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“COMPOSICAO PARA O TRATAMENTO OU REDUGCAO DA INCIDENCIA
DE ENXAQUECA COMPREENDENDO UM ANTICORPO MONOCLONAL QUE
INIBE A VIA DO PEPTIDEO RELACIONADO AO GENE DA CALCITONINA”

[001] Dividido do BR1120160214234, depositado em 20/03/2015.

REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS

[002] Este pedido reivindica prioridade ao Pedido de Patente U.S. Provisoria
No. 61/968.897, depositado em 21 de marg¢o de 2014, Pedido de Patente Provisoria
No. 62/083,809, depositado em 24 de novembro de 2014 e Pedido de Patente U.S.
Provisoria No. 62/119.778, depositado em 23 de fevereiro de 2015, cujos pedidos sao
incorporados aqui por referéncia em suas totalidades, para todos os fins.

Antecedentes

[003] O CGRP (peptideo relacionado ao gene de calcitonina) € um neuropep-
tideo de 37 aminoacidos que pertence a familia de peptideos que inclui calcitonina,
adrenomedulina e amilina. Nos seres humanos, existem duas formas de CGRP (o-
CGRP e B-CGRP) e elas tém semelhancga de atividades. Eles variam em trés amino-
acidos e apresentam distribuicdo diferencial. Pelo menos dois subtipos de receptores
de CGRP também podem ser responsaveis por atividades diferenciais. O CGRP é um
neurotransmissor no sistema nervoso central e mostrou-se um vasodilatador potente
na periferia, onde os neurénios contendo CGRP s&o intimamente associados aos va-
sos sanguineos. A vasodilatagdo mediada por CGRP também esta associada com a
inflamacg&o neurogénica, como parte de uma cascata de eventos que resulta em um
extravasamento de plasma e na vasodilatagdo da microvasculatura, e esta presente
na enxaqueca.

[004] O CGRP tem se destacado por sua possivel ligagdo com sintomas va-
somotores (Wyon et al. Scand. J. Urol. Nephrol. 35: 92-96 (2001); Wyon et al. Meno-
pause 7(1):25-30 (2000)). Os sintomas vasomotores (VMS), como afrontamentos e

suores noturnos, sao os sintomas mais comuns associado a menopausa, ocorrendo
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em 60% a 80% de todas as mulheres apds a menopausa natural ou induzida por ci-
rurgia. Os afrontamentos podem ser uma resposta adaptativa do sistema nervoso cen-
tral (CNS) aos esteroides sexuais em reducao (Freedman Am. J. Human Biol. 13:453-
464 (2001)). Até o momento, as terapias mais eficazes para os afrontamentos sao
tratamentos a base de hormoénios, incluindo estrogenos e/ou algumas progestinas. Os
tratamentos hormonais podem ser eficazes para aliviar os afrontamentos, mas nao
sdo adequados para todas as mulheres. Os sintomas psicolégicos e emocionais ob-
servados, como nervosismo, fadiga, irritabilidade, insénia, depressao, perda de me-
moria, dores de cabecga, ansiedade, nervosismo ou incapacidade de concentragcédo sao
consideradas como sendo causadas pela privagao de sono apos o afrontamento e os
suores noturnos (Kramer et al., In: Murphy et al., 3.sup.rd Int'l Symposium on Recent
Advances in Urological Cancer Diagnosis and Treatment-Proceedings, Paris, France:
SCI: 3-7 (1992)).

[005] Os homens também sofrem afrontamentos apos a retirada dos hormé-
nios esteroides (androgénio). Isso é valido em casos de redugao de androgénios as-
sociada a idade (Katovich, et al., Proceedings of the Society for Experimental Biology
& Medicine, 1990, 193(2): 129-35), bem como em casos extremos de privagao de
horménios associada a tratamentos para cancer de prostata (Berendsen, et al., Euro-
pean Journal of Pharmacology, 2001, 419(1): 47-54). Um terco desses pacientes so-
frera de sintomas persistentes e frequentes, fortes o bastante para causar desconforto
e perturbacéo significativos.

[006] O CGRP é um vasodilatador potente que foi implicado na patologia de
outros sintomas vasomotores, como formas de dor de cabeca vascular, incluindo en-
xaqueca (com ou sem aura) e cefaleia em salvas. Durham, N. Engl. J. Med. 350:1073-
1075, 2004. Os niveis séricos de CGRP na veia jugular externa sao elevados em pa-
cientes durante a enxaqueca. Goadsby et al., Ann. Neurol. 28:183-7, 1990. A admi-

nistracdo intravenosa de a-CGRP humano induziu dor de cabega e enxaqueca em
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pacientes que sofrem de enxaqueca sem aura, sugerindo que o CGRP tem um papel
causador na enxaqueca. Lassen et al., Cephalalgia 22:54-61, 2002.

[007] O possivel envolvimento do CGRP na enxaqueca foi a base para o de-
senvolvimento e testagem de uma série de compostos que inibem a liberagdo do
CGRP (por exemplo, sumatriptano), antagonizam no receptor de CGRP (por exemplo,
BIBN4096BS derivado de dipeptideo (Boerhringer Ingelheim); CGRP (8- 37)) ou inte-
ragem com uma ou mais das proteinas associadas ao receptor, como a proteina mem-
branar da atividade do receptor (RAMP) ou proteina componente do receptor (RCP),
ambos as quais afetam a ligacdo do CGRP aos seus receptores. Brain, S. et al.,
Trends in Pharmacological Sciences 23:51-53, 2002. Os subtipos do adrenoceptor alfa
2 e os receptores de adenosina A1 também controlam (inibem) a liberagdo do CGRP
e a ativagao trigeminal (Goadsby et al., Brain 125:1392-401, 2002). O agonista do
receptor de adenosina A1 GR79236 (metrafadil), o qual, demonstrou-se, inibe a vaso-
dilatagdo neurogénica e a nocicepg¢ao trigeminal em seres humanos, também podem
ter atividade anti-enxaqueca (Arulmani et al., Cephalalgia 25:1082-1090, 2005; Giffin
et al., Cephalalgia 23: 287-292, 2003.)

[008] Confundir essa teoria implica a observagédo de que o tratamento com
compostos que inibem exclusivamente a inflamagao neurogénica (por exemplo, anta-
gonistas de taquicinina NK1) ou a ativagao trigeminal (por exemplo, agonistas do re-
ceptor de 5HT1D) mostrou-se relativamente ineficaz como tratamento agudo contra
enxaqueca, levando alguns investigadores a se questionar se inibir a liberagao de
CGRP é o mecanismo primario de acido de tratamentos eficazes contra enxaqueca.
Arulmani et al., Eur. J. Pharmacol. 500:315-330, 2004.

[009] A enxaqueca é uma condigdo neurolégica complexa comum que é ca-
racterizada por graves ataques episodicos de dor de cabega e caracteristicas associ-
adas, que podem incluir nausea, vomitos e sensibilidade a luz, som ou movimento.

Em alguns pacientes, a dor de cabecga é precedida ou acompanhada por uma aura. A
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dor de cabeca pode ser grave e também pode ser unilateral em determinados pacien-
tes.

[0010] Os ataques de enxaqueca sdo um incobmodo no dia a dia. Na Europa
Ocidental e nos Estados Unidos, a prevaléncia geral de vitimas de enxaqueca é de
11% da populagdo em geral (6% do sexo masculino; 15-18% do sexo feminino). Além
disso, a frequéncia média de ataques em um individuo € de 1,5/més. Embora haja
uma seérie de tratamentos disponiveis para aliviar ou reduzir os sintomas, a terapia
preventiva € recomendada aqueles pacientes com mais de 3-4 ataques mensais de
enxaqueca. Goadsby et al. New Engl. J. Med. 346(4): 257-275, 2002.

[0011] A variedade de intervengdes farmacoldgicas que foram usadas para
tratar a enxaqueca e a variabilidade nas respostas entre os pacientes sao um teste-
munho da natureza diversa dessa desordem. Assim, esses farmacos relativamente
néo seletivos como alcaloides de cravagem (por exemplo, ergotamina, di-hidroergota-
mina, metisergida), que apresentam atividade serotoninérgica, adrenérgica, bem
como noradrenérgica e dopaminérgica, tém sido usados ha mais de 80 anos para o
tratamento de enxaqueca. Outros tratamentos incluem opiatos (por exemplo, oxico-
dona) e os antagonistas beta-adrenérgicos (por exemplo, propranolol). Alguns paci-
entes, geralmente aqueles com sintomas mais leves, sdo capazes de controlar os
seus sintomas com medicamentos sem receita médica, como um ou mais agentes
anti-inflamatdérios ndo esteroides (NSAIDs), como uma combinagéo de aspirina, ace-
taminofeno e cafeina (por exemplo, Excedrin® Migraine).

[0012] Mais recentemente, alguns pacientes com enxaqueca foram tratados
com topiramato, um anticonvulsivo que bloqueia os canais de sddio dependentes de
tensao e certos receptores de glutamato (AMPA-cainato), poténcia a atividade do re-
ceptor de GABA-A e bloqueia a anidrase carbdnica. O sucesso relativamente recente
da serotonina 5HT-1B/1D e/ou dos agonistas do receptor de 5HT-1A, como sumatrip-

tano, em alguns pacientes, levou os investigadores a propor uma etiologia
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serotonérgica do disturbio. Infelizmente, embora alguns pacientes tenham respondido
bem a esse tratamento, outros foram relativamente resistentes aos seus efeitos.

[0013] Foi postulado que a disfungdo de um canal de ions nos nucleos ami-
nérgicos do tronco encefalico fundamenta o disturbio. Contudo, a patofisiologia pre-
cisa da enxaqueca ainda ndo é devidamente compreendida. Mostrou-se que uma
forma de enxaqueca, enxaqueca hemiplégica familial, esta associada com mutagdes
de sentido na subunidade a1 do canal de calcio de tipo P/Q bloqueada por tensao e
acredita-se que outras mutacdes de canal ibnico também serdo encontradas em ou-
tras populagdes de pacientes. Embora a dilatagdo dos vasos sanguineos esteja asso-
ciada com e exacerbe os sintomas da dor causada pela enxaqueca, acredita-se que
esses eventos neurovasculares sao resultados da condi¢cdo, e ndo sua causa. Em
geral, a disfung&o das vias do tronco encefalico que modulam as entradas sensoriais
é considerada como uma caracteristica unificadora da enxaqueca. Goadsby, P.J. et
al., New Engl. J. Med. 346(4): 257-275, 2002.

BREVE SUMARIO DA INVENCAO

[0014] Em alguns aspectos, a invencao aqui divulgada diz respeito a anticor-
pos anti-CGRP e métodos de anticorpos antagonistas anti-CGRP para tratar ou pre-
venir os sintomas vasomotores. Exemplos de sintomas vasomotores sao fornecidos
aqui, como afrontamentos. Em alguns casos, os anticorpos antagonistas anti-CGRP
sao usados para tratar ou prevenir uma dor de cabega, como uma enxagueca com ou
sem aura, enxaqueca hemiplegia, cefaleias em salvas, neuralgia migranosa, dores de
cabeca crbnicas, dores de cabecga de tensio e dores de cabeca resultantes de outras
condigdes meédicas (como por infec¢do ou aumento de pressao no cranio por conta
de um tumor).

[0015] Em um aspecto, a presente invengdo proporciona um método para o
tratamento ou prevencgéo dos sintomas de pelo menos um sintoma vasomotor em um

individuo, compreendendo a administracdo ao individuo de uma quantidade eficaz de
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um anticorpo antagonista anti-CGRP.

[0016] Em um aspecto, a presente invengéo proporciona um método para tra-
tar ou prevenir a dor de cabeca (por exemplo, enxaqueca e cefaleia em salvas) em
um individuo, compreendendo a administragao ao individuo de uma quantidade eficaz
de um anticorpo antagonista anti-CGRP.

[0017] Em outro aspecto, a invengéo proporciona um método para melhorar,
controlar, reduzir a incidéncia de ou atrasar o desenvolvimento ou a progresséo da
dor de cabecga (por exemplo, enxaqueca e cefaleia em salvas) em um individuo, com-
preendendo a administragao ao individuo de uma quantidade eficaz de um anticorpo
antagonista anti-CGRP.

[0018] Em um aspecto, a invengdo proporciona um método para tratamento
ou reducao da incidéncia de pelo menos um sintoma vasomotor e/ou da dor de cabeca
em um individuo. Em uma modalidade, o método compreende a administragcdo ao
individuo por varios dias de uma quantidade de anticorpo monoclonal (por exemplo, o
anticorpo antagonista anti-CGRP monoclonal) que modula a via de CGRP, em que a
quantidade administrada em cada um desses varios dias é inferior a 1000 mg. Em
uma modalidade, o método compreende a administragdo ao individuo por varios dias
de uma quantidade de anticorpo monoclonal (por exemplo, o anticorpo antagonista
anti-CGRP monoclonal) que modula a via de CGRP, em que a quantidade adminis-
trada em cada um desses varios dias fica entre 100 e 2000 mg. Em algumas modali-
dades, a dor de cabecga € enxaqueca (por exemplo, enxaqueca crénica ou enxaqueca
episodica). Em algumas modalidades, dois dentre varios dias sdo com mais de sete
dias de intervalo. Em algumas modalidades, a incidéncia de dor de cabeca é reduzida
por, pelo menos, sete dias apds uma unica administragdo. Em algumas modalidades,
a quantidade do anticorpo monoclonal administrado em um primeiro dia € diferente da
(por exemplo, mais do que) quantidade do anticorpo monoclonal administrado em um

segundo dia. Em algumas modalidades, o individuo recebe menos de 3 doses por
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més. Em algumas modalidades, a administragdo é subcutanea. Em algumas modali-
dades, a administragdo é intravenosa. Em algumas modalidades, a administragéo
compreende o uso de uma seringa pré-preenchida que compreende a quantidade do
anticorpo monoclonal. Em algumas modalidades, o anticorpo monoclonal é formulado
a uma concentragcdo de 150 mg/mL. Em algumas modalidades, o anticorpo monoclo-
nal € administrado a um volume de menos de 2 mL. Em algumas modalidades, o
montante do anticorpo monoclonal € de menos do que 1000 mg. Em algumas moda-
lidades, as horas das dores de cabec¢a mensais sofridas pelo individuo apds a referida
administracdo sao reduzidas em 40 ou mais horas (por exemplo, 45, 50, 55, 60, 65,
70, 75, 80 ou mais) a partir de um nivel pré-administracdo no individuo. As horas de
dores de cabega mensais pode ser reduzida em mais de 60 horas. Em algumas mo-
dalidades, as horas de dores de cabeca mensais sofridas pelo individuo apds a refe-
rida administragcdo sao reduzidas em 25% ou mais (por exemplo, 30%, 35%, 40%,
45%, 50% ou mais) em relagdo a um nivel pré-administragcdo no individuo. As horas
de dores de cabegas mensais podem ser reduzidas em 40% ou mais. Em algumas
modalidades, os dias de dores de cabeca mensais sofridas pelo individuo apés a re-
ferida administracdo sao reduzidos em 3 ou mais dias (por exemplo, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9,
10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ou mais dias) a partir de um nivel pré-admi-
nistragéo no individuo. Em algumas modalidades, o método compreende ainda a ad-
ministragc&o ao individuo de um segundo agente simultaneamente ou sequencialmente
com o anticorpo monoclonal. O segundo agente pode ser qualquer um dos agonistas
5-HTA1, triptanos, alcaloides da cravagem do centeio e farmacos anti-inflamatorios n&o
esteroides. Em algumas modalidades, o segundo agente € um agente tomado pelo
individuo de maneira profilatica. Em algumas modalidades, o uso mensal do segundo
agente pelo individuo é reduzido em pelo menos 15% apds a administracdo do anti-
corpo monoclonal. Em algumas modalidades, o segundo agente é um triptano. Em

algumas modalidades, o individuo € um ser humano. Em algumas modalidades, o
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anticorpo monoclonal é um ser humano ou anticorpo monoclonal humanizado. Em
algumas modalidades, o anticorpo monoclonal compreende (a) um anticorpo com uma
CDR H1 conforme estabelecido na SEQ ID NO: 3; uma CDR H2 conforme estabele-
cido na SEQ ID NO: 4; uma CDR H3 conforme estabelecido na SEQ ID NO: 5; uma
CDR L1 conforme estabelecido na SEQ ID NO: 6; uma CDR L2 conforme estabelecido
na SEQ ID NO: 7; e uma CDR L3, conforme estabelecido na SEQ ID NO: 8; ou (b)
uma variante de um anticorpo de acordo com (a), como mostrado na Tabela 6.
[0019] Em um aspecto, a invengdo proporciona um método para reduzir o
numero de horas de dores de cabeg¢a mensais sofridas por um individuo. Em uma
modalidade, o método compreende a administracdo ao individuo de uma quantidade
de um anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP, em que o anticorpo mono-
clonal esta presente em uma quantidade eficaz para diminuir o niumero de horas men-
sais das dores de cabeca pelo menos 20 (por exemplo, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70 ou mais horas de dor de cabeca) apés uma dose unica. Em algumas modali-
dades, a quantidade de horas mensais de dores de cabeca € reduzida em pelo menos
50 horas. Em uma modalidade, o método compreende administrar ao individuo uma
quantidade de um anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP, em que o anti-
corpo monoclonal encontra-se em uma quantidade eficaz para reduzir o numero de
horas mensais das dores de cabega em pelo menos 15% (por exemplo 20%, 25%,
30%, 35%, 40%, ou mais) apos uma unica dose. Em algumas modalidades, o numero
de horas mensais de dores de cabeca é reduzido em pelo menos cerca de 30%. Em
algumas modalidades, o anticorpo monoclonal € um anticorpo antagonista anti-CGRP.
Em algumas modalidades, o montante do anticorpo monoclonal € de menos do que
1000 mg. Em algumas modalidades, o individuo recebe menos de 3 doses por més.
Em algumas modalidades, a administragc&o é subcutanea ou intravenosa. Em algumas
modalidades, o anticorpo monoclonal é formulado a uma concentragdo de no minimo

