gtctacgcct

cgcggtgagt

cttccgagac
ttaactggat
atggaaccac
cCaagaacca
actgtgcgag
gcaccctggt

ctgtgggtga
actggtatca
tccactcagg
ccattagcag
ttccatatac
ctgtcttcat
gcctgctgaa
tccaatccegg
gcctcagcag
gcgaagtcac
gctaa

cctgtcecte
ccgacagcct
agactataat
gttctccctg
aggaggttat
caccgtctcc

ccgegtcacce
gcagaagcca
tgtcccatca
cctgcaacca
cttcgygtcaa
ctttcctcca
taacttctat
taactcccag
caccctgacc
ccatcagggc

60

120
180
240
300
360
363

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
645



<213>

<220>

<223>

<400> 68

gatatccaga
atcacctygcc
ggcaaagccec

cgcttcagty
gaagatatto
ggcaccaagce

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

69
98
PRT

<400> 69

Gln val
1
Thr Leu

Tyr Trp

Gly Tyr
50
Ser Arg
65
Lys Leu

Arg Gly
<210>
<211>
<212>
<213>

70
120
PRT

<220>
<223>

val

tgacacagtc
gcgcatctca
caaaactcct

gcagtgyctc
ccacttatta
tggagatcaa

Homo sapiens

Gln Leu Gln

Leu Thr
20

Trp

Ser
Ser Ile
35

Ile

Tyr Tyr

Thr Ile

val
85

Ser Ser

255

Sequéncia artificial

Construcdo sintética

cccatcectcec
gtccattagc
gatctactac

tggtacagat
ctgccaacag
acgc

Glu Ser

Cys Thr

Arg Gln

Ser Gly

Ser val
70

Thr Ala

Sequéncia artificial

Construcdo sintética

Gly
val
Pro
40

Ser
Asp

Ala

ctgtctgect
aataatctga
acctcacgcet

ttcaccttca
gagcataccc

Pro Gly
10
Ser Gly
25
Pro Gly

Thr Asn

Thr Ser

75
Thr
90

Asp

Leu
Gly
Lys
Tyr
Lys

Ala

val
Ser
Gly
Asn
60

Asn

val

Lys
Ile
Leu
45

Pro
Gln

Tyr

Pro
Ser
Glu
Ser
Phe

Tyr

Ser
15

Ser
Trp
Leu
Ser

Cys
a5

ctgtgggtga ccgcgtcacc
actggtatca gcagaagcca
tccactcagg tgtcccatca

ccattagcag cctgcaacca
ttccatatac cttcggtcaa

Glu
Tyr
Ile
Lys
Leu

80
Ala

60
120
180

240
300
324



256

<400> 70

GIn val GIn Leu Gln Glu Ser Gly Pro G%y Leu val Lys Pro Ser Glu
1 5 1 15
Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Phe Ser Leu Ile Gly Tyr
20 25 30
Asp ITe Asn Trp Ile Arg GIn Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile

Gly Met Ile Trp Gly Asp Gly Thr Thr Asp Tyr Asn Ser Ala Leu Lys
50 55 60
Ser Arg val Thr Ile Ser val Asp Thr Ser Lys Asn Gln Phe Ser Leu
65 70 75 80
Lys Leu Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala
85 a0 95
Arg Gly Gly Tyr Tyr Tyr Gly Thr Ser Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

Gln Gly Thr Leu val Thr val ser

115 120

<210> 71
<211> 120
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400> 71

GIn val GIn Leu GIn Glu Ser Gly Pro Gly Leu val Lys Pro Ser Glu
1 5 10

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Thr val Ser Gly Phe Ser Leu Ile Gly Tyr
20 25 30
Asp Ile Asn Trp Ile Arg GIn Pro Pro Gly Lys Gly Leu Glu Trp Ile
35 40 15
Gly Met Ile Trp Gly Asp Gly Thr Thr Asp Tyr Asn Ser Ala Leu Lys