150 mg/mL. Em algumas modalidades, o anticorpo monoclonal &€ administrado a um
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volume de menos de 2 mL. Em algumas modalidades, o individuo é um ser humano.
Em algumas modalidades, o anticorpo monoclonal € humano ou humanizado. Em al-
gumas modalidades, o anticorpo monoclonal compreende (a) um anticorpo com uma
CDR H1 conforme estabelecido na SEQ ID NO: 3; uma CDR H2 conforme estabele-
cido na SEQ ID NO: 4; uma CDR H3 conforme estabelecido na SEQ ID NO: 5; uma
CDR L1 conforme estabelecido na SEQ ID NO: 6; uma CDR L2 conforme estabelecido
na SEQ ID NO: 7; e uma CDR L3, conforme estabelecido na SEQ ID NO: 8; ou (b)
uma variante de um anticorpo de acordo com (a), como mostrado na Tabela 6.
[0020] Em um aspecto, a invengdo proporciona um método para reduzir o
numero de dias de dores de cabega mensais sofridas por um individuo. Em uma mo-
dalidade, o método compreende a administragao ao individuo de uma quantidade de
um anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP, em que o anticorpo monoclonal
€ uma quantidade eficaz para reduzir o numero de dias mensais das dores de cabeca
em pelo menos 3 (por exemplo 3, 4, 5,6, 7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20 ou mais dias de dor de cabega) ap6s uma unica dose. Em algumas modalidades,
o0 numero de dias mensais de dores de cabeca é reduzido em pelo menos cerca de 6
dias de dor de cabega. Em algumas modalidades, o anticorpo monoclonal € um anti-
corpo antagonista anti-CGRP. Em algumas modalidades, o montante do anticorpo
monoclonal € de menos do que 1000 mg. Em algumas modalidades, o individuo re-
cebe menos de 3 doses por més. Em algumas modalidades, a administragéo € sub-
cutanea ou intravenosa. Em algumas modalidades, o anticorpo monoclonal é formu-
lado a uma concentragédo de no minimo 150 mg/mL. Em algumas modalidades, o an-
ticorpo monoclonal € administrado a um volume de menos de 2 mL. Em algumas mo-
dalidades, o individuo € um ser humano. Em algumas modalidades, o anticorpo mo-
noclonal € humano ou humanizado. Em algumas modalidades, o anticorpo monoclo-
nal compreende (a) um anticorpo com uma CDR H1 conforme estabelecido na SEQ

ID NO: 3; uma CDR H2 conforme estabelecido na SEQ ID NO: 4; uma CDR H3
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conforme estabelecido na SEQ ID NO: 5; uma CDR L1 conforme estabelecido na SEQ
ID NO: 6; uma CDR L2 conforme estabelecido na SEQ ID NO: 7; e uma CDR L3,
conforme estabelecido na SEQ ID NO: 8; ou (b) uma variante de um anticorpo de
acordo com (a), como mostrado na Tabela 6.

[0021] Em um aspecto, a invengdo proporciona um método para diminuir o
uso de um medicamento contra a dor de cabega em um individuo, compreendendo a
administragao ao individuo de um anticorpo monoclonal (por exemplo, um anticorpo
antagonista anti-CGRP) que modula a via de CGRP, em que o anticorpo monoclonal
encontra-se em uma quantidade eficaz para diminuir o uso mensal do medicamento
contra a dor de cabega do individuo em pelo menos 15% (por exemplo, 20%, 25%,
30%, 35%, 40% ou mais). Em algumas modalidades, o medicamento contra a dor de
cabeca é selecionado dentre o grupo que consiste em agonistas de 5-HT1, triptanos,
opiatos, antagonistas [I-adrenérgicos, alcaloides de cravagem e farmacos anti-infla-
matorios nao esteroides (NSAIDs). Em algumas modalidades, o medicamento contra
a dor de cabecga € um triptano. Em algumas modalidades, o montante do anticorpo
monoclonal € de menos do que 1000 mg. Em algumas modalidades, o individuo re-
cebe menos de 3 doses por més. Em algumas modalidades, a administragéo € sub-
cutanea ou intravenosa. Em algumas modalidades, o anticorpo monoclonal é formu-
lado a uma concentragédo de no minimo 150 mg/mL. Em algumas modalidades, o an-
ticorpo monoclonal € administrado a um volume de menos de 2 mL. Em algumas mo-
dalidades, o individuo € um ser humano. Em algumas modalidades, o anticorpo mo-
noclonal € humano ou humanizado. Em algumas modalidades, o anticorpo monoclo-
nal compreende (a) um anticorpo com uma CDR H1 conforme estabelecido na SEQ
ID NO: 3; uma CDR H2 conforme estabelecido na SEQ ID NO: 4; uma CDR H3 con-
forme estabelecido na SEQ ID NO: 5; uma CDR L1 conforme estabelecido na SEQ ID
NO: 6; uma CDR L2 conforme estabelecido na SEQ ID NO: 7; e uma CDR L3, con-

forme estabelecido na SEQ ID NO: 8; ou (b) uma variante de um anticorpo de acordo
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com (a), como mostrado na Tabela 6.

[0022] Em um aspecto, a invengao proporciona um método para o tratamento
ou redugao da incidéncia de dor de cabega (por exemplo, enxaquecas) em um indivi-
duo, compreendendo a administragdo ao individuo de uma unica dose de um anticorpo
monoclonal (por exemplo, um anticorpo antagonista anti-CGRP monoclonal) em um
montante que module a via de CGRP, em que o montante do anticorpo monoclonal é
entre 100-2000 mg.

[0023] Em outra modalidade, a invengao proporciona métodos para melhorar,
controlar reduzir a incidéncia da ou retardar o desenvolvimento ou progresséo da dor
de cabecga (por exemplo, enxaqueca e cefaleia em salvas) em um individuo, compre-
endendo a administragdo ao individuo de uma quantidade eficaz de um anticorpo an-
tagonista anti-CGRP em combinagao com pelo menos um agente adicional util para o
tratamento da dor de cabecga. Tais agentes adicionais incluem agonistas do tipo 5-HT1
(e agonistas que atuam em outros locais de 5-HT1) e farmacos anti-inflamatérios n&o
esteroides (NSAIDs).

[0024] Exemplos de agonistas de 5-HT1 que podem ser usados em combina-
¢ao com um anticorpo anti-CGRP incluem uma classe de compostos conhecidos
como triptanos, como sumatriptano, zolmitriptano, naratriptano, rizatriptano, eletrip-
tano, almotriptano e frovatriptano. Os alcaloides de cravagem e compostos relaciona-
dos também s&o conhecidos por ter uma atividade agonista de 5-HT e foram usados
para tratar dores de cabecga, como enxaqueca. Entre esses compostos, estido inclui-
dos tartarato de cravagemamina, maleato de ergonovina e mesilatos ergoloides (por
exemplo, di-hidroergocornina, di-hidroergocristina, di-hidroergocriptina e mesilato de
di-hidroergotamina (DHE 45)).

[0025] Exemplos de NSDAIDs que podem ser usados em combinagdo com
um anticorpo anti-CGRP incluem aspirina, diclofenac, diflusinal, etodolac, fenbufeno,

fenoprofeno, flufenisal, flurbiprofeno, ibuprofeno, indometacina, cetoprofeno,
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cetorolac, acido meclofenamico, acido mefenamico, nabumetona, naproxeno, oxapro-
zina, fenilbutazona, piroxicam, sulindac, tolmetina ou zomepirac, inibidores de ciclo-
oxigenase-2 (COX-2), celecoxib; rofecoxib; meloxicam; JTE-522; L-745337; NS398;
ou um sal farmaceuticamente aceitavel destes.

[0026] Em outro aspecto, a invengéo proporciona um método para melhorar,
controlar, reduzi a incidéncia de ou retardar o desenvolvimento ou a progresséo de
afrontamentos em um individuo, compreendendo a administracdo ao individuo de uma
quantidade eficaz de um anticorpo antagonista anti-CGRP.

[0027] Em outro aspecto, a invengdo proporciona métodos para melhorar,
controlar, reduzir a incidéncia de ou retardar o desenvolvimento ou progressao de
afrontamentos em um individuo, compreendendo a administracdo ao individuo de uma
quantidade eficaz de um anticorpo antagonista anti-CGRP em combinagdo com pelo
menos um agente adicional util para o tratamento de afrontamentos. Esses agentes
adicionais incluem, mas nao se limitam a, tratamentos a base de horménios, incluindo
estrogénios e/ou progestinas.

[0028] Em uma modalidade, o anticorpo antagonista anti-CGRP usado em
qualquer um dos métodos descritos acima é qualquer um dos anticorpos aqui descri-
tos.

[0029] Em algumas modalidades, o anticorpo antagonista anti-CGRP reco-
nhece um CGRP humano. Em algumas modalidades, o anticorpo antagonista anti-
CGRP se liga a a-CGRP e -CGRP. Em algumas modalidades, o anticorpo antago-
nista anti-CGRP se liga ao CGRP humano e de rato. Em algumas modalidades, o
anticorpo antagonista anti-CGRP se liga ao fragmento C-terminal com aminoacidos
de 25-37 de CGRP. Em algumas modalidades, o anticorpo antagonista anti-CGRP se
liga a um epitopo C-terminal nos aminoacidos de 25-37 de CGRP.

[0030] Em algumas modalidades, o anticorpo anti-CGRP é um anticorpo mo-

noclonal. Em algumas modalidades, o anticorpo antagonista anti-CGRP é
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humanizado. Em algumas modalidades, o anticorpo € humano. Em algumas modali-
dades, o anticorpo antagonista anti-CGRP é um anticorpo G1 (conforme descrito
aqui). Em algumas modalidades, o anticorpo antagonista anti-CGRP compreende um
ou mais CDR(s) (como um, dois, trés, quatro, cinco ou, em algumas modalidades,
todos os seis CDRs) do anticorpo G1 ou as variantes de G1 mostradas na Tabela 6.
Em outras modalidades, ainda, o anticorpo antagonista anti-CGRP compreende a se-
guéncia de aminoacidos da regido variavel de cadeia pesada mostrada na Figura 5
(SEQ ID NO: 1) e a sequéncia de aminoacidos da regido variavel da cadeia leve mos-
trada na Figura 5 (SEQ ID NO: 2).

[0031] Em algumas modalidades, o anticorpo compreende uma regido cons-
tante modificada, como uma regido constante que é imunologicamente inerte (inclu-
indo parcialmente imunologicamente inerte), por exemplo, ndo aciona a lise mediada
por um complemento, ndo estimula a citotoxicidade mediata por células dependentes
de anticorpo (ADCC), ndo ativa microglia ou reduz uma ou mais dessas atividades.
Em algumas modalidades, a regido constante é modificada conforme descrito em Eur.
J. Immunol. (1999) 29:2613-2624; Pedido PCT No. PCT/GB99/01441; e/ou o Pedido
de Patente UK No. 9809951,8. Em outras modalidades, o anticorpo compreende uma
regido constante de IgG2 de cadeia pesada humana, compreendendo as seguintes
mutacgdes: A330P331 para S330S331 (numeragao de aminoacidos com referéncia a
sequéncia de IgG2 de tipo selvagem). Eur. J. Immunol. (1999) 29:2613-2624. Em al-
gumas modalidades, a regido constante de cadeia pesada do anticorpo € uma IgG1
de cadeia pesada humana com qualquer uma das mutagbes a seguir: 1)
A327A330P331 para G327S330S331; 2) E233L234L235G236 (SEQ ID NO: 48) para
P233V234A235 com G236 suprimido; 3) E233L234L235 para P233V234A235; 4)

E233L234L235G236A327A330P331 (SEQ ID NO: 49) para
P233V234A235G327S330S331 (SEQ ID NO: 50) com G236 suprimido; 5)
E233L234L235A327A330P331 (SEQ ID NO: 51) para
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P233V234A235G327S330S331 (SEQ ID NO: 50); e 6) N297 para A297 ou outro qual-
quer aminoacido, exceto N. Em algumas modalidades, a regido constante da cadeia
pesada do anticorpo é uma lgG4 humana de cadeia pesada com qualquer uma das
seguintes mutagdes: E233F234L.235G236 (SEQ ID NO: 52) para P233V234A235 com
(G236 suprimido; E233F234L.235 para P233V234A235; e S228L.235 para P228E235.

[0032] Em outras modalidades, ainda, a regido constante é aglicosilada para
a glicosilagéo ligada a N. Em algumas modalidades, a regido constante é aglicosilada
para a glicosilagao ligada a N pela mutagao do residuo de ligagdo a oligossacarideos
(como Asn297) e/ou residuos de flanqueamento que sao parte da sequéncia de reco-
nhecimento de N-glicosilagao na regido constante. Em algumas modalidades, a regi&o
constante aglicosilada para a glicosilagdo ligada a N. A regido constante pode ser
aglicosilada para a glicosilagédo ligada a N, enzimaticamente ou pela expressédo em
uma célula hospedeira deficiente quanto a glicosilagao.

[0033] A afinidade de ligagdo (KD) de um anticorpo antagonista anti-CGRP
ao CGRP (tal como o a-CGRP humano, conforme medido por ressonancia plasménica
a uma temperatura adequado, como 25 ou 37 °C) pode ser de cerca de 0,02 a cerca
de 200 nM. Em algumas modalidades, a afinidade de ligag&o fica entre cerca de 200
nM, cerca de 100 nM, cerca de 50 nM, cerca de 10 nM, cerca de 1 nM, cerca de 500
pM, cerca de 100 pM, cerca de 60 pM, cerca de 50 pM, cerca de 20 pM, cerca de 15
pM, cerca de 10 pM, cerca de 5 pM ou cerca de 2 pM. Em algumas modalidades, a
afinidade de ligacao é inferior a cerca de 250 nM, cerca de 200 nM, 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 algumas modalidades, a afinidade de ligagao é inferior a cerca
de 50 nM.

[0034] O anticorpo antagonista anti-CGRP pode ser administrado antes, du-
rante e/ou apds a dor de cabeg¢a. Em algumas modalidades, o anticorpo antagonista

anti-CGRP é administrado antes do ataque de dor de cabega (por exemplo,
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enxaqueca e cefaleia em salvas). A administragdo de um anticorpo antagonista anti-
CGRP pode se dar por quaisquer meios conhecidos na técnica, incluindo: por via oral,
via intravenosa, via subcuténea, intra-arterialmente, via intramuscular, via intranasal
(por exemplo, com ou sem inalag&o), via intracardial, via intraespinal, intratoracica-
mente, por via intraperitoneal, por via intraventricular, por via sublingual, por via trans-
dérmica e/ou através de inalacdo. A administragao pode ser sistémica, por exemplo,
por via intravenosa, ou localizada.

[0035] Em algumas modalidades, o anticorpo antagonista anti-CGRP pode
ser administrado juntamente com outro agente, como outro agente para tratar dores
de cabeca.

[0036] Em outro aspecto, a invengao proporciona o uso de um anticorpo an-
tagonista anti-CGRP para a produ¢ado de um medicamento para uso em qualquer um
dos métodos descritos aqui, por exemplo: para tratar ou prevenir dores de cabeca.

[0037] Em outro aspecto, a invengao proporciona uma composigao farmacéu-
tica para prevenir ou tratar dores de cabecga (por exemplo, enxaqueca e cefaleia em
salvas) que compreende uma quantidade eficaz de um anticorpo antagonista anti-
CGRP em combinagdo com um ou mais excipientes farmaceuticamente aceitaveis.

[0038] Em outro aspecto, a invengdo proporciona um kit para uso em qual-
quer um dos meétodos descritos aqui. Em algumas modalidades, o kit compreende um
recipiente, uma composi¢cdo que compreende um anticorpo antagonista anti-CGRP
aqui descrito, em combinacdo com um veiculo farmaceutiamente aceitavel, e instru-
¢des para uso da composicdo em qualquer um dos métodos descritos aqui.

[0039] A presente invengao proporciona também anticorpos antagonista anti-
CGRP e polipeptideos derivados do anticorpo G1 ou suas variantes mostradas na
Tabela 6. Por conseguinte, em um aspecto, a inveng¢ao proporciona um anticorpo G1
(intercambiavelmente denominado "G1") que é produzido por vetores de expresséo

com os Nos. de Acesso ATCC PTA-6866 e PTA-6867. Por exemplo, em uma
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modalidade, trata-se de um anticorpo compreendendo uma cadeia pesada produzida
pelo vetor de expressdo com o No. de acesso ATCC PTA-6867. Em outra modalidade,
trata-se de um anticorpo que compreende uma cadeia leve produzira pelo vetor de
expressédo com o No. de Acesso ATCC PTA-6866. As sequéncias de aminoacidos das
regides variaveis de cadeia leve e de cadeia pesada de G1 sdo mostradas na Figura
5. As porgdes da regido determinante de complementaridade (CDR) do anticorpo G1
(incluindo Chothia e CDRs de Kabat) também sdo mostradas na Figura 5. Entende-se
que a referéncia a qualquer parte ou toda a regiao de G1 abrange sequéncias produ-
zidas por vetores de expressido que tém o No. de Acesso ATCC. PTA-6866 e PTA-
6867 e/ou as sequéncias ilustradas na Figura 5. Em algumas modalidades, a invengao
também proporciona variantes de anticorpos de G1 com as sequéncias de aminoaci-
dos descritas na Tabela 6.

[0040] Em um aspecto, a invengao proporciona um anticorpo compreendendo
um dominio de VH que é pelo menos 85%, pelo menos 86%, pelo menos 87%, pelo
menos 88%, pelo menos 89%, pelo menos 90%, pelo menos 91%, pelo menos 92%,
pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo menos
97%, pelo menos 98%, pelo menos 99% ou 100% idéntico na sequéncia de aminoa-
cidos com a SEQ ID NO: 1.

[0041] Em outro aspecto, a invengdo proporciona um anticorpo compreen-
dendo um dominio VL que é pelo menos 85%, pelo menos 86%, pelo menos 87%,
pelo menos 88%, pelo menos 89%, pelo menos 90%, pelo menos 91%, pelo menos
92%, pelo menos 93%, pelo menos 94%, pelo menos 95%, pelo menos 96%, pelo
menos 97%, pelo menos 98%, pelo menos 99% ou 100% idéntico na sequéncia de
aminoacidos com a SEQ ID NO: 2.

[0042] Em outro aspecto, a invengdo proporciona um anticorpo compreen-
dendo um fragmento ou uma regido do anticorpo G1 ou as suas variantes mostradas

na Tabela 6. Em outra modalidade, o fragmento € um fragmento da cadeia leve do
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anticorpo G1. Em outra modalidade, o fragmento € uma cadeia pesada do anticorpo
G1. Em outra modalidade, ainda, o fragmento contém uma ou mais regides variaveis
de uma cadeia leve e/ou cadeia pesada do anticorpo G1. Em outra modalidade, ainda,
o fragmento contém uma ou mais regides variaveis de uma cadeia leve e/ou cadeia
pesada do anticorpo G1 mostrado na Figura 5. Em outra modalidade, ainda, o frag-
mento contém uma ou mais CDRs de uma cadeia leve e/ou cadeia pesada do anti-
corpo G1.

[0043] Em um outro aspecto, a invengao proporciona polipeptideos (que po-
dem ou ndo ser um anticorpo) que compreende um VH CDR3, como estabelecido na
SEQ ID NO: 5, ou uma sequéncia que difere da SEQ ID NO: 5 por 1, 2, 3, 4 ou 5
substituicdes de aminoacidos. Em uma modalidade em particular, essas substituicbes
de aminoacidos sao substituicdes conservadoras.

[0044] Em outro aspecto, a invengado proporciona polipeptideos (que podem
ou ndo ser um anticorpo) que compreende uma VL CDR3 tal como estabelecido na
SEQ ID NO: 8, ou uma sequéncia que difere da SEQ ID NO: 8 por 1, 2, 3, 4 ou 5
substituicdes de aminoacidos. Em uma modalidade em particular, essas substituicbes
de aminoacidos sao substituicdes conservadoras.

[0045] Em outro aspecto, a invengao proporciona polipeptideos (que podem
ou nao ser um anticorpo) que compreendem um ou mais dos seguintes procedimen-
tos: a) uma ou mais CDR(s) do anticorpo G1 ou as suas variantes mostradas na Ta-
bela 6; b) CDR H3 da cadeia pesada do anticorpo G1 ou as suas variantes mostradas
na Tabela 6; c) CDR L3 da cadeia leve do anticorpo G1 ou suas variantes mostradas
na Tabela 6; d) trés CDRs de cadeia leve do anticorpo G1 ou as suas variantes mos-
tradas na Tabela 6; e) trés CDRs de cadeia pesada do anticorpo G1 ou suas variantes
mostradas na Tabela 6; f) trés CDRs de cadeia leve e trés CDRs de cadeia pesada
do anticorpo G1 ou suas variantes mostradas na Tabela 6. Em algumas modalidades,

a invengéao proporciona ainda polipeptideos (que podem ou n&o ser um anticorpo) que
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compreendem um ou mais dos seguintes procedimentos: a) uma ou mais (uma, duas,
trés, quatro, cinco ou seis) CDR(s) derivada(s) do anticorpo G1 ou de suas variantes
mostradas na Tabela 6; b) uma CDR derivada da CDR H3 de cadeia pesada do anti-
corpo G1; e/ou ¢) uma CDR derivada da CDR L3 de cadeia leve do anticorpo G1. Em
algumas modalidades, a CDR € uma CDR mostrada na Figura 5. Em algumas moda-
lidades, uma ou mais CDRs derivadas do anticorpo G1 ou suas variantes mostradas
na Tabela 6 sdo pelo menos cerca de 85%, pelo menos cerca de 86%, pelo menos
cerca de 87%, pelo menos cerca de 88%, pelo menos cerca de 89%, pelo menos
cerca de 90%, pelo menos cerca de 91%, pelo menos cerca de 92%, pelo menos
cerca de 93%, pelo menos cerca de 94%, pelo menos cerca de 95%, pelo menos
cerca de 96%, pelo menos cerca de 97%, pelo menos cerca de 98% ou pelo menos
cerca de 99% idénticas a pelo menos uma, pelo menos duas, pelo menos trés, pelo
menos quatro, pelo menos cinco, ou pelo menos seis CDRs de G1 ou suas variantes.

[0046] Em algumas modalidades, a CDR é uma CDR de Kabat. Em outras
modalidades, a CDR € uma CDR de Chothia. Em outras modalidades, a CDR é uma
combinagao de uma Kabat e uma CDR de Chothia (também denominada "CDR com-
binada" ou "CDR estendida"). Em outras palavras, para qualquer modalidade con-
tendo mais de uma CDR, as CDRs podem ser de Kabat, Chothia e/ou combinadas.

[0047] Em algumas modalidades, o polipeptideo (como um anticorpo) com-
preende a sequéncia de aminoacidos de KASKXaaVXaaTYVS (SEQ ID NO: 53), em
que Xaa na posicdo 5¢é R, W, L, L ou N; e em que Xaa na posicdo 7 é T, A, D, G, R,
S, W ou V. Em algumas modalidades, a sequéncia de aminoacidos de KASKXaaVXa-
aTYVS (SEQ ID NO: 53) é uma CDR1 de cadeia leve do anticorpo.

[0048] Em algumas modalidades, o polipeptideo (como um anticorpo) com-
preende a sequéncia de aminoacidos de XaaXaaSNRYXaa (SEQ ID NO: 54), em que
Xaa na posicao 1 € L ou A; em que Xaa na posigdo 2 € A ou H; e em que Xaa na

posicdo 7 é L, T, | ou S. Em algumas modalidades, a sequéncia de aminoacidos de
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XaaXaaSNRYXaa (SEQ ID NO: 54) € uma CDR2 da cadeia leve do anticorpo.

[0049] Em algumas modalidades, o polipeptideo (como um anticorpo) com-
preende a sequéncia de aminoacidos de EIRSXaaSDXaaXaaATXaaYAXaaAVKG
(SEQ ID NO: 55), em que Xaa na posigéo 5 € E, R, K, Q ou N; em que Xaa na posi¢gao
8é¢A L,NEH S LR CFY,V DouP; emque Xaanaposicdo9¢ S, G, T,Y,
C,E,G AP INR,V,DouH; em que Xaa na posicdo 12 € H ou F; em que Xaa na
posicdo 15 é E ou D. Em algumas modalidades, a sequéncia de aminoacidos de El-
RSXaaSDXaaXaaATXaaYAXaaAVKG (SEQ ID NO: 55) € uma CDR2 de cadeia pe-
sada do anticorpo.

[0050] Em algumas modalidades, o polipeptideo (como um anticorpo) com-
preende a sequéncia de aminoacidos da SEQ ID NO: 1, em que o residuo de amino-
acido na posicao 99 da SEQ ID NO: 1 é L ou é substituido por A, N, S, T, Vou R; e
em que os residuos de aminoacidos na posi¢cdo 100 da SEQ ID NO: 1 € A ou € subs-
tituidoporL, R, S, V,Y,C,G, T, Kou P.

[0051] Em algumas modalidades, o anticorpo € um anticorpo humano. Em
outras modalidades, o anticorpo € um anticorpo humanizado. Em algumas modalida-
des, o anticorpo € monoclonal. Em algumas modalidades, o anticorpo (ou polipepti-
deo) é isolado. Em algumas modalidades, o anticorpo (ou polipeptideo) é substanci-
almente puro.

[0052] A regido constante da cadeia pesada dos anticorpos podem ser de
qualquer tipo de regido constante, como IgG, IgM, IgD, IgA e IgE; e quaisquer isotipos,
como 1gG1, 1gG2, 1IgG3 e 1gG4.

[0053] Em algumas modalidades, o anticorpo compreende uma regido cons-
tante modificada conforme descreve-se aqui.

[0054] Em outro aspecto, a invengdo proporciona um polinucleotideo (que
pode ser isolado) compreendendo um polinucleotideo que codifica um fragmento ou

uma regido do anticorpo G1 ou suas variantes mostradas na Tabela 6. Em outra
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modalidade, o fragmento é um fragmento da cadeia leve do anticorpo G1. Em outra
modalidade, o fragmento € uma cadeia pesada do anticorpo G1. Em outra modalidade,
ainda, o fragmento contém uma ou mais regides variaveis de uma cadeia leve e/ou
cadeia pesada do anticorpo G1. Em outra modalidade, ainda, o fragmento contém
uma ou mais (ou seja, uma, duas, trés, quatro, cinco ou seis) regides determinantes
de complementaridade (CDRs) de uma cadeia leve e/ou cadeia pesada do anticorpo
G1.

[0055] Em outro aspecto, a invengdo proporciona um polinucleotideo (que
pode ser isolado) compreendendo um polinucleotideo que codifica o anticorpo G1 ou
suas variantes mostradas na Tabela 6. Em algumas modalidades, o polinucleotideo
compreende um dos ou ambos os polinucleotideos apresentados na SEQ ID NO: 9 e
na SEQ ID NO: 10.

[0056] Em outro aspecto, a invengéo proporciona polinucleotideos que codi-
ficam qualquer um dos anticorpos (incluindo fragmentos de anticorpos) ou polipepti-
deos aqui descritos.

[0057] Em outro aspecto, a invengdo proporciona vetores (incluindo vetores
de clonagem e de expressao) e células hospedeiras compreendendo qualquer um dos
polinucleotideos aqui divulgados. Em algumas modalidades, o vetor é
pDb.CGRP.hFcGl, tendo o No. ATCC PTA-6867. Em outras modalidades, o vetor &
pEb.CGRP.hKGI, tendo o No. ATCC PTA-6866.

[0058] Em outro aspecto, a invengéo proporciona uma célula hospedeira que
compreende um polinucleotideo que codifica qualquer um dos anticorpos aqui descri-
tos.

[0059] Em outro aspecto, a invengdo proporciona um complexo de CGRP Ii-
gado a qualquer um dos anticorpos ou polipeptideos descritos aqui. Em algumas mo-
dalidades, o anticorpo € um anticorpo G1 ou suas variantes mostradas na Tabela 6.

[0060] Em outro aspecto, a invengdo proporciona uma composigao
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farmacéutica compreendendo uma quantidade eficaz de qualquer um dos polipepti-
deos (incluindo anticorpos, como um anticorpo que compreende uma ou mais CDRs
do anticorpo G1) ou polinucleotideos aqui descritos e um excipiente farmaceutica-
mente aceitavel.

[0061] Em outro aspecto, a invengado proporciona um método de geragéo de
um anticorpo G1, compreendendo a cultura de uma célula hospedeira ou descendente
desta sob condi¢cdes que permitem a produgao do anticorpo G1, em que a célula hos-
pedeira compreende um vetor de expresséo que codifica o anticorpo G1; e, em algu-
mas modalidades, promovendo a purificagdo do anticorpo G1. Em algumas modalida-
des, o vetor de expressdo compreende um dos ou ambas as sequéncias de polinucle-
otideos apresentadas na SEQ ID NO: 9 e na SEQ ID NO: 10.

[0062] Em outro aspecto, a invengdo proporciona métodos de produgado de
qualquer um dos anticorpos ou polipeptideos aqui descritos, expressando um ou mais
polinucleotideos que codificam o anticorpo (que podem ser expressos separadamente
Como uma unica cadeia leve ou pesada ou a cadeia leve e pesada sdo expressar a
partir de um vetor) ou o polipeptideo em uma célula adequada, geralmente seguida
da recuperacao e/ou do isolamento do anticorpo ou dos polipeptideos de interesse.

[0063] O anticorpo antagonista anti-CGRP e os polipeptideos, e os polinucle-
otideos que codificam os anticorpos e polipeptideos da presente inveng¢ao, podem ser
usados para tratar, prevenir, melhorar, controlar ou reduzir a incidéncia de doencas
associadas com o funcionamento anormal do CGRP, como dor de cabega (por exem-
plo, enxaqueca, cefaleia em salvas, cefaleia crénica e dor de cabecga de tenséo) e de
outras condigdes que podem ser tratadas ou prevenidas por antagonizar a atividade
do CGRP.

[0064] Em outro aspecto, a invengdo proporciona kits e composigdes que
compreendem uma ou mais das composi¢des aqui descritas. Esses kits, geralmente

em embalagens adequadas e fornecidos com instrugdes adequadas, sdo Uteis para
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qualquer um dos métodos aqui descritos.

[0065] Em um aspecto, a invengdo proporciona uma composi¢do para uso de
acordo com qualquer dos métodos aqui descritos.

[0066] Em um aspecto, a invengdo proporciona uma composi¢ao para uso no
tratamento ou redugéo da incidéncia de pelo menos um sintoma vasomotor e/ou da
dor de cabeca em um individuo. Em uma modalidade, o uso compreende a adminis-
tracdo ao individuo por varios dias de uma quantidade de anticorpo monoclonal (por
exemplo, o anticorpo antagonista anti-CGRP monoclonal) que modula a via de CGRP,
em que a quantidade administrada em cada um desses varios dias € inferior a 1000
mg. Em uma modalidade, o uso compreende a administragdo ao individuo por varios
dias de uma quantidade de anticorpo monoclonal (por exemplo, o anticorpo antago-
nista anti-CGRP monoclonal) que modula a via de CGRP, em que a quantidade admi-
nistrada em cada um desses varios dias fica entre 100 e 2000 mg. Em algumas mo-
dalidades, a dor de cabeca € enxaqueca (por exemplo, enxaqueca cronica ou enxa-
queca episodica). Em algumas modalidades, dois dentre varios dias sdo com mais de
sete dias de intervalo. Em algumas modalidades, a incidéncia de dor de cabeca é
reduzida por, pelo menos, sete dias apds uma unica administragdo. Em algumas mo-
dalidades, a quantidade do anticorpo monoclonal administrado em um primeiro dia €
diferente da (por exemplo, mais do que) quantidade do anticorpo monoclonal adminis-
trado em um segundo dia. Em algumas modalidades, o individuo recebe menos de 3
doses por més. Em algumas modalidades, a administragéo é subcutanea. Em algu-
mas modalidades, a administragdo é intravenosa. Em algumas modalidades, a admi-
nistragdo compreende o uso de uma seringa pré-preenchida que compreende a quan-
tidade do anticorpo monoclonal. Em algumas modalidades, o anticorpo monoclonal é
formulado a uma concentragédo de 150 mg/mL. Em algumas modalidades, o anticorpo
monoclonal € administrado a um volume de menos de 2 mL. Em algumas modalida-

des, o montante do anticorpo monoclonal € de menos do que 1000 mg. Em algumas
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modalidades, as horas das dores de cabeca mensais sofridas pelo individuo apods a
referida administragao sdo reduzidas em 40 ou mais horas (por exemplo, 45, 50, 55,
60, 65, 70, 75, 80 ou mais) a partir de um nivel pré-administragdo no individuo. As
horas de dores de cabeg¢a mensais pode ser reduzida em mais de 60 horas. Em algu-
mas modalidades, as horas de dores de cabec¢a mensais sofridas pelo individuo apés
a referida administragdo s&o reduzidas em 25% ou mais (por exemplo, 30%, 35%,
40%, 45%, 50% ou mais) em relagdo a um nivel pré-administracdo no individuo. As
horas de dores de cabegas mensais podem ser reduzidas em 40% ou mais. Em algu-
mas modalidades, os dias de dores de cabeg¢a mensais sofridas pelo individuo apos
a referida administragdo sao reduzidos em 3 ou mais dias (por exemplo, 3, 4, 5,6, 7,
8, 9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ou mais dias) a partir de um nivel pré-
administragao no individuo. Em algumas modalidades, o uso compreende ainda a ad-
ministrac&o ao individuo de um segundo agente simultaneamente ou sequencialmente
com o anticorpo monoclonal. O segundo agente pode ser qualquer um dos agonistas
5-HTA1, triptanos, alcaloides da cravagem do centeio e farmacos anti-inflamatorios n&o
esteroides. Em algumas modalidades, o segundo agente € um agente tomado pelo
individuo de maneira profilatica. Em algumas modalidades, o uso mensal do segundo
agente pelo individuo é reduzido em pelo menos 15% ap6s a administracdo do anti-
corpo monoclonal. Em algumas modalidades, o segundo agente é um triptano. Em
algumas modalidades, o individuo € um ser humano. Em algumas modalidades, o
anticorpo monoclonal é um ser humano ou anticorpo monoclonal humanizado. Em
algumas modalidades, o anticorpo monoclonal compreende (a) um anticorpo com uma
CDR H1 conforme estabelecido na SEQ ID NO: 3; uma CDR H2 conforme estabele-
cido na SEQ ID NO: 4; uma CDR H3 conforme estabelecido na SEQ ID NO: 5; uma
CDR L1 conforme estabelecido na SEQ ID NO: 6; uma CDR L2 conforme estabelecido
na SEQ ID NO: 7; e uma CDR L3, conforme estabelecido na SEQ ID NO: 8; ou (b)