50 55 60
Ser Arg val Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Lys Asn GIn Phe Ser Leu
65 70 75
Lys Leu Ser Ser val Thr Ala Ala Asp Thr Ala val Tyr Tyr Cys Ala
85 20 95
Arg Gly Gly Tyr Tyr Tyr Gly Thr Ser Tyr Tyr Phe Asp Tyr Trp Gly
100 105 110

GIn Gly Thr Leu val Thr val Ser

115 120

<210> 72
<211> 120



<212> PRT

257

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Construcdo sintética

<400>

Gln
1
Thr
Asp
Gly
Ser
65
Lys
Arg

Gln

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

<400>

Asp
1
Asp
Leu
Tyr
Ser

65
Glu

<210>

<211> 109

72

val
Leu
Leu
Ile
50

Arg
Leu

Gly
Gly

73
95

PRT

Gln
Ser
Asn
35

Ile
val
ser
Gly

Thr
115

Leu
Leu
20

Trp
Trp
Thr
ser
Tyr

100
Leu

Gln
Thr
Ile
Gly
Ile
val
85

Tyr

val

Homo sapiens

73

Ile
Arg
Asn
Asp
Gly

Asp

74

Gln
val
TI"D
35

Ala
Ser

Ile

Met
Thr
20

Tyr
Ser
Gly

Ala

Thr
Ile
Gln
Asn
Thr

Thr
85

Glu
Cys
Arg
Asp
Ser
70

Thr
Tyr

Thr

Gln
Thr
Gln
Leu
Asp

70
Tyr

Ser
Thr
Gln
Gly
55

Lys
Ala
Gly

val

Ser
Cys
Lys
Glu
Phe

TYyr

Gly
val
Pro
40

Thr
Asp
Ala
Thr

Ser
120

Pro
Gln
Pro
40

Thr
Thr

Cys

Pro
Ser
25

Pro
Thr
Thr
Asp

Ser
105

Ser
Ala
Gly
Gly
Phe
Gln

Gly
10

Gly
Gly
Asp
Ser
Thr

90
Tyr

Ser
10

Ser
Lys
val
Thr

Gln
90

Leu
Phe
Lys
Tyr
Lys
75

Ala

Tyr

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile

75
Tyr

val
Ser
Gly
Asn
60

Asn
val

Phe

Ser
Asp
Pro
Ser
60

Ser

Asp

LysS
Leu
Leu
45

Ser
GlIn
Tyr

Asp

Ala
Ile
Lys
45

AI"g
Ser

Asn

Pro
Ile
Glu
Ala
Phe
Tyr

Tyr
110

Ser
Ser
30

Leu
Phe
Leu

Leu

Ser
15

Gly
Trp
val
Ser
Cys

95
Trp

val
15

Asn
Leu
Ser
Gln

Pro
95

Glu
Tyr
Ile
Lys
Leu
80

Ala

Gly

Gly
Tyr
Ile
Gly

Pro
80



<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ASD
1
Asp
Leu
Tyr
Ser
65
Glu

Thr

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

<220>
<223>

<400>

Asp
1
Asp
Leu
Tyr
Ser
65
Glu

Thr

258

PRT

Sequéncia artificial

Construcdo sintética

74

Ile Gln Met TEr Gln Ser Pro

Arg val Thr ITe Thr Cys Arg
20
Asn Trp Tyr Gln Gln Lys Pro
35 40
Tyr Ile Ser Arg Phe His Ser
50 55
Gly ser Gly Thr ggp Phe Thr
Asp Ile Ala Thr Tyr Tyr Cys
85
Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu
100

75
109
PRT

Sequéncia artificial

Construcdo sintética

75

Ile Gln Met TEr Gln Ser Pro

Arg val Thr Ile Thr Cys Arg
20
Asn Trp Tyr Glh GIn Lys Pro

Tyr Thr Ser Arg Phe His Ser

Gly Ser Gly Thr ?gp Phe Thr
Asp Ile Ala ghr Tyr Tyr Cys
5
Phe Gly GIn Gly Thr Lys Leu