uma variante de um anticorpo de acordo com (a), como mostrado na Tabela 6.
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[0067] Em um aspecto, a invengdo proporciona uma composi¢cdo para uso
em um numero decrescente de horas de dores de cabeg¢a mensais sofridas por um
individuo. Em uma modalidade, o uso compreende a administracdo ao individuo de
uma quantidade de um anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP, em que o
anticorpo monoclonal esta presente em uma quantidade eficaz para diminuir o numero
de horas mensais das dores de cabeca pelo menos 20 (por exemplo, 25, 30, 35, 40,
45, 50, 55, 60, 65, 70 ou mais horas de dor de cabega) apdés uma dose unica. Em
algumas modalidades, a quantidade de horas mensais de dores de cabeca é reduzida
em pelo menos 50 horas. Em uma modalidade, o uso compreende administrar ao
individuo uma quantidade de um anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP,
em que o anticorpo monoclonal encontra-se em uma quantidade eficaz para reduzir o
numero de horas mensais das dores de cabeg¢a em pelo menos 15% (por exemplo
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, ou mais) apés uma unica dose. Em algumas modalida-
des, o numero de horas mensais de dores de cabeca € reduzido em pelo menos cerca
de 30%. Em algumas modalidades, o anticorpo monoclonal € um anticorpo antago-
nista anti-CGRP. Em algumas modalidades, o montante do anticorpo monoclonal é de
menos do que 1000 mg. Em algumas modalidades, o individuo recebe menos de 3
doses por més. Em algumas modalidades, a administracdo é subcuténea ou intrave-
nosa. Em algumas modalidades, o anticorpo monoclonal é formulado a uma concen-
tracdo de no minimo 150 mg/mL. Em algumas modalidades, o anticorpo monoclonal
€ administrado a um volume de menos de 2 mL. Em algumas modalidades, o individuo
€ um ser humano. Em algumas modalidades, o anticorpo monoclonal € humano ou
humanizado. Em algumas modalidades, o anticorpo monoclonal compreende (a) um
anticorpo com uma CDR H1 conforme estabelecido na SEQ ID NO: 3; uma CDR H2
conforme estabelecido na SEQ ID NO: 4; uma CDR H3 conforme estabelecido na SEQ
ID NO: 5; uma CDR L1 conforme estabelecido na SEQ ID NO: 6; uma CDR L2 con-

forme estabelecido na SEQ ID NO: 7; e uma CDR L3, conforme estabelecido na SEQ
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ID NO: 8; ou (b) uma variante de um anticorpo de acordo com (a), como mostrado na
Tabela 6.

[0068] Em um aspecto, o invento proporciona uma composigdo para uso na
reducdo de um numero de dias mensais dor de cabeca experimentados por um indi-
viduo. Em uma modalidade, o uso compreende a administracdo ao individuo de uma
quantidade de um anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP, em que o anti-
corpo monoclonal € uma quantidade eficaz para reduzir o numero de dias mensais
das dores de cabega em pelo menos 3 (por exemplo 3, 4, 5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13,
14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ou mais dias de dor de cabega) apos uma unica dose. Em
algumas modalidades, o numero de dias mensais de dores de cabeca é reduzido em
pelo menos cerca de 6 dias de dor de cabega. Em algumas modalidades, o anticorpo
monoclonal € um anticorpo antagonista anti-CGRP. Em algumas modalidades, o mon-
tante do anticorpo monoclonal € de menos do que 1000 mg. Em algumas modalida-
des, o individuo recebe menos de 3 doses por més. Em algumas modalidades, a ad-
ministragdo é subcutanea ou intravenosa. Em algumas modalidades, o anticorpo mo-
noclonal é formulado a uma concentracdo de no minimo 150 mg/mL. Em algumas
modalidades, o anticorpo monoclonal é administrado a um volume de menos de 2 mL.
Em algumas modalidades, o individuo € um ser humano. Em algumas modalidades,
o anticorpo monoclonal é humano ou humanizado. Em algumas modalidades, o anti-
corpo monoclonal compreende (a) um anticorpo com uma CDR H1 conforme estabe-
lecido na SEQ ID NO: 3; uma CDR H2 conforme estabelecido na SEQ ID NO: 4; uma
CDR H3 conforme estabelecido na SEQ ID NO: 5; uma CDR L1 conforme estabelecido
na SEQ ID NO: 6; uma CDR L2 conforme estabelecido na SEQ ID NO: 7; e uma CDR
L3, conforme estabelecido na SEQ ID NO: 8; ou (b) uma variante de um anticorpo de
acordo com (a), como mostrado na Tabela 6.

[0069] Em um aspecto, a invengdo proporciona uma composi¢do usada para

diminuir o uso de um medicamento contra a dor de cabeca em um individuo,

Petic&o 870230059351, de 07/07/2023, pag. 39/231



26/210

compreendendo a administragdo ao individuo de um anticorpo monoclonal (por exem-
plo, um anticorpo antagonista anti-CGRP) que modula a via de CGRP, em que o anti-
corpo monoclonal encontra-se em uma quantidade eficaz para diminuir o uso mensal
do medicamento contra a dor de cabega do individuo em pelo menos 15% (por exem-
plo, 20%, 25%, 30%, 35%, 40% ou mais). Em algumas modalidades, o medicamento
contra a dor de cabeca é selecionado dentre o grupo que consiste em agonistas de 5-
HT1, triptanos, opiatos, antagonistas -adrenérgicos, alcaloides de cravagem e far-
macos anti-inflamatorios n&do esteroides (NSAIDs). Em algumas modalidades, o me-
dicamento contra a dor de cabega é um triptano. Em algumas modalidades, o mon-
tante do anticorpo monoclonal € de menos do que 1000 mg. Em algumas modalida-
des, o individuo recebe menos de 3 doses por més. Em algumas modalidades, a ad-
ministragdo é subcutanea ou intravenosa. Em algumas modalidades, o anticorpo mo-
noclonal é formulado a uma concentracdo de no minimo 150 mg/mL. Em algumas
modalidades, o anticorpo monoclonal é administrado a um volume de menos de 2 mL.
Em algumas modalidades, o individuo € um ser humano. Em algumas modalidades,
o anticorpo monoclonal é humano ou humanizado. Em algumas modalidades, o anti-
corpo monoclonal compreende (a) um anticorpo com uma CDR H1 conforme estabe-
lecido na SEQ ID NO: 3; uma CDR H2 conforme estabelecido na SEQ ID NO: 4; uma
CDR H3 conforme estabelecido na SEQ ID NO: 5; uma CDR L1 conforme estabelecido
na SEQ ID NO: 6; uma CDR L2 conforme estabelecido na SEQ ID NO: 7; e uma CDR
L3, conforme estabelecido na SEQ ID NO: 8; ou (b) uma variante de um anticorpo de
acordo com (a), como mostrado na Tabela 6.

[0070] Em um aspecto, a invengao proporciona uma composi¢do usada para
o tratamento ou redugao da incidéncia de dor de cabeca (por exemplo, enxaquecas)
em um individuo, compreendendo a administragdo ao individuo de uma unica dose de
um anticorpo monoclonal (por exemplo, um anticorpo antagonista anti-CGRP mono-

clonal) em um montante que module a via de CGRP, em que o montante do anticorpo
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monoclonal é entre 100-2000 mg.

Breve Descricido das Figuras

[0071] A Figura 1 é uma tabela que mostra as afinidades de ligagdo de 12
anticorpos de murino para diferentes fragmentos de a-CGRP humano substituido por
alanina. As afinidades de ligagdo foram medidas a 25 ° C usando Biacore fluindo-se
os Fabs pelos CGRPs no chip. Os valores em caixas representam a perda de afini-
dade de mutantes de alanina em relagdo ao fragmento parental, 25-37 (italico), exceto
K35A, que derivou de um parental 19-37. Um "a" indica as afinidades para 19-37 e os
fragmentos 25-37 sdo a média + o desvio padrdao de duas medi¢des independentes
em diferentes chips sensores. Um "b" indica essas interagbes desviadas de um mo-
delo de interagao biomolecular simples devido a uma taxa de dissociagao bifasica, de
modo que suas afinidades foram determinadas pelo uso de um modelo de alteracéo
conformacional. Legenda em escala de cinza: branco (1.0) indica afinidade parental;
cinza claro (inferior a 0.5) indica uma afinidade maior do que parental; cinza escuro
(mais de 2) indica uma afinidade menos do que parental; e preto indica que nenhuma
ligagéo foi detectada.

[0072] As Figuras 2A e 2B mostram o efeito da administragdo do CGRP 8-37
(400 nmol/kg), do anticorpo 4901 (25 mg/kg) e do anticorpo 7D11 (25 mg/kg) sobre o
fluxo sanguineo da pele medido na forma de fluxo de células sanguineas ap6s um
estimulo por pulso elétrico de 30 segundos. O CGRP 8-37 foi administrado por via
intravenosa (iv) de 3-5 min antes do estimulo por pulsos elétricos. Os anticorpos foram
administrados por via intraperitoneal (IP) 72 horas antes do estimulo por pulsos elétri-
cos. Cada ponto nos graficos representa uma AUC de rato tratado sob as condi¢des
indicadas. Cada linha nos graficos representa a AUC média de ratos tratados com a
condigao indicada. AUC (area sob a curva) é igual a Afluxo x Atempo. "Afluxo" repre-
senta a variagcdo das unidades de fluxo apds o estimulo por pulsos elétricos; e

"Atempo" representa o periodo de tempo necessario para que o nivel de fluxo de
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células do sangue retorne ao nivel anterior ao estimulo por pulsos elétricos.

[0073] A Figura 3 mostra o efeito da administragao diferente de dosagem do
anticorpo 4901 (25 mg/kg, 5 mg/kg, 2,5 mg/kg ou 1 mg/kg) sobre o fluxo sanguineo
da pele medido como fluxo de células sanguineas apods o estimulo por pulsos elétricos
durante 30 segundos. Os anticorpos foram administrados por via intravenosa (V) 24
horas antes da estimulagao por pulsos eléctricos. Cada ponto nos graficos representa
uma AUC de rato tratado sob as condi¢des indicadas. A linha nos graficos representa
a AUC média de ratos tratados com a condic¢do indicada.

[0074] As Figuras 4A e 4B mostram o efeito da administragdo do anticorpo
4901 (1 mg/kg ou 10 mg/kg, i.v.), do anticorpo 7E9 (10 mg/kg, iv) e do anticorpo 8B6
(10 mg/kg, i.v.) no fluxo de sangue da pele medido como fluxo de células do sangue
apos o estimulo por pulsos elétricos de 30 segundos. Os anticorpos foram administra-
dos por via intravenosa (1V), seguido de estimulo por pulsos elétricos 30 min, 60 min,
90 min e 120 min apds a administracdo do anticorpo. O eixo Y representa a percenta-
gem de AUC em comparagédo com o nivel de AUC quando nenhum anticorpo foi ad-
ministrado (tempo 0). O eixo X representa o pe-riodo de tempo (minutos) entre a ad-
ministracdo dos anticorpos e o estimulo por pulsos elétricos. "*" indica P <0,05 e "**"
indica P < 0,01 em comparagédo com o tempo 0. Os dados foram analisados usando
ANOVA de uma via com um teste de comparagao multipla de Dunnett.

[0075] A Figura 5 mostra a sequéncia de aminoacidos da regido variavel de
cadeia pesada (SEQ ID NO: 1) e da regido variavel de cadeia leve (SEQ ID NO: 2) do
anticorpo G1. As CDRs de Kabat estdo em negrito e as CDRs de Chothia estdo sub-
linhadas. Os residuos de aminoacidos para a cadeia pesada e a regido variavel de
cadeia leve estdo numerados sequencialmente.

[0076] A Figura 6 mostra o mapeamento de epitopo do anticorpo G1 por com-
peticao de peptideos utilizando Biacore. O a-CGRP n-biotinilado humano foi capturado

em um chip sensor SA. O G1 Fab (50 nM) na auséncia de um peptideo competidor ou
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pré-incubado por 1 h com 10 uM de um peptideo competidor foi vertido no chip. Foi
medida a ligagdo do G1 Fab ao a-CGRP humano no chip. O eixo Y representa a per-
centagem de ligagao bloqueada pela presencga do peptideo competidor em compara-
¢ao com a ligagao na auséncia do peptideo competidor.

[0077] A Figura 7 mostra o efeito da administragdo do anticorpo G1 (1 mg/kg
ou 10 mg/kg, i.v.) ou veiculo (PBS, 0,01% de Tween 20) sobre o fluxo de sangue na
pele medido como fluxo de células sanguineas apos estimulo por pulsos elétricos du-
rante 30 segundos. O anticorpo G1 ou veiculo foi administrado por via intravenosa
(IV), seguido de estimulo por pulsos elétricos nervosos 30 min, 60 min, 90 min e 120
min apos a administracdo do anticorpo. O eixo Y representa a percentagem de AUC
em comparagao com o nivel de AUC quando nenhum anticorpo ou veiculo (definido
como 100%) foi administrado (tempo 0). O eixo X representa o periodo de tempo (mi-
nutos) entre a administragao dos anticorpos e o estimulo por pulsos elétricos. "*" indica
P <0,05 e "**" indica P < 0,01 em comparagao com o veiculo. Os dados foram anali-
sados usando ANOVA de duas vias e Bonferroni apds os testes.

[0078] A Figura 8A mostra o efeito da administragdo do anticorpo G1 (1
mg/kg, 3 mg/kg ou 10 mg/kg, i.v.) ou veiculo (PBS, 0,01% de Tween 20) sobre o fluxo
de sangue na pele medido como fluxo de células sanguineas apos estimulo por pulsos
elétricos durante 30 segundos 24 horas depois da dosagem. O anticorpo G1 ou vei-
culo foi administrado por via intravenosa (i.v.) 24 horas antes do estimulo por pulsos
elétricos nervosos. O eixo Y representa a area total sob a curva (alteragdo no fluxo de
glébulos multiplicado pela mudanga no tempo de estimulo até o fluxo retornar a linha
de base, AUC). O eixo X representa doses variaveis de anticorpo G1. "*" indica P
<0,05, e ""*" indica P <0,01, em comparacao com veiculo. Os dados foram analisados
usando ANOVA e um teste de comparagao multipla de Dunnett.

[0079] A Figura 8B mostra o efeito da administragdo do anticorpo G1 (0,3
mg/kg, 1 mg/kg, 3 mg/kg ou 10 mg/kg, i.v.) ou veiculo (PBS, 0,01% de Tween 20)
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sobre o fluxo de sangue na pele medido como fluxo de células sanguineas apos esti-
mulo por pulsos elétricos durante 30 segundos 7 dias depois da dosagem. O anticorpo
G1 ou veiculo foi administrado por via intravenosa (i.v.) 7 dias antes do estimulo por
pulsos elétricos nervosos. O eixo Y representa a AUC total. O eixo X representa doses
variaveis de anticorpo G1. "**" indica P <0,01, e "***" indica P <0,001, em comparacao
com veiculo. Os dados foram analisados usando ANOVA e um teste de comparagao
multipla de Dunnett.

[0080] A Figura 8C é uma analise de ajuste da curva dos dados das Figuras
8A e 8B. O anticorpo G1 ou veiculo foi administrado por via intravenosa (i.v.) 24 horas
ou 7 dias antes do estimulo por pulsos elétricos nervosos. O eixo Y representa a AUC
total. O eixo X representa doses variaveis do anticorpo G1 em "mg/kg" em uma escala
logaritmica para determinar EC50.

[0081] A Figura 9 mostra o efeito do anticorpo mu7E9 (10 mg/kg),
BIBN4096BS ou veiculo (PBS, 0,01% de Tween 20) sobre a mudancga de didmetro da
artéria meningea média apos um estimulo do campo elétrico. O anticorpo mu7E9,
BIBN4096BS ou veiculo foram administrados por via intravenosa (i.v.) no ponto de
tempo 0 minutos, depois de uma resposta da linha de base ao estimulo elétrico ter
sido estabelecida. O eixo Y representa a mudanga no didmetro da artéria meningea
meédia apos um estimulo do campo elétrico. O didmetro assente corresponde a 0%. O
eixo X representa o tempo (minutos) do estimulo por pulsos elétricos. "*" indica P
<0,05 e "*" indica P < 0,01 em comparacao com o veiculo. Os dados foram analisados
usando ANOVA e um teste de comparagao multipla de Dunnett.

[0082] A Figura 10 mostra o efeito de varias doses do anticorpo G1 (1 mg/kg,
3 mg/kg ou 10 mg/kg, i.v.) ou do veiculo (PBS, 0,01% de Tween 20) sobre a mudanca
de diametro da artéria meningea média depois de um estimulo do campo eléctrico. O
anticorpo G1 ou veiculo foi administrado por via intravenosa (i.v.) 7 dias antes do es-

timulo do campo elétrico. O eixo Y representa a mudanca no didametro da artéria
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meningea média. O didmetro assente corresponde a 0%. O eixo X representa a ten-
sao de estimulo. "*" indica P <0,05, "**" indica P <0,01 e "***" indica P <0,001, compa-
rado com o veiculo. Os dados foram analisados usando ANOVA de duas vias e Bon-
ferroni apds os testes.

[0083] A Figura 11A mostra o efeito do anticorpo mu4901 (10mg/kg) ou do
veiculo (PBS, 0,01% de Tween 20), administrado por via intravenosa (i.v.) 24 horas
antes, sobre a reducdo da temperatura central induzida por injegdo subcutanea de
naloxona (1 mg/kg) em ratos viciados em morfina. O eixo Y representa a diferenca de
temperatura a partir da linha de base. O eixo X representa o tempo medido desde o
ponto da injegdo de naloxona.

[0084] A Figura 11B mostra o efeito do anticorpo mu4901 (10mg/kg) ou do
veiculo (PBS, 0,01% de Tween 20), administrado por via intravenosa (i.v.) 24 horas
antes, sobre o aumento da temperatura da superficie traseira induzida por injecao
subcuténea de naloxona (1 mg/kg) em ratos viciados em morfina. O eixo Y representa
a diferenca de temperatura a partir da linha de base. O eixo X representa o tempo
medido desde o ponto da injecdo de naloxona.

[0085] A Figura 12 é um grafico que ilustra os resultados de um estudo clinico
de comparacéao entre os efeitos de diferentes doses de anticorpo G1 com o placebo.

[0086] A Figura 13 é um grafico que ilustra os resultados de um estudo clinico
de comparacéao entre os efeitos de diferentes doses de anticorpo G1 com o placebo.

[0087] A Figura 14 é um grafico que ilustra os resultados de um estudo clinico
de comparacéao entre os efeitos de diferentes doses de anticorpo G1 com o placebo.

[0088] A Figura 15 é um grafico que ilustra os resultados de um estudo clinico
de comparacéao entre os efeitos de diferentes doses de anticorpo G1 com o placebo.

[0089] A Figura 16 é um grafico que ilustra os resultados de um estudo clinico
de comparacéao entre os efeitos de diferentes doses de anticorpo G1 com o placebo.

[0090] A Figura 17 é um grafico que ilustra os resultados de um estudo clinico
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de comparacéao entre os efeitos de diferentes doses de anticorpo G1 com o placebo.
[0091] A Figura 18 é um grafico que ilustra os resultados de um estudo clinico
de comparacéao entre os efeitos de diferentes doses de anticorpo G1 com o placebo.

Descricdo Detalhada

[0092] Em alguns aspectos, a invencao divulgada aqui proporciona métodos
para tratar e/ou prevenir sintomas vasomotores (por exemplo, afrontamentos) em um
individuo pela administragcédo ao individuo de uma quantidade terapeuticamente eficaz
de um anticorpo antagonista anti-CGRP.

[0093] Em alguns aspectos, a invencao divulgada aqui proporciona métodos
para tratar e/ou prevenir dores de cabega (por exemplo, enxaqueca, cefaleia em sal-
vas, cefaleia cronica e dores de cabega de tensdo) em um individuo por meio da ad-
ministracdo ao individuo de uma quantidade terapeuticamente eficaz de um anticorpo
antagonista anti-CGRP. Em alguns casos, a dor de cabega € uma enxaqueca.

[0094] Em alguns aspectos, a invencao aqui divulgada também proporciona
anticorpos antagonistas anti-CGRP e polipeptideos derivados do G1 e suas variantes
mostradas na Tabela 6. Em algumas modalidades, a invengdo também proporciona
meétodos de produzir e utilizar esses anticorpos e polipeptideos.

[0095] Ao longo deste pedido, varias publicagdes (incluindo patentes e pedi-
dos de patente) séo referenciadas. As divulgagdes dessas publicagdes em suas tota-
lidades sao incorporadas aqui por referéncia.

Técnicas Gerais

[0096] A pratica dos varios aspectos da presente invengdo empregara, salvo
indicacdo em contrario, técnicas convencionais de biologia molecular (incluindo técni-
cas recombinantes), microbiologia, biologia celular, bioquimica e imunologia, que es-
tdo dentro dos conhecimentos daqueles versados na técnica. Essas técnicas encon-
tram-se completamente explicadas na literatura, como em Molecular Cloning: A La-

boratory Manual, second edition (Sambrook et al., 1989) Cold Spring Harbor Press;
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Oligonucleotide Synthesis (M.J. Gait, ed., 1984); Methods in Molecular Biology, Hu-
mana Press; Cell Biology: A Laboratory Notebook (J.E. Cellis, ed., 1998) Academic
Press; Animal Cell Culture (R.l. Freshney, ed., 1987); Introduction to Cell and Tissue
Culture (J.P. Mather & P.E. Roberts, 1998) Plenum Press; Cell and Tissue Culture:
Laboratory Procedures (A. Doyle, J.B. Griffiths & D.G. Newell, eds., 1993-1998) J.
Wiley & Sons; Methods in Enzymology (Academic Press, Inc.); Handbook of Experi-
mental 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 in Molecular
Biology (F.M. Ausubel et al., eds., 1987); PCR: The Polymerase Chain Reaction, (Mul-
lis et al., eds., 1994); Current Protocols in Immunology (J.E. Coligan et al., eds., 1991);
Short Protocols in Molecular Biology (Wiley and Sons, 1999); Immunobiology (C.A.
Janeway e P. Travers, 1997); Antibodies (P. Finch, 1997); Antibodies: a practical ap-
proach (D. Catty., ed., IRL Press, 1988-1989); Monoclonal antibodies: a practical ap-
proach (P. Shepherd e C. Dean, eds., Oxford University Press, 2000); Using antibod-
ies: 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).

Definicbes

[0097] Um "anticorpo” € uma molécula de imunoglobulina capaz de se ligar a
um alvo especifico, como um hidrato de carbono, polinucleotideo, lipidio, polipeptideo,
etc, através de pelo menos um local de reconhecimento de antigeno, localizado na
regiao variavel da molécula de imunoglobulina. Tal como aqui usado, o termo engloba
nao apenas os anticorpos policlonais ou monoclonais intactos, mas também seus fra-
gmentos (como Fab, Fab', F(ab')2, Fv), cadeia simples (ScFv), mutantes destas, pro-
teinas de fusdo que compreendem uma parte do anticorpo (como anticorpos de do-
minio) e qualquer outra configuragdo modificada da molécula de imunoglobulina que

compreende um local de reconhecimento de antigeno. Um anticorpo inclui um
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anticorpo de qualquer classe, como IgG, IgA ou IgM (ou sub-classe dos mesmos), e 0
anticorpo ndo precisa ser de nenhuma classe especifica. Dependendo da sequéncia
de aminoacidos de anticorpo do dominio constante de suas cadeias pesadas, as imu-
noglobulinas podem ser atribuidas a diferentes classes. Existem cinco classes princi-
pais de imunoglobulinas: IgA, IgD, IgE, IgG e IgM e varios deles podem ser divididos
em subclasses (isotipos), por exemplo, 1gG1, 1gG2, IgG3, 1gG4, IgA1 e IgA2. Os do-
minios constantes da cadeia pesada que correspondem as diferentes classes de imu-
noglobulinas sdo denominados alfa, delta, ipsilon, gama e mu, respectivamente. As
estruturas de subunidade e as configuragdes tridimensionais das diferentes classes
de imunoglobulinas sdo bem conhecidas.

[0098] Conforme usado aqui, "anticorpo monoclonal" se refere a um anticorpo
obtido a partir de uma populagao de anticorpos substancialmente homogénea, isto &,
os anticorpos individuais compreendendo a populacéo sao idénticos exceto para mu-
tacbes possiveis de ocorréncia natural, que podem estar presentes em quantidades
menores. Os anticorpos monoclonais sdo altamente especificos, sendo direcionados
contra um unico local antigénico. Ademais, em contraste com preparagdes de anti-
corpo (policlonal), as quais tipicamente incluem diferentes anticorpos direcionados
contra diferentes determinantes (epitopos), cada anticorpo monoclonal é direcionado
contra um unico determinante no antigeno. O modificador "monoclonal” indica o cara-
ter do anticorpo como sendo obtido de uma populacdo substancialmente homogénea
de anticorpos, e ndo deve ser interpretado como exigindo a produgao do anticorpo por
qualquer método especifico. Por exemplo, os anticorpos monoclonais a serem usados
de acordo com a presente invencado podem ser feitos pelo método de hibridoma pri-
meiro descrito por Kohler e Milstein, 1975, Nature, 256: 495, ou podem ser produzidos
por métodos de DNA recombinante, como os descritos na Pat. U.S. No. 4.816.567. Os
anticorpos monoclonais também podem ser isolados das bibliotecas de fagos geradas

utilizando as técnicas descritas em McCafferty et al., 1990, Nature, 348:552-554, por
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exemplo.

[0099] Tal como aqui usados, anticorpos "humanizados" referem-se a formas
de anticorpos ndo humanos (por exemplo, murino) de anticorpos que sédo cadeias de
imunoglobulinas, imunoglobulinas quiméricas especificas ou seus fragmentos (como
Fv, Fab, Fab', F(ab')2 ou outras subsequéncias de ligagao ao antigeno dos anticorpos)
que contém uma sequéncia minima derivada de imunoglobulinas ndo humanas. Em
sua maioria, os anticorpos humanizados s&o imunoglobulinas humanas (anticorpo re-
ceptor) nas quais residuos de uma regido determinante de complementaridade (CDR)
do receptor sédo substituidos por residuos de um CDR de uma espécie ndo humana
(anticorpo dador) tal como camundongo, rato ou coelho com a especificidade, afini-
dade atividade bioldgica desejada. Em alguns casos, os residuos da regi&do estrutural
de Fv (FR) da imunoglobulina humana s&o substituidos pelos correspondentes resi-
duos ndo humanos. Além disso, o anticorpo humanizado pode compreender residuos
que nao sao encontrados nem no anticorpo receptor nem nas sequéncias da CDR ou
das sequéncias de estrutura, mas sio incluidos para refinar e otimizar o desempenho
do anticorpo. Em geral, o anticorpo humanizado compreendera substancialmente a
totalidade de pelo menos um e, tipicamente dois, dominios variaveis, em que todos
ou substancialmente todas as regides de CDR correspondem aos de uma imunoglo-
bulina ndo humana e todas, ou substancialmente todas, as regides FR sdo as de uma
sequéncia de consenso imunoglobulina humana. O anticorpo humanizado, de maneira
ideal, também compreendera pelo menos uma porgéo de uma regidao ou dominio cons-
tante de imunoglobulina (Fc), normalmente o de uma imunoglobulina humana. Os an-
ticorpos podem ter regides de Fc modificadas conforme descrito em WO 99/58572.
Outras formas de anticorpos humanizados tém uma ou mais CDRs (uma, duas, trés,
quatro, cinco, seis) que séo alteradas no que diz respeito ao anticorpo original, que
também s&o designadas por uma ou mais CDRs "derivadas de" um ou mais CDRs da

o anticorpo original.
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[00100] Tal como aqui usado, "anticorpo humano" denota um anticorpo que
possui uma sequéncia de aminoacidos que corresponde a de um anticorpo produzido
por um humano e/ou que foi produzido utilizando qualquer uma das técnicas para
producao de anticorpos humanos conhecidas na técnica ou aqui divulgadas. Esta de-
finicdo de um anticorpo humano inclui anticorpos compreendendo pelo menos um po-
lipeptideo de cadeia pesada humana ou pelo menos um polipeptideo de cadeia leve
humana. Um exemplo € um anticorpo que compreende cadeia leve de murino e poli-
peptideos de cadeia pesada humana. Anticorpos humanos podem ser produzidos uti-
lizando varias técnicas conhecidas na técnica. Em uma modalidade, o anticorpo hu-
mano é selecionado dentre uma biblioteca de fagos, em que a biblioteca de fagos
expressa anticorpos humanos (Vaughan et al., 1996, Nature Biotechnology, 14:309-
314; Sheets et al., 1998, PNAS, (EUA) 95:6157-6162; Hoogenboom e Winter, 1991,
J. Mol. Biol., 227:381; Marks et al., 1991, J. Mol. Biol., 222:581). Os anticorpos huma-
nos também podem ser produzidos pela introdug&o dos locais de imunoglobulinas hu-
manas em animais transgénicos, por exemplo, camundongos em que 0s genes de
imunoglobulinas endogenas foram parcial ou completamente desativadas Essa abor-
dagem é descrita nas Patentes U.S. Nos. 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
pela imortalizacao de linfécitos B humanos que produzem um anticorpo direcionado
contra um antigeno alvo (esses linfécitos B podem ser recuperados a partir de um
individuo ou podem ter sido imunizados in vitro). Ver, por exemplo, Cole et al., Mono-
clonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, p. 77 (1985); Boerner et al., 1991,
J. Immunol., 147 (1):86-95; e Patente U.S. No. 5.750.373.

[00101] Tal como aqui usado, os termos "peptideo relacionado a genes de
calcitonina" e "CGRP" referem-se a qualquer forma de peptideo relacionado a genes
de calcitoninas e variantes suas que retém pelo menos parte da atividade do CGRP.

Por exemplo, o CGRP pode ser o a-CGRP ou B-CGRP. Tal como aqui usado, o CGRP
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inclui todas as espécies de mamiferos do CGRP de sequéncia nativa, por exemplo:
humanos, caninos, felinos, equinos e bovinos.

[00102] Tal como aqui usado, um "anticorpo antagonista anti-CGRP" (inter-
cambiavelmente denominado "anticorpo anti-CGRP") refere-se a um anticorpo que é
capaz de se ligar ao CGRP e inibir a atividade biolégica do CGRP e/ou a(s) via(s) a
jusante mediadas pela sinalizagdo do CGRP. Um anticorpo antagonista anti-CGRP
engloba anticorpos que modulam, bloqueiam, antagonizam, suprimem ou reduzem
(incluindo significativamente) a atividade biolégica do CGRP ou antagonizam de al-
guma outra forma a via do CGRP, incluindo vias a jusante mediadas pela sinalizagédo
do CGRP, como uma ligagéo do receptor e/ou o desencadeamento de uma resposta
celular ao CGRP. Para fins da presente invengao, sera explicitamente entendido que
o termo "anticorpo antagonista anti-CGRP" engloba todos os termos identificados an-
teriormente, titulos e estados funcionais e as caracteristicas em que o proprio CGRP,
a atividade bioldgica do CGRP (incluindo mas n&o se limitando a sua capacidade de
mediar qualquer aspecto da dor de cabega) ou as consequéncias da atividade biol6-
gica s&do substancialmente anuladas, diminuidas ou neutralizadas em qualquer grau
significativo. Em algumas modalidades, um anticorpo antagonista anti-CGRP se liga
ao CGRP e evita a ligagdo do CGRP ao receptor de CGRP. Em outras modalidades,
um anticorpo anti-CGRP se liga ao CGRP e impede a ativagdo de um receptor de
CGRP. Sao fornecidos aqui exemplos de anticorpos antagonistas anti-CGRP.

[00103] Tal como aqui usados, os termos "G1" e "anticorpo G1" sdo usados
intercambiavelmente para se referir a um anticorpo produzido por vetores de expres-
sao que tém os numeros de depdsito de ATCC PTA-6867 e ATCC PTA-6866. As se-
guéncias de aminoacidos das regides variaveis de cadeia leve e de cadeia pesada
sdo mostradas na Figura 5. As por¢des de CDR do anticorpo G1 (incluindo Chothia e
CDR de Kabat) séo representadas de forma esquematica na Figura 5. Os polinucleo-

tideos que codificam as regides variaveis de cadeia pesada e leve sédo exibidos na
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SEQ ID NO: 9 e na SEQ ID NO: 10. A caracterizacado de G1 é descrita nos Exemplos.

[00104] Os termos "polipeptideo”, "oligopolipeptideo”, "peptideo" e "proteina"
sao usados permutavelmente neste documento para se referir aos polimeros de ami-
noacidos de qualquer comprimento. O polimero pode ser linear ou ramificado, pode
compreender aminoacidos modificados, e pode ser interrompido por ndo aminoacidos.
Os termos também englobam um polimero de aminoacido que tenha sido modificado
naturalmente ou por intervengao; por exemplo, pela formacéo da ligagao de dissulfeto,
glicosilagéo, lipidagao, acetilagao, fosforilagdo ou qualquer outra manipulagdo ou mo-
dificagdo, como conjugagao com um componente de marcagao. Estdo também inclu-
idos na definigao, por exemplo, polipeptideos contendo um ou mais analogos de um
aminoacido (incluindo, por exemplo, aminoacidos ndo naturais, etc.), bem como outras
modificagdes conhecidas na técnica. Entende-se que, visto que os polipeptideos desta
invengao se baseiam em um anticorpo, os polipeptideos podem ocorrer na forma de
cadeias unicas ou cadeias associadas.