100

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Phe
Gln

Glu
105

Ser
Ala
25

Gly
Gly
Phe
Gln

Glu
105

Ser
10

Ser
Lys
val
Thr
Gln

Ie

ser
10

Ser
Lys
val
Thr
Gln

Ile

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Ser

Lys

Leu
Gln
Ala
Pro
Ile
75

Ser

Lys

Ser
Asp
Pro
Ser
60

Ser
Lys

Arg

Ser
Ser
Pro
Ser
60

Ser
Lys

Arg

Ala
Ile
Lys
45

Arg
Ser
Thr

Thr

Ala
Ile
Lys
45

Arg
Ser
Thr

Thr

Ser
Ser
30

Leu
Phe
Leu

Leu

Ser
Ser
30

Leu
Phe
Leu

Leu

val
15

Asnh
Leu
Ser
Gln

Pro
95

val
15

ASN
Leu
Ser
Gln

Pro
95

Gly
His
Ile
Gly
Pro

80
Tyr

Gly
Asn
Ile
Gly
Pro

80
Tyr



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

76

ADN

<220>
<223>

<400> 76

atggccaccy
ccacaggagg
tccgagaccc
aactggatcc
ggaaccacag
aagaaccagt
tgtgcgagag
accctggtca
tgctcccgea
ccagaacctyg
ccagctgtcc
agcaacttcg
gtcgacaaga
gtggccggac
agaaccccag
ttcaactggt
cagttcaact

aacggaaagyg
accatcteca
agagaggaga
tccgacateyg
cctccaatge
tccagatgge
cactataccc

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

77
729
ADN

<220>
<223>

<220>

1429

actccagaac
ccagcgctca
tgtcccteac
gacagcctec
actataattc
tctccctgaa
gaggttattg
ccgtctectc
gcacctccga
tgaccgtgtc
tgcagtcctc
gcacccagac
ccgtggagag
catccgtgtt
aggtygacctyg
atgtggacgy
ccaccttcag

agtataagtg
agaccaaggg
tgaccaagaa
ccgtggagty
tggactccga
agcagggaaa
agaagagcct

259

Sequéncia artificial

Construcdo sintética

ctcctgygety
ggtgcagcty
ctgcactgtc
agggaaggga
agctygtcaaa
gctgagctct
gtacgccact
agcctccace
gagcacagcc
ctggaactct
aggtctctac
ctacacctgc
aaagtottgt
cctgttecect
tgtggtggty
agtggagotg
agtogtgagc

taaggtgtcc
acagccaaga
ccaggtgtcc
ggagtccaac
cggatcctte
cgtgttctct
gtccctgtct

Sequéncia artificial

Construcdo sintética

ctgacagtyt
caggagtctg
tctgggttct
ctggagtgga
tcccgegtea
gtgaccgccyg
agctactact
aagggceccat
gcectggget
ggcgctcetga
tccctcagea
aacgtagatc
gtggagtgtc
ccaaagccaa
gacgtgtccec
cacaacygcca
gtgctgaccqg

aacaagggac
gagccacagg
ctgacctgtc
ggacagccag
ttectgtatt
tgttccgtga
ccaggaaagt

ccetgetgty
gcecaggact
cacttatcgg
ttgggattat
ccatctcaaa
cggacacggc
Ttgactactg
ctgtcttecc
gcctggtcaa
ccagcggegt
gcgtggtgac
acaagccaag
caccttgtcc
aggacaccct
acgaggaccc
agaccaagcc
tggtgcacca

tgccatccag
tgtataccct
tggtgaaggg
agaacaacta
ccaagctgac
tgcacgaggc
aattctaga

tctgctygtyg
ggtgaagcct
ctatgatctt
ctggggtgat
agacacctcc
cgtgtattac
gggccagggc
actggcccca
ggactacttc
gcacaccttc
cgtgccatec
caacaccaag
agccectceca
gatgatctcc
agaggtgcag
aagagaggag
ggactgyctg

catcgagaag
gccaccatcec
attctatcca
taagaccacc
cgtggacaag
cctgcacaac

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600

720
780
840
900
960
1020

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1429



<221> misc_feature

<222> 646
<223> m =

<400> 77

atggccaccyg
ccacaggagg
gtgggtgacc
tggtatcagc
cactcaggtg
attagcagcc
ccatatacct
gtcttcatct
ctgctgaata
caatccggta
ctcagcagca
gaagtcaccc
taattctag
729