[00105] "Polinucleotideo" ou "acido nucleico", conforme usados intercambia-
velmente aqui, referem-se a polimeros de nucleotideos de qualquer comprimento e
incluem DNA e RNA. Os nucleotideos podem ser desoxirribonucleotideos, ribonucle-
otideos, nucleotideos modificados ou bases, e/ou seus analogos ou qualquer subs-
trato que pode ser incorporado a um polimero por DNA ou RNA polimerase. Um poli-
nucleotideo pode compreender nucleotideos modificados, como nucleotideos metila-
dos e seus analogos. Se estiver presente, a modificagdo da estrutura do nucleotideo
pode ser transmitida antes ou apds a montagem do polimero. A sequéncia de nucle-
otideos pode ser interrompida por componentes n&o nucleotideos. Um polinucleotideo
podem ser ainda modificado apos a polimerizagdo, como por conjugagado com uma
componente de marcagao. Outros tipos de modificagdes incluem, por exemplo, "ca-
peamentos”, substituicdo de um ou mais dos nucleotideos que ocorrem naturalmente

com um analogo, modificagdes internucleotidicas tais como, por exemplo, aquelas
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com ligagbes descarregadas (por exemplo, fosfonatos de metil, fosfotriésteres, fosfo-
amidatos, cabamatos, etc.) e com ligagdes carregadas (por exemplo, fosforotioatos,
fosforoditioatos, etc.), aquelas que contém por¢des pendentes, tais como, por exem-
plo, proteinas (por exemplo, nucleases, toxinas, anticorpos, peptideos de sinal, ply-L-
lisina, etc. .), aquelas com intercaladores (por exemplo, acridina, psoraleno, etc.),
aquelas contendo quelantes (por exemplo, metais, metais radioativos, boro, metais
oxidativos, etc.), aquelas contendo alquiladores, aquelas com ligagbes modificadas
(por exemplo, acidos nucleicos alfa-anoméricos, etc.), bem como formas nao modifi-
cadas de polinucleotideo(s). Além disso, qualquer um dos grupos hidroxil geralmente
presentes nos agucares pode ser substituido, por exemplo, por grupos fosfonato, gru-
pos fosfato, protegido por grupos protetores padrao, ou ativado para preparar ligagdes
adicionais para nucleotideos adicionais, ou pode ser conjugado com suportes solidos
ou semissolidos. O OH com terminagdes 5' e 3' pode ser fosforilado ou substituido por
aminas ou porg¢des de grupos de revestimento orgénicos de 1 a 20 atomos de carbono.
Outras hidroxilas também podem ser derivadas de grupos protetores padrao. Os poli-
nucleotideos também podem conter formas analogos de agucares de ribose ou deso-
xirribose que geralmente sdo conhecidos na técnica, incluindo, por exemplo, 2'-O-me-
til-, 2'-O-alil, 2'-fluoro ou 2'-azido-ribose, analogos de agucar carbociclico, agucares [ -
anomericos, agucares epimericos, tais como arabinose, xilose ou lixose, agucares de
piranose, agucares de furanose, heptuloses, analogos aciclicos e analogos de nucleo-
sideos basicos, como metil-ribosido. Uma ou mais ligagdes de fosfodiéster podem ser
substituidas por grupos de ligagao alternativos. Esses grupos de ligac&o alternativos
incluem, mas nao estdo limitados a, modalidades em que o fosfato € substituido por
P(O)S ("tioato"), P(S)S ("ditioato"), (O)NR2 ("amidato"), P(O)R, P(O)OR’, CO ou CH2
("formacetal"), em que cada R ou R' &, independentemente, H ou alquil (1-20 C) subs-
tituido ou n&o substituido, contendo, opcionalmente, uma ligacao (-O-) de éter, aril,

alquenil, cicloalquil, cicloalquenil ou araldil. Nem todas as ligagbes em um
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polinucleotideo precisam ser idénticas. A descricdo anterior se aplica a todos os poli-
nucleotideos aqui referidos, incluindo RNA e DNA.

[00106] Uma "regido variavel" de um anticorpo se refere a regido variavel da
cadeia leve do anticorpo ou a regiao variavel da cadeia pesada do anticorpo, tanto
sozinha quanto em combinagado. As regides variaveis da cadeia pesada e leve consis-
tem em quatro regides de framework (FR) conectadas por trés regides determinantes
de complementariedade (CDRs), também conhecidas como as regides hipervariaveis.
As CDRs em cada cadeia sdo mantidas juntas em grande proximidade pelas FRs e,
com as CDRs da outra cadeia, contribuem para a formagao do sitio de ligagao a anti-
geno dos anticorpos. Ha pelo menos duas técnicas para a determinagao das CDRs:
(1) uma abordagem com base na 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 baseada em estu-
dos cristalograficos de complexos antigeno-anticorpo (Al-lazikani et al (1997) J. Molec.
Biol. 273:927-948)). Tal como aqui usado, uma CDR pode referir-se a uma CDR defi-
nida por qualquer uma das abordagens ou por uma combinagao de ambas as abor-
dagens.

[00107] Uma "regido constante" de um anticorpo se refere a regido constante
da cadeia leve do anticorpo ou a regido constante da cadeia pesada do anticorpo,
tanto sozinha quanto em combinagéo.

[00108] Um epitopo que "preferencialmente se liga" ou "se liga especifica-
mente" (aqui usados indistintamente) a um anticorpo ou a um polipeptideo € um termo
bem compreendido na técnica, e os métodos para determinar essa ligagéao preferen-
cial ou especifica também s&o devidamente conhecidos na técnica. Uma molécula é
referida por apresentar "ligagédo especifica" ou "ligagdo preferencial" se ela reagir ou
se associar com mais frequéncia, maior rapidez, maior duragéo e/ou maior afinidade

com uma ceélula ou substancia especifica do que com células ou substancias
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alternativas. Um anticorpo "liga-se especificamente” ou "liga-se preferencialmente" a
um alvo caso se ligue com maior afinidade, avidez, mais prontamente e/ou com maior
duragdo do que se liga a outras substancias. Por exemplo, um anticorpo que se liga
especificamente ou preferencialmente a um epitopo de CGRP € um anticorpo que se
liga a esse epitopo com uma maior afinidade, avidez, mais prontamente e/ou com
maior duragdo do que se liga a outros epitopos do CGRP ou epitopos ndo CGRP.
Também & compreendido pela leitura desta definicdo que, por exemplo, um anticorpo
(ou porgao ou epitopo) que se liga especificamente ou preferencialmente a um pri-
meiro alvo pode ou nao se ligar especificamente ou preferencialmente a um segundo
alvo. Assim, "ligacao especifica" ou "ligacéo preferencial" n&o requer necessariamente
(embora possam ser incluida) uma ligagao exclusiva. Geralmente, mas nao necessa-
riamente, a referéncia a uma ligagao significa uma ligacéo preferencial.

[00109] Tal como aqui usado, "substancialmente puro" refere-se a material
que é pelo menos 50% puro (isto €, isento de contaminantes), mais preferencialmente
pelo menos 90% puro, mais preferencialmente pelo menos 95% puro, mais preferen-
cialmente pelo menos 98% puro, mais preferencialmente pelo menos 99% puro.

[00110] Uma "célula hospedeira" inclui uma célula de cultura ou uma célula
individual que pode ser ou ter sido um receptor para vector (es) para a incorporagao
de insergdes de polinucleotideos. As células hospedeiras incluem a descendéncia de
uma unica célula hospedeira e a descendéncia pode nao ser necessariamente com-
pletamente idéntica (em morfologia ou em complemento do DNA gendmico a célula
parental original devido a uma mutagdo natural, acidental ou deliberada. Uma célula
hospedeira inclui células transfectadas in vivo com polinucleotideo(s) desta invengéo.

[00111] O termo "regido Fc" é usado para definir uma regido C-terminal de
uma cadeia pesada de imunoglobulina. A "regido Fc" pode ser uma regidao Fc de se-
quéncia nativa ou uma regido Fc variante. Embora os limites da regido Fc de uma

cadeia pesada de imunoglobulina possam variar, a regido Fc de cadeia pesada de IgG
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humana esta habitualmente definida para alongar a partir de um residuo de aminoa-
cido na posicédo Cys226, ou desde Pro230, até ao terminal carboxil da mesma. A nu-
meragao dos residuos na regido Fc € aquela do indice EU de Kabat. Kabat et al.,
Sequences of Proteins of Imunological Interest, 5% Ed. Public Health Service, National
Institutes of Health, Bethesda, Md., 1991. A regido Fc de uma imunoglobulina com-
preende geralmente dois dominios constantes, CH2 e CH3.

[00112] Tal como aqui usados, "receptor de Fc" e "FcR" descrevem um re-
ceptor que se liga a regido Fc de um anticorpo. O FcR preferido € um FcR humano de
sequéncia nativa. Além disso, um FcR preferido € um que se liga a um anticorpo IgG
(um receptor gama) e inclui receptores de FcyRI, FcyRIl, e FcyRIIl, incluindo subclas-
ses variantes alélicas e formas de splicing alternativas destes receptores. Receptores
de FcyRIl incluem FcyRIIA (um "receptor de ativagéo") e FcyRIIB (um "receptor inibi-
dor"), que possuem sequéncias de aminoacidos similares que diferem principalmente
nos seus dominios citoplasmaticos. Os FcRs sdo analisados em Ravetch & Kinet,
1991, Ann. Rev. Immunol., 9:457-92; Capel et al., 1994, Immunomethods, 4:25-34; e
de Haas et al., 1995, J. Lab. Clin. Med., 126:330-41. "FcR" também inclui o receptor
neonatal, FcRn, que é responsavel pela transferéncia de IgG maternas para o feto
(Guyer et al., 1976, J. Immunol., 117:587; e Kim et al., 1994, J. Immunol., 24:249).

[00113] "Citotoxicidade dependente de complemento" e "CDC" referem-se a
lise de um alvo na presen¢a do complemento. A via de ativacdo do complemento é
iniciada pela ligagdo do primeiro componente do sistema de complemento (C1q) a
uma molécula (por exemplo, um anticorpo) complexado com um antigeno cognato.
Para avaliar a ativagdo do complemento, um ensaio de CDC, por exemplo, como des-
crito em Gazzano-Santoro et al., J. Immunol. Methods 202:163 (1996), pode ser rea-
lizado.

[00114] Uma "regido Fc funcional" possui no minimo uma "funcao efetora" de

uma regiao Fc de sequéncia nativa. Exemplos de "fungdes efetoras" incluem a ligagao
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de Clq, a citotoxicidade dependente de complemento (CDC); a ligag&o do receptor de
Fc; a citotoxicidade mediata por célula dependente de anticorpo (ADCC); a fagocitose;
a regulagao negativa dos receptores da superficie celular (por exemplo, receptor de
célula B; BCR), etc. Tais fungdes efetoras geralmente exigem que a regido Fc seja
combinada com um dominio de ligag&o (por exemplo, um dominio variavel de anti-
corpo) e podem ser avaliadas utilizando varios ensaios conhecidos na técnica para a
avaliagao de tais funcdes efetoras de anticorpos.

[00115] Uma "sequéncia de regido Fc nativa" compreende uma sequéncia de
aminoacidos idéntica a sequéncia de aminoacidos de uma regido Fc encontrada na
natureza. Uma "regido Fc variante" compreende uma sequéncia de aminoacidos que
difere da de uma regido Fc de sequéncia nativa em virtude de pelo menos uma modi-
ficagdo de aminoacido, e ainda assim retém pelo menos uma fungéo efetora da regiao
Fc de sequéncia nativa. Preferencialmente, a regido Fc variante tem pelo menos uma
substituicdo de aminoacidos em comparagdo com uma regido Fc de sequéncia nativa
ou uma regido Fc de um polipeptideo de origem, por exemplo, de cerca de uma a
cerca de dez substituicdes de aminoacidos, e preferivelmente de cerca de uma a cerca
de cinco substituicbes de aminoacidos em uma regido Fc de sequéncia nativa ou na
regido Fc do polipeptideo de origem. A regido Fc variante, neste documento, tera pre-
ferencialmente pelo menos cerca de 80% de identidade de sequéncia com uma se-
gquéncia nativa da regido Fc e/ou com uma regiao Fc de um polipeptideo parental, e
mais preferencialmente pelo menos cerca de 90% de identidade com essa sequéncia,
mais preferivelmente pelo menos cerca de 95%, pelo menos cerca de 96%, pelo me-
nos cerca de 97%, pelo menos cerca de 98%, pelo menos cerca de 99% de identidade
com essa sequéncia.

[00116] Como aqui usados, "citotoxicidade dependente de anticorpo mediada
por células" e "ADCC" referem-se a uma reacdo mediada por células na qual células

citotoxicas ndo especificas que expressam receptores de Fc (FCR) (por exemplo,
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células exterminadoras naturais (NK), neutrofilos e macréfagos) reconhecem o anti-
corpo ligado a uma célula alvo e subsequentemente causam a lise da célula alvo. A
atividade de ADCC de uma molécula de interesse pode ser avaliada utilizando um
ensaio de ADCC in vitro, tal como descrito na Patente U.S. No. 5.500.362 ou
5.821.337. Células efetoras uteis para tais ensaios incluem células mononucleares do
sangue periférico (PBMC) e células exterminadoras naturais (NK). Alternativamente,
ou adicionalmente, a atividade de ADCC da molécula de interesse pode ser avaliada
in vivo, por exemplo, em um modelo animal, tal como aquele divulgado em Clynes et
al., 1998, PNAS (EUA), 95:652-656.

[00117] Tal como aqui usado, "tratamento" € uma abordagem para obtengao
de resultados clinicos benéficos ou desejados. Para os fins desta invencgéao, os resul-
tados clinicos benéficos ou desejados incluem, mas nao estdo limitados a, um ou mais
dentre os seguintes: melhoria em qualquer aspecto da dor de cabega, incluindo dimi-
nuir a gravidade, o alivio da intensidade da dor e outros sintomas associados, redugao
da frequéncia de recorréncia, o aumento da qualidade de vida daqueles que sofrem
de dor de cabecga e a diminuicdo da dose de outros medicamentos necessarios para
tratar a dor de cabeca. Para a enxaqueca, outros sintomas associados incluem, mas
nao estao limitados a nausea, vomitos e sensibilidade a luz, som e/ou movimento.
Para a cefaleia em salvas, outros sintomas associados incluem, mas n&o estao limi-
tados a inchamento sob ou ao redor dos olhos, excesso de lagrimas, olhos vermelhos,
coriza ou congestdo nasal e vermelhiddo no rosto.

[00118] "Reduzir a incidéncia" de dor de cabecga denota a redugéo da gravi-
dade (que pode incluir a redugéo da necessidade de e/ou quantidade de (por exemplo,
exposicao a) outros farmacos e/ou terapias geralmente usadas para essa condigao,
incluindo, por exemplo, ergotamina, di-hidroergotamina ou triptanos para a enxa-
queca), duracgédo e/ou frequéncia (incluindo, por exemplo, atrasar ou aumentar o tempo

até o proximo ataque episodico em um individuo). Conforme entendido por aqueles
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versados na técnica, os individuos podem variar em termos da sua resposta ao trata-
mento e, dessa forma, por exemplo, um "método para reduzir a incidéncia de dores
de cabega em um individuo" reflete a administracdo do anticorpo antagonista anti-
CGRP com base na expectativa razoavel de que essa administragcao possivelmente
cause uma tal redugéo na incidéncia nesse individuo em particular.

[00119] "Melhorar" a dor de cabega ou um ou mais sintomas de dor de cabeca
significa uma reduc&o ou melhoria de um ou mais sintomas de dor de cabeca em
comparagao com n&o administragao de um anticorpo antagonista anti-CGRP. "Melho-
rar" também inclui o encurtamento ou a redugédo na duragdo de um sintoma.

[00120] Tal como aqui usado, "controlar a dor de cabega" refere-se a manu-
tencao ou reducgéo da gravidade ou duragédo de um ou mais sintomas de dor de cabega
ou a frequéncia de ataques de dor de cabeca de um individuo (em comparagdo com
o nivel anterior ao tratamento). Por exemplo, a duragao ou gravidade da dor de cabeca
ou a frequéncia dos ataques € reduzida em pelo menos cerca de qualquer dentre 10%,
20%, 30%, 40%, 50%, 60%, ou 70% no individuo em comparagao ao nivel anterior ao
tratamento.

[00121] Tal como aqui usado, um "hora dor de cabega" refere-se a uma hora
durante a qual um individuo sofre de dor de cabeca. As horas de dor de cabe¢a podem
ser expressas em termos de horas completas (por exemplo, uma hora de dor de ca-
beca, duas horas de dor de cabega, trés horas de dor de cabega, etc.) ou em termos
de horas completas e parciais (por exemplo, dor de cabecga de 0,5 hora, dor de cabeca
de 1,2 hora, dor de cabeca de 2,67 horas, etc). Uma ou mais horas de dor de cabeca
podem ser descritas em relagdo a um intervalo de tempo especifico. Por exemplo,
"horas de dores de cabeca diarias" pode se referir ao numero de horas de dores de
cabeca que um individuo sofre no intervalo de um dia (por exemplo, em um periodo
de 24 horas). Em outro exemplo, "horas de dores de cabega semanais" pode se referir

ao numero de horas de dores de cabeca que um individuo sofre no intervalo de uma
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semana (por exemplo, em um periodo de 7 dias). Como pode ser apreciado, um inter-
valo de uma semana pode ou ndo corresponder a um calendario semanal. Em outro
exemplo, "horas de dor de cabeca mensais" pode referir-se ao numero de horas de
dor de cabec¢a que um individuo sofre em um intervalo de um més. Como pode ser
apreciado, um intervalo de um més (por exemplo, um periodo de 28-31 dias) pode
variar em termos de numero de dias a meses, dependendo do més especifico, e pode
ou nao corresponder a um calendario mensal. Em outro exemplo, "horas de dores de
cabeca anuais" pode se referir ao numero de horas de dores de cabeg¢a que um indi-
viduo sofre no intervalo de um ano. Como pode ser apreciado, um intervalo de um ano
(por exemplo, um periodo de 365 ou 366 dias) pode variar em termos de numero de
dias, dependendo do ano em particular e pode ou n&o corresponder a um ano civil.
Em algumas modalidades, uma hora de dor de cabecga pode ser uma referéncia a um
tipo especifico de dor de cabega (por exemplo, enxaqueca, cefaleia em salvas, cefa-
leia crénica e dor de cabecga de tensao). Por exemplo, uma "hora de enxaqueca" pode
se referir a uma hora durante o qual um individuo sofre de enxaqueca.

[00122] Tal como aqui usado, um "dia de dor de cabeca" refere-se a um dia
durante o qual um individuo sofre de dor de cabeca. Os dias de dor de cabeca podem
ser expressos em termos de dias completos (por exemplo, um dia de dor de cabega,
dois dias de dor de cabeca, trés dias de dor de cabega, etc.) ou em termos de dias
completos e parciais (por exemplo, dor de cabecga de 0,5 dia, dor de cabega de 1,2
dia, dor de cabecga de 2,67 dias, etc). Um ou mais dias de dor de cabeca podem ser
descritos em relagao a um intervalo de tempo especifico. Por exemplo, "dias de dores
de cabeca semanais" pode se referir ao numero de dias de dores de cabecga que um
individuo sofre no intervalo de uma semana (por exemplo, em um periodo de 7 dias).
Como pode ser apreciado, um intervalo de uma semana pode ou nao corresponder a
um calendario semanal. Em outro exemplo, "dias de dor de cabe¢ca mensais" pode

referir-se ao numero de dias de dor de cabec¢a que um individuo sofre em um intervalo
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de um més. Como pode ser apreciado, um intervalo de um més (por exemplo, um
periodo de 28-31 dias) pode variar em termos de numero de dias a meses, depen-
dendo do més especifico, e pode ou ndo corresponder a um calendario mensal. Em
outro exemplo, "dias de dores de cabeca anuais" pode se referir ao numero de dias
de dores de cabecga que um individuo sofre no intervalo de um ano. Como pode ser
apreciado, um intervalo de um ano (por exemplo, um periodo de 365 ou 366 dias)
pode variar em termos de numero de dias, dependendo do ano em particular e pode
ou nao corresponder a um ano civil. Em algumas modalidades, um dia de dor de ca-
beca pode ser uma referéncia a um tipo especifico de dor de cabega (por exemplo,
enxaqueca, cefaleia em salvas, cefaleia crénica e dor de cabega de tensdo). Por
exemplo, um "dia de enxaqueca" pode se referir a um dia durante o qual um individuo
sofre de enxaqueca.

[00123] Conforme usado aqui, "retardar" o desenvolvimento da dor de cabecga
significa deferir, impedir, atrasar, adiar, estabilizar e/ou postergar a progressao da do-
enca. Esse atraso pode ser de diferentes periodos de tempo, dependendo do histérico
da doenca e/ou individuo sendo tratado. Como ¢é evidente para aqueles versados na
técnica, um atraso suficiente ou significativo pode, com efeito, incluir a prevengao, em
que o individuo ndo se desenvolve dor de cabega (por exemplo, enxaqueca). Um mé-
todo que "atrasa" o desenvolvimento do sintoma € um método que reduz a probabili-
dade de se desenvolver o sintoma em um determinado intervalo de tempo e/ou reduz
a extensao dos sintomas de um dado periodo de tempo, quando comparado a hao
usar o método. Tais comparagdes sao tipicamente com base em estudos clinicos,
utilizando um numero estatisticamente significativo de individuos.

QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSFGMHWVRQAPGKGLEWV
AVISFDGSIKYSVDSVKGRFTISRDNSKNTLFLQMNSLRAEDTAVYYCARDRLNYYD
SSGYYHYKYYGMAVWGQGTTVTVSS

[00124] "Desenvolvimento" ou "progressdo" de dor de cabeca significa
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manifestagdes iniciais e/ou progressao da doenga. O desenvolvimento de dor de ca-
beca pode ser detectado e avaliado utilizando técnicas clinicas padrdo bem conheci-
das na técnica. No entanto, o desenvolvimento refere-se também a progresséo que
pode ser indetectavel. Para efeitos da presente divulgagao, o desenvolvimento ou pro-
gressao refere-se ao campo biologico dos sintomas. "Desenvolvimento" inclui ocor-
réncia, recorréncia e aparecimento. Como usados aqui "inicio" ou "ocorréncia" de dor
de cabeca inclui aparecimento inicial e/ou reincidéncia.

[00125] Tal como aqui usado, uma "dose eficaz" ou "quantidade eficaz" de
farmaco, composto, ou composi¢cdo farmacéutica € uma quantidade suficiente para
efetuar resultados benéficos ou desejados. Para uso profilatico, resultados benéficos
ou desejados incluem resultados tais como a eliminagéao ou redugao do risco, diminui-
¢ao da gravidade, ou atraso do aparecimento da doencga, incluindo sintomas bioqui-
micos, histologicos e/ou comportamentais da doenga, suas complicagdes e fendtipos
patoldgicos intermediarios que se apresentam durante o desenvolvimento da doenca.
Para uso terapéutico, os resultados benéficos ou desejados incluem os resultados
clinicos, tais como a reducdo da intensidade da dor, duragao ou frequéncia de ataque
de dor de cabega, e diminuir um ou mais sintomas resultantes da dor de cabeca (de
bioquimica, histolégico e/ou comportamental), incluindo as suas complicagdes e fené-
tipos patologicos intermediarios apresentados durante o desenvolvimento da doencga,
o0 aumento da qualidade de vida daqueles que sofrem da doencga, a diminuicdo da
dose de outros medicamentos necessarios para tratar a doencga, aumentar o efeito de
outro medicamento, e/ou retardar a progressao da doenga dos pacientes. Uma dosa-
gem eficaz pode ser administrada em uma ou mais administragdes. Para os fins desta
invenc&o, uma dosagem eficaz de farmaco, composto, ou composi¢cao farmacéutica é
uma dosagem suficiente para realizar o tratamento profilatico ou terapéutico direta ou
indiretamente. Como se entende no contexto clinico, uma dosagem eficaz de um far-

maco, composto ou composigédo farmacéutica pode ou n&o ser atingida em conjunto
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com outro farmaco, composto ou composi¢cao farmacéutica. Assim, uma "dosagem
eficaz" pode ser considerada no contexto da administracdo de um ou mais agentes
terapéuticos e um unico agente pode ser considerado para ser dado em uma quanti-
dade eficaz se, em conjunto com um ou mais outros agentes, um resultado desejavel
puder ser ou for atingido.

[00126] Um "individuo" ou um "individuo" € um mamifero, mais preferencial-
mente um ser humano. Mamiferos incluem, mas n&o estdo limitados a animais de
fazenda, animais de desporto, animais de estimacédo, primatas, cavalos, caes, gatos,
camundongos e ratos.

[00127] Como usados aqui, o termo "vetor" se refere a um construto, que é
capaz de distribuir e de preferéncia expressar um ou mais genes ou sequéncias de
interesse em uma célula hospedeira. Exemplos de vetores incluem, entre outros, ve-
tores virais, DNA puro ou vetores de expressao de RNA, plasmideo, cosmideo ou
vetores do fago, vetores de expressdo de DNA ou RNA associados aos agentes de
condensacgao cationicos, vetores de expressao de DNA ou RNA encapsulados em
lipossomas e determinadas células eucaridticas, como células produtoras.

[00128] Tal como aqui se utiliza, "sequéncia de controle de expressao" signi-
fica uma sequéncia de acido nucleico que dirige a transcrigdo de um acido nucleico.
Uma sequéncia de controle de expressao pode ser um promotor, tal como um promo-
tor constitutivo ou um induzivel, ou um potenciador. A sequéncia de controle de ex-
pressao esta operacionalmente ligada a sequéncia de acido nucleico a ser transcrita.

[00129] Tal como aqui usado, "carreador farmaceuticamente aceitavel" ou
"excipiente farmaceuticamente aceitavel" inclui qualquer material que, quando combi-
nado com um ingrediente ativo, permite que o ingrediente retenha a atividade biolégica
€ nao e reativo com o sistema imune do individuo. Exemplos incluem, mas nio estao
limitados a quaisquer dos carreadores farmacéuticos convencionais tal como uma so-

lugdo salina tamponada com fosfato, agua, emulsdes, tais como emulsdo de
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oleo/agua, e varios tipos de agentes molhantes. Os diluentes preferidos para aerossol
ou administragao parentérica sao fosfato salino tamponado, ou (0,9%) de solugéo sa-
lina normal. As composi¢des que compreendem tais veiculos sdo formuladas por me-
todos convencionais bem conhecidos (ver, por exemplo, Remington's Pharmaceutical
Sciences, 18a ed., A. Gennaro, ed., Mack Publishing Co., Easton, PA, 1990; e Re-
mington, The Science and Practice of Pharmacy 20a. Ed. Mack Publishing, 2000).

[00130] O termo "kon", tal como aqui usado, pretende referir-se a constante
de velocidade para a associagao de um anticorpo a um antigeno.

[00131] O termo "koff ", tal como aqui usado, pretende referir-se a constante
de velocidade para a dissociagdo de um anticorpo do complexo anticorpo/antigeno.

[00132] O termo "KD", tal como aqui usado, pretende referir-se a constante
de equilibrio de dissociagdo de uma interagao anticorpo-antigeno.

[00133] Tal como aqui usado, o termo "sintoma vasomotor," pretende referir-
se a condicdes relacionadas com a vasodilatacao. Esta vasodilatacdo pode ser asso-
ciada ou potencialmente associada com dor de cabega (como enxaqueca com ou sem
aura; enxaqueca hemiplégica; enxaqueca crbénica; enxaqueca episodica; alta frequén-
cia de enxaqueca episodica; cefaleia em salvas; neuralgia hemicraniana; dores de
cabeca crbnicas, dores de cabeca tensionais, dores de cabeca resultantes de outras
condigdes médicas (tais como a infecgdo ou aumento da pressao no cranio devido a
um tumor); hemicrania paroxistica cronica, cefaleias diversas ndo associadas com
uma lesao estrutural; dor de cabecga associada com uma desordem intracraniana nao
vascular; dor de cabeca associada com a administracdo de uma substancia ou a sua
retirada ; dor de cabeca associada com a infeccdo nao cefalica; dor de cabeca asso-
ciada com um disturbio metabdlico; dor de cabega associada com um disturbio do
cranio, pescocgo, olhos, ouvidos, nariz, seios nasais, dentes, boca ou outra estrutura
facial ou craniana; neuralgias cranianas e dor de tronco nervoso e dor de deaferenta-

¢ao), rubor quente (ou ondas de calor), ondas de frio, insénia, disturbios do sono,
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transtornos de humor, irritabilidade, transpiracdo excessiva, suores noturnos, suores
durante o dia, fadiga e similares, causados por, inter alia, disfungédo de termorregula-
gao.

[00134] Tal como aqui usados, os termos "rubor", "afrontamento" e "calor"
sao termos reconhecidos na técnica que se referem a uma perturbagao episodica da
temperatura do corpo, tipicamente constituida por um rubor da pele subito, geralmente
acompanhada por transpiragdo em um individuo.

A. Métodos para a prevencao ou tratamento de sintomas vasomotores e/ou

dor de cabeca

[00135] Em um aspecto, a invengdo proporciona um método para tratamento
ou reducao da incidéncia de pelo menos um sintoma vasomotor em um individuo. Em
um outro aspecto, a invengao proporciona um método de tratamento ou reducio da
incidéncia de dor de cabecga (por exemplo, enxaqueca) em um individuo. Em algumas
modalidades, o método compreende a administragao ao individuo de uma quantidade
eficaz de um anticorpo ou polipeptidios derivados de anticorpo que modulam a via de
CGRP (por exemplo, um anticorpo monoclonal antagonista anti-CGRP). Em algumas
modalidades, pelo menos um sintoma vasomotor pode ser associado com a dor de
cabeca (por exemplo, enxaqueca) e/ou afrontamentos.

[00136] Em outro aspecto, a invencgao proporciona um método para melhorar,
controlar, reduzi a incidéncia de ou retardar o desenvolvimento ou a progresséo de
rubores em um individuo, compreendendo a administragao ao individuo de uma quan-
tidade eficaz de um anticorpo antagonista anti-CGRP. Em algumas modalidades, pelo
menos um sintoma vasomotor pode ser associado com a dor de cabega (por exempilo,
enxaqueca) e/ou afrontamentos.

[00137] Em um outro aspecto, a invengdo proporciona métodos para melho-
rar, controlar, reduzir a incidéncia de, ou atrasar o desenvolvimento ou a progresséo

da dor de cabecga (por exemplo, enxaqueca) em um individuo ou sintomas associados
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a dor de cabecga (por exemplo, diarreia ou sensibilidade a luz), que compreende a
administracao ao individuo de uma quantidade eficaz de um anticorpo que modula a
via de CGRP ou um anticorpo antagonista anti-CGRP em combinagdo com pelo me-
nos um agente adicional para o tratamento da dor de cabeca util.

[00138] Tais agentes adicionais incluem, mas nao estao limitados a agonistas
de 5-HT e AINE. Por exemplo, o anticorpo e pelo menos um agente adicional pode
ser administrado concomitantemente, ou seja, podem ser dados em proximidade tem-
poral estreita o suficiente para permitir que os seus efeitos terapéuticos individuais se
sobreponham. Por exemplo, a quantidade de agonista de 5-HT ou AINE administrado
em combinagdo com um anticorpo anti-CGRP deve ser suficiente para reduzir a fre-
quéncia de recaidas de dor de cabeg¢a em pacientes ou produzir mais eficacia dura-
doura em comparagao com a administragdo de qualquer um destes agentes na au-
séncia do outro. Este procedimento pode ser usado para tratar dores de cabeca que
caem em qualquer um de uma grande variedade de classes, incluindo: enxaqueca
com ou sem aura; enxaqueca hemiplégica; enxaqueca cronica; enxaqueca episodica;
alta frequéncia de enxaqueca episodica; cefaleia em salvas; neuralgia de enxaqueca;
dores de cabeca crbnicas; dores de cabeca tensionais; dores de cabeca resultantes
de outras condi¢gdes médicas (por exemplo, infecgdo ou aumento da pressao no cranio
devido a um tumor); hemicrania paroxismal crénica; dores de cabeca diversas nao
associadas com uma lesao estrutural; dor de cabeca associada com um disturbio in-
tracraniano nao vascular; dor de cabega associada com a administracdo de uma subs-
tancia ou a sua retirada; dor de cabecga associada com a infec¢cao néo cefalica; dor de
cabeca associada com uma perturbagdo metabdlica; dor de cabeg¢a associada com
um disturbio do cranio, pescogo, olhos, ouvidos, nariz, seios, dentes, na boca ou outra
estrutura ou facial craniana; neuralgias cranianas; e dor do tronco do nervo e dor de
deaferenciagéao.

[00139] Exemplos ndo limitativos adicionais de agentes adicionais que
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podem ser administrados em combinagdo com um anticorpo antagonista anti-CGRP
incluem um ou mais dos seguintes:

(i) um analgésico opioide, por exemplo, morfina, heroina, hidromorfona, oxi-
morfona, levorfanol, levalorfano, metadona, meperidina, fentanil, cocaina, codeina, di-
hidrocodeina, oxicodona, hidrocodona, propoxifeno, nalmefeno, nalorfina, naloxona,
naltrexona, buprenorfina, butorfanol, nalbufina ou pentazocina;

(i) um farmaco anti-inflamatério ndo esteroide (AINE), por exemplo, aspirina,
diclofenac, diflusinal, etodolac, fenbufeno, fenoprofeno, flufenisal, flurbiprofeno,
ibuprofeno, indometacina, cetoprofeno, cetorolac, acido meclofenamico, acido mefe-
namico, nabumetona, naproxeno, oxaprozina, fenilbutazona, piroxicam, sulindac, tol-
metina ou zomepirac, inibidores da ciclo-oxigenase-2 (COX-2), celecoxibe; rofecoxibe;
meloxicam; JTE-522; L-745337; NS398; ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel,

(iif) um sedativo barbiturico, por exemplo, amobarbital, aprobarbital, butabar-
bital, butabital, mefobarbital, metarbital, metohexital, pentobarbital, fenobartital, seco-
barbital, talbutal, teamilal ou tiopental ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel,

(iv) um analgésico barbiturico, por exemplo, butalbital ou um seu sal farma-
ceuticamente aceitavel ou uma composicido compreendendo butalbital.

(v) uma benzodiazepina possuindo uma ag¢ao sedativa, por exemplo, clordia-
zepoxido, clorazepato, diazepam, flurazepam, lorazepam, oxazepam, temazepam ou
triazolam ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(vi) um antagonista de H1 possuindo uma agao sedativa, por exemplo, difeni-
dramina, pirilamina, prometazina, clorfeniramina ou clorciclizina ou um seu sal farma-
ceuticamente aceitavel,

(vii) um sedativo, tais como glutetimida, meprobamato, metaqualona, dicloral-
fenazona ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel,

(viii) um relaxante do musculo esquelético, por exemplo, baclofeno, cariso-

prodol, clorzoxazona, ciclobenzaprina, metocarbamol ou orfrenadina ou um seu sal
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farmaceuticamente aceitavel;

(ix) um antagonista do receptor de NMDA, por exemplo, dextrometorfano ((+)-
3-hidroxi-N-metilmorfinano), ou o seu metabolito dextrorfano ((+)-3-hidroxi-N-metil-
morfinano), cetamina, memantina, pirroloquinolina quinona ou acido cis-4-(fosfonome-
til)-2-piperidinocarboxilico ou um seu sal farmaceuticamente aceitavel;

(x) um alfa-adrenérgico, por exemplo, doxazosina, tamsulosina, clonidina ou
4-amino-6,7-dimetoxi-2-(5-metanossulfonamido-1,2,3,4-tetrahidroisoquinol-2-il)-5-(2-
piridil)quinazolina;

(xi) antidepressivos triciclicos, por exemplo, desipramina, imipramina, amitrip-
tilina ou nortriptilina;

(xii) um anticonvulsivo, por exemplo, carbamazepina ou valproato;

(xiii) um antagonista de taquicinina (NK), particularmente um antagonista de
NK-3, NK-2 ou NK-1, por exemplo, (aR,9R)-7-[3,5- bis(trifluorometil)benzil]-8,9,10,11-
tetra-hidro-9-metil-5-(4-metilfenil)-7H-[1,4]diazocino[  2,1-g][1,7] naftridina-6-13-di-
ona(TAK-637), 5 - [[(2R,3S)-2-[(1R)-1-[3,5-bis( trifluorometil)fenil]letoxi-3-(4-fluorofe-
nil)-4-morfolinilimetil] -1,2-di-hidro-3H-1,2,4-triazol-3-ona(MK-869), lanepitant, dapi-
tant ou 3 -[[2-metdxi-5-(trifluorometoxi)fenillmetilamino]-2-fenil-piperidina(2S,3S);

(xiv) um antagonista muscarinico, por exemplo, oxibutina, tolterodina, propi-
verina, cloreto de tréspio ou darifenacina;

(xv) um inibidor de COX-2, por exemplo, celecoxibe, rofecoxibe ou valdeco-
xibe;

(xvi) um inibidor de COX n&o seletivo (de preferéncia com proteccao de Gl),
por exemplo, nitroflurbiprofeno (HCT-1026);

(xvii) um analgésico de alcatrdo de hulha, em particular paracetamol;

xviii) um neuroléptico tal como droperidol;

(xix) um agonista do receptor de vaniloide (por exemplo, resiniferatoxina) ou

antagonista (por exemplo, capsazepina);
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(xix)  um beta-adrenérgico tal como propranolol,

(xx)um anestésico local, tal como mexiletina;

(xxi)  um corticosteroide, tal como dexametasona;

(xxii)  um agonista de receptor de serotonina ou antagonista;

(xxiii)  um analgésico colinérgico (nicotinico);

(xxiv)  Tramadol (marca registrada);

(xxv)  um inibidor de PDEV, como sildenafil, vardenafil ou taladafil;

(xxvi) um ligante de alfa-2-delta, como a gabapentina ou pregabalina;
(xxvii) um canabinoide; e

(xxviii) um antidepressivo, como a amitriptilina (Elavil), trazodona (Desyrel), e
imipramina (Tofranil) ou anticonvulsivantes, como a fenitoina (Dilantin) ou carbama-
zepina (Tegretol).

[00140] Aqueles versados na técnica serdo capazes de determinar as quan-
tidades de dosagem adequadas para os agentes particulares a serem usados em
combinagao com um anticorpo anti-CGRP. Por exemplo, o sumatriptano pode ser ad-
ministrado em uma dosagem desde cerca de 0,01 a cerca de 300 mg. Em alguns
casos, o sumatriptano pode ser administrado em uma dosagem de 2 mg a 300 mg.
Quando administrada de forma nao parentérica, a dosagem tipica de sumatriptano é
de cerca de 25 a cerca de 100 mg, com cerca de 50 mg sendo geralmente a preferido
e, quando administrada parentericamente, a dosagem preferida € cerca de 6 mg. No
entanto, estas dosagens podem ser variadas de acordo com métodos padrao na téc-
nica de modo que elas s&o optimizadas para um paciente particular ou para uma te-
rapia de combinagao especifica. Além disso, por exemplo, o celecoxibe pode ser ad-
ministrado em uma quantidade de entre 50 e 500 mg.

[00141] Em outro aspecto, a invengao proporciona métodos para melhorar,
controlar, reduzir a incidéncia de ou retardar o desenvolvimento ou progressao de

afrontamentos em um individuo, compreendendo a administracdo ao individuo de uma
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quantidade eficaz de um anticorpo antagonista anti-CGRP em combinagdo com pelo
menos um agente adicional util para o tratamento de afrontamentos. Esses agentes
adicionais incluem, mas néo se limitam a, tratamentos a base de horménios, incluindo
estrogénios e/ou algumas progestinas.

[00142] Em outro aspecto, a divulgagdo providencia um método de trata-
mento ou reducdo da incidéncia de dor de cabecga (por exemplo, enxaqueca) em um
individuo que compreende a administragcado ao individuo em uma pluralidade de dias
de uma quantidade de um anticorpo monoclonal (por exemplo, um anticorpo mono-
clonal, antagonista anti-CGRP) que modula a via de CGRP. Em algumas modalida-
des, a quantidade do anticorpo monoclonal administrado em cada um da pluralidade
de dias pode variar entre 0,1 mg - 5.000 mg, 1 mg - 5000 mg, 10 mg -5000 mg, 100
mg - 5000 mg, 1,000 mg - 5,000 mg, 0,1 mg - 4.000 mg, 1 mg - 4000 mg, 10 mg -
4000 mg, 100 mg - 4000 mg, 1,000 mg - 4,000 mg, 0,1 mg - 3.000 mg, 1 mg - 3000
mg, 10 mg - 3000 mg, 100 mg - 3000 mg, 1,000 mg - 3,000 mg, 0,1 mg - 2.000 mg, 1
mg - 2000 mg, 10 mg - 2000 mg, 100 mg - 2000 mg, 1,000 mg - 2,000 mg, 0,1 mg -
1.000 mg, 1 mg - 1,000 mg, 10 mg - 1000 mg ou 100 mg - 1000 mg. Em algumas
modalidades, a quantidade situa-se entre 100 - 2000 mg.

[00143] Em outro aspecto, a divulgagdo providencia um método de trata-
mento ou reducdo da incidéncia de dor de cabecga (por exemplo, enxaqueca) em um
individuo que compreende a administragdo ao individuo de uma dose unica de um
anticorpo monoclonal (por exemplo, um anticorpo monoclonal, antagonista anti-
CGRP) em uma quantidade que modula a via de CGRP. Em algumas modalidades, a
dose unica pode ser uma quantidade de anticorpo entre 0,1 mg - 5.000 mg, 1 mg -
5000 mg, 10 mg -5000 mg, 100 mg - 5000 mg, 1,000 mg - 5,000 mg, 0,1 mg - 4.000
mg, 1 mg - 4000 mg, 10 mg - 4000 mg, 100 mg - 4000 mg, 1,000 mg - 4,000 mg, 0,1
mg - 3.000 mg, 1 mg - 3000 mg, 10 mg - 3000 mg, 100 mg - 3000 mg, 1000 mg - 3000
mg, de 0,1 mg - 2.000 mg, 1 mg - 2000 mg, 10 mg - 2000 mg, 100 mg - 2000 mg,
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1,000 mg - 2,000 mg, 0,1 mg - 1.000 mg, 1 mg -1000 mg, 10 mg - 1000 mg ou 100 mg
- 1000 mg. Em algumas modalidades, a dose unica pode ser uma quantidade de an-
ticorpo entre 100 - 2000 mg.

[00144] Em outro aspecto, a divulgacdo providencia um método de trata-
mento ou reducao da incidéncia de pelo menos um sintoma vasomotor em um indivi-
duo que compreende a administracido ao individuo em uma pluralidade de dias de
uma quantidade de um anticorpo monoclonal (por exemplo, um anticorpo monoclonal,
antagonista anti-CGRP) que modula a via de CGRP. Em algumas modalidades, a
quantidade do anticorpo monoclonal administrado em cada um da pluralidade de dias
pode variar entre 0,1 mg - 5.000 mg, 1 mg - 5000 mg, 10 mg -5000 mg, 100 mg - 5000
mg, 1,000 mg - 5,000 mg, 0,1 mg - 4.000 mg, 1 mg - 4000 mg, 10 mg - 4000 mg, 100
mg - 4000 mg, 1,000 mg - 4,000 mg, 0,1 mg - 3.000 mg, 1 mg - 3000 mg, 10 mg - 3000
mg, 100 mg - 3000 mg, 1,000 mg - 3,000 mg, 0,1 mg - 2.000 mg, 1 mg - 2000 mg, 10
mg - 2000 mg, 100 mg - 2000 mg, 1,000 mg - 2,000 mg, 0,1 mg - 1.000 mg, 1 mg -
1,000 mg, 10 mg - 1000 mg ou 100 mg - 1000 mg. Em algumas modalidades, a quan-
tidade situa-se entre 100 - 2000 mg.

[00145] Em outro aspecto, a revelagao providencia um método de diminuir o
numero de horas mensais de dor de cabeca experimentadas por um individuo, que
compreende administrar ao individuo uma quantidade de um anticorpo monoclonal
(por exemplo, um anticorpo monoclonal, antagonista anti-CGRP) que modula a via de
CGRP. Em algumas modalidades, o anticorpo monoclonal pode ser em uma quanti-
dade eficaz para diminuir o numero de horas de dor de cabega mensais por, pelo
menos, 0,1, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95,
100 ou mais horas de dor de cabega apds uma unica dose. Em algumas modalidades,
o anticorpo monoclonal pode ser em uma quantidade eficaz para diminuir o numero
de horas de dor de cabega mensais por, pelo menos, 20 horas de dor de cabecga, apds

uma dose unica. Em algumas modalidades, o anticorpo monoclonal pode ser em uma
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quantidade eficaz para diminuir o numero de horas de dor de cabeca mensais por,
pelo menos, 40 horas de dor de cabega. Em algumas modalidades, o anticorpo mo-
noclonal pode ser em uma quantidade eficaz para diminuir o numero de horas de dor
de cabega mensais por, pelo menos, 0,1%, 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%,
10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85 %, 90%, 95%, 99% ou mais apos uma dose unica. Em algumas modalidades, o
anticorpo monoclonal pode ser em uma quantidade eficaz para diminuir o numero de
horas de dor de cabeca mensal de pelo menos 15% apds uma dose unica.

[00146] Em outro aspecto, a revelagao providencia um método de diminuir o
numero de dias mensais de dor de cabeca experimentadas por um individuo, que
compreende administrar ao individuo uma quantidade de um anticorpo monoclonal
(por exemplo, um anticorpo monoclonal, antagonista anti-CGRP) que modula a via de
CGRP. Em algumas modalidades, o anticorpo monoclonal pode ser em uma quanti-
dade eficaz para diminuir o numero de dias de dor de cabega mensais por, pelo me-
nos, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20 ou mais dias de dor de
cabecga apos uma unica dose. Em algumas modalidades, o anticorpo monoclonal pode
ser em uma quantidade eficaz para diminuir o numero de dias de dor de cabeg¢a men-
sais por pelo menos 3 dias de dor de cabega, apds uma dose unica. Em algumas
modalidades, o anticorpo monoclonal pode ser em uma quantidade eficaz para dimi-
nuir o numero de dias de dor de cabecga mensais por, pelo menos, 0,1%, 1%, 2%, 3%,
4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85 %, 90%, 95%, 99% ou mais apos uma dose unica.

[00147] Em outro aspecto, a divulgagéo providencia um método para diminuir
o0 uso de um medicamento anti-dor de cabe¢ca em um individuo, compreendendo a
administragao ao individuo de um anticorpo monoclonal (por exemplo, um anticorpo
monoclonal antagonista anti-CGRP) que modula a via de CGRP. Em algumas moda-

lidades, o anticorpo monoclonal pode ser em uma quantidade eficaz para diminuir o
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uso mensal do medicamento anti-dor de cabec¢a do individuo por, pelo menos, 0,1%,
1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%,
50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 99% ou mais. Em algumas
modalidades, o anticorpo monoclonal pode ser em uma quantidade eficaz para dimi-
nuir o uso mensal do medicamento anti-dor de cabecga do individuo em pelo menos
15%. O medicamento anti-dor de cabega pode ser qualquer tipo de medicamento anti-
dor de cabeca descrito aqui em outro local. Exemplos n&o limitativos de medicamentos
anti-dor de cabecga incluem agonistas de 5-HT1 (e agonistas que atuam em outros
locais de 5-HT1), triptanos (por exemplo, sumatriptano, zolmitriptano, naratriptano, ri-
zatriptano, eletriptano, almotriptano, afrovatriptan), alcaloides da cravagem do centeio
(por exemplo, tartarato de ergotamina, maleato de ergonovina, e ergoloides mesilatos
(por exemplo, di-hidroergocornina, diidroergocristina, diidroergocriptina, e diidroergo-
tamina mesilato (DHE 45)) e farmacos n&o esteroides anti-inflamatorios (NSAIDs) (por
exemplo, aspirina, diclofenac, diflusinal, etodolac, fenbufeno, fenoprofeno, flufenisal,
flurbiprofeno, ibuprofeno, indometacina, cetoprofeno, cetorolac, acido meclofenamico,
acido mefenamico, nabumetona, naproxeno, oxaprozina, fenilbutazona, piroxicam, su-
lindac, tolmetina ou zomepirac, inibidores da ciclo-oxigenase-2 (COX-2), celecoxibe;
rofecoxibe; meloxicam; JTE-522, L-745337; NS398; ou um sal farmaceuticamente
aceitavel respectivo), opiatos (por exemplo, oxicodona) e antagonistas [I-adrenérgi-
cos (por exemplo, propranolol).

[00148] No que diz respeito a todos os métodos descritos aqui, as referéncias
a anticorpos (por exemplo, anticorpos monoclonais que modulam a via de CGRP, an-
ticorpos antagonistas anti-CGRP, anticorpos antagonistas monoclonais anti-CGRP),
também incluem composi¢ées que compreendem um ou mais destes agentes. Por
conseguinte, uma tal composigdo pode ser usada de acordo com um método refe-
rindo-se a um anticorpo aqui descrito. Estas composi¢cdes podem ainda compreender

excipientes adequados, tais como excipientes farmaceuticamente aceitaveis, tal como
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descrito aqui em outro local. A presente inveng¢ao pode ser usada sozinha ou em com-
binacdo com outros métodos de tratamento convencionais.

[00149] Um anticorpo aqui descrito (por exemplo, um anticorpo monoclonal,
um anticorpo antagonista anti-CGRP, um anticorpo monoclonal antagonista anti-
CGRP) pode ser administrado a um individuo ou individuo em qualquer dose terapéu-
tica, através de qualquer via adequada e em qualquer formulacdo adequada. Deve
ser aparente para aquele versado na técnica que os exemplos aqui descritos nao se
destinam a ser limitantes, mas para serem ilustrativos das técnicas disponiveis. Por
conseguinte, em algumas modalidades, um anticorpo aqui descrito pode ser adminis-
trado a um individuo de acordo com métodos conhecidos, tais como administracao
intravenosa, por exemplo, como em bolus ou por infusdo continua ao longo de um
periodo de tempo, pelas vias intramuscular, intraperitoneal, intracerebrospinal, subcu-
tédnea, intra-articular, sublingual, intra-arterial, intra-sinovial, por meio de insuflagao,
intratecal, oral, inalagdo, intranasal (por exemplo, com ou sem inalagao), bucal, retal,
transdérmica, intracardiaca, intra-0ssea, intradérmica, transmucosal, vaginal, intravi-
trea, peri-articular, local, epicutanea ou topica. A administracdo pode ser sistémica,
por exemplo, administragdo intravenosa, ou localizada. Nebulizadores comercial-
mente disponiveis para formulagdes liquidas, incluindo nebulizadores de jacto e ne-
bulizadores ultrassonicos sao uteis para a administracédo. As formulagdes liquidas po-
dem ser diretamente nebulizadas e o pé liofilizado pode ser nebulizado apds recons-
tituicdo. Alternativamente, um anticorpo aqui descrito pode ser transformado em ae-
rossol utilizando uma formulagao de fluorocarbono e um inalador de dose calibrada,
ou inalado como um p¢ liofilizado e moido.

[00150] Em algumas modalidades, um anticorpo aqui descrito pode ser ad-
ministrado por meio de técnicas de entrega local especificas do local ou dirigidas. Os
exemplos de técnicas de entrega local ou especifica do local alvo incluem varias fon-

tes implantaveis de depoésito do anticorpo ou cateteres de entrega local, tais como
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cateteres de infusdo, um cateter, ou um cateter de agulha, enxertos sintéticos, envol-
térios adventicios, shunts e stents ou outros dispositivos implantaveis, carreadores
especificos do local, injecao direta, ou aplicagao direta. Ver, por exemplo, a Publica-
¢ao PCT No. WO 00/53211 e Patente US N° 5.981.568.

[00151] Varias formulagdes de um anticorpo aqui descrito podem ser usadas
para a administracdo. Em algumas modalidades, um anticorpo pode ser administrado
puro. Em algumas modalidades, o anticorpo e um excipiente farmaceuticamente acei-
tavel pode ser em varias formulagdes. Os excipientes farmaceuticamente aceitaveis
sdo conhecidos na técnica, e sdo substancias relativamente inertes que facilitam a
administracdo de uma substancia farmacologicamente eficaz. Por exemplo, um exci-
piente pode dar forma ou consisténcia, ou atuar como um diluente. Os excipientes
adequados incluem, mas nao se limitam a agentes estabilizantes, agentes molhantes
e emulsionantes, sais para variar a osmolaridade, agentes de encapsulacao, tampdes
e potenciadores da penetracdo na pele. Excipientes, bem como formulacdes para a
entrega de farmaco por via parentérica e ndo parenteral sdo apresentados em Re-
mington, The Science and Practice of Pharmacy 20a. Ed. Mack Publishing (2000).

[00152] Em algumas modalidades, estes agentes, incluindo os anticorpos
aqui descritos, podem ser formulados para administragao por inje¢cao (por exemplo,
intraperitonealmente, intravenosamente, subcutaneamente, intramuscularmente etc.)
Por conseguinte, estes agentes podem ser combinados com veiculos farmaceutica-
mente