A ou C

actccagaac
ccagcgctga
gcgtcaccat
agaagccagyg
tcccatcacg
tgcaaccaga
tcggtcaagqg
ttcctccatc
acttctatcc
actcccagga
ccctgaccct
atcagggcct

260

ctcctggctyg
tatccagaty
cacctgecgc
caaagcccca
cttcagtggc
agatattgcc
caccaagctg
tgatgaqgcag
acgcgaggcc
gagtgtcaca
gagcaaagca
gagttctcca

ctgacagtgt
acacagtccc
gcatctcagt
aaactcctga
agtggctctg
acttattact
gagatcaaac
ttgaaatccqg
aaagtacagt
gagcaggaca
gactacgaga
gtcacaaaga

ccctgctgty
catcctccct
ccattagcaa
tctactacac
gtacagattt
gccaacagga
gcactgtggc
gaactgcctc
ggaaggtgga
gcaaggacag
aacacmaagt
gcttcaaccg

tctgctgtyg
gtctgectct
taatctgaac
ctcacgcttc
caccttcacc
gcataccctt
tgcaccatct
tgttgtgtgc
taacgccctce
cacctacagce
ctacgecctgc
cggtgagtgc

60

120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
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REIVINDICACOES

1. Utilizacdo de uma quantidade eficaz de um anticorpo
antagonista anti-NGF no fabrico de um medicamento para

melhorar a funcédo fisica num individuo tendo osteocartrite.

2. Utilizacdo de uma quantidade eficaz de um anticorpo
antagonista anti-NGF no fabrico de um medicamento para
tratar a dor, melhorar a funcédo fisica e melhorar a rigidez

num individuo com osteocartrite.

3. A utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, em

que o individuo é um ser humano.

4. A utilizacéo de acordo com qualquer uma das
revindicacdes 1 a 3, em gque o anticorpo anti-NGF &
preparado para ser administrado a uma frequéncia de dosagem
num intervalo desde uma vez cada semana até uma vez cada

doze semanas.

5. A utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 4, em que ©
anticorpo anti-NGF é preparado para ser administrado a uma

frequéncia de dosagem de uma vez cada oito semanas.

6. A utilizacéo de acordo com qgualquer uma das
reivindicac¢des anteriores, em que o anticorpo anti-NGF &
preparado para ser administrado a uma dose num intervalo

desde 3 mg/kg até 1 mg/kg.

7. A utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 6, em que o
anticorpo antagonista anti-NGF ¢é ©preparado para ser

administrado a uma dose de 100 mg/kg ou de 300 mg/kg.



8. A utilizacédo de acordo com qualguer uma das
reivindicagcbes anteriores, em que o anticorpo anti-NGEF ¢&

administrado por via intravenosa ou subcutanea.

9. A utilizacéo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, em que o anticorpo anti-NGF liga

a NGF humano.

10. A utilizacdo de acordo com a reivindicacédo 9, em que o

anticorpo anti-NGF liga adicionalmente a NGF de roedor.

11. A utilizacéo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, em que o anticorpo anti-NGF

bloqueia a interacdo de NGF humano com trkA e/ou p7bh.

12. A utilizacéo de acordo com gqualgquer uma das
reivindicac¢des anteriores, em qgque o anticorpo anti-NGF
compete para ligacdo a NGF humano com um anticorpo
compreendendo as sequéncias de aminodcido de SEQ ID NO: 1 e
2.

13. A utilizacéo de acordo com qualgquer uma das
reivindicac¢des anteriores, em que o anticorpo anti-NGF liga
essencialmente ao mesmo epitopo de NGF humano gque um
anticorpo compreendendo as sequéncias de aminodcido de SEQ
ID NO: 1 e 2.

14. A utilizacéo de acordo com qualquer uma das
reivindicac¢des anteriores, em que o anticorpo anti-NGF liga
a um epitopo de NGF humano compreendendo um ou mais de:
residuos K32, K34 and E35 de NGF humano; residuos Y79 e T81
de NGF humano; residuos H84 e K88; residuo R103 de NGF
humano; residuo EI11l de NGF humano; Y52 de NGF humano;
residuos L112 e S113 de NGF humano; residuos R59 e R69 de
NGF humano; ou residuos V 18, V20, e G23 de NGF humano.



15. A utilizacéo de acordo com qualgquer uma das
reivindicagbes anteriores, em que o anticorpo anti-NGF:
(a) liga a NGF com uma Kp de menos de 2 nM;
(b) inibe a sobrevivéncia dependente de NGF humano de
neurdénios de ratinho trigeminais E13.5 com uma CI50 de
100 pM ou menos,
em que a CI50 é medida na presenca de NGF humano a 15 pM;
e
(c) inibe a sobrevivéncia dependente de NGF humano de
neurdénios de ratinho trigeminais E13.5 com uma CI50 de 10
pM ou menos,

em que a CI50 é medida na presenca de NGF a 1,5 pM.

16. A utilizacéo de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes anteriores, em que o anticorpo anti-NGF
compreende uma regido variavel de cadeia pesada
compreendendo:

(a) uma regido CDR1 mostrada na SEQ ID NO: 3;

(b) uma regido CDR2 mostrada na SEQ ID NO:4; e

(c) uma regido CDR3 mostrada na SEQ ID NO:5; e
uma regido variavel de cadeia leve compreendendo:

(a) uma regido CDR1 mostrada na SEQ ID NO:6;

(b) uma regido CDR2 mostrada na SEQ ID NO:7; e

(c) uma regido CDR3 mostrada na SEQ ID NO:8.

17. A utilizacéo de acordo com qgualquer uma das
reivindicacgcbes anteriores, em que o anticorpo anti-NGF & um
anticorpo compreendendo as sequéncias de aminoacidos
mostradas em SEQ ID NOS: 1 e 2.

18. A utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 17, em que
o anticorpo anti-NGF ¢é um anticorpo compreendendo as

sequéncias de aminodcidos mostradas em SEQ ID NOS: 16 e 17.



19. Um kit compreendendo uma quantidade eficaz de um
anticorpo antagonista anti-NGF e instrucdes para
administrar uma gquantidade eficaz do anticorpo antagonista
anti-NGF a um individuo tendo osteocartrite para utilizacéo

na melhoria da funcdo fisica no individuo.

20. Um kit compreendendo uma quantidade eficaz de um
anticorpo antagonista anti-NGF e instrucdes para
administrar uma gquantidade eficaz do anticorpo antagonista
anti-NGF a um individuo tendo osteocartrite para utilizacéo
no tratamento da dor, melhoria da funcdo fisica e melhoria

da rigidez no individuo.

21. Uma composicdo farmacéutica compreendendo um anticorpo
antagonista anti-NGF e um ©portador farmaceuticamente
aceitdvel para utilizacdo na melhoria da funcdo fisica num

individuo tendo osteoartrite.

22. Uma composicdo farmacéutica compreendendo um anticorpo
antagonista anti-NGF e um portador farmaceuticamente
aceitavel para utilizacdo no tratamento da dor, melhoria da
funcdo fisica e melhoria da rigidez num individuo tendo

osteoartrite.

23. Um anticorpo antagonista anti-NGF para utilizacdo na

melhoria da funcédo fisica num individuo tendo osteocartrite.

24, Um anticorpo antagonista anti-NGF para utilizacdo no
tratamento da dor, melhoria da funcdo fisica e melhoria da

rigidez num individuo tendo osteoartrite.
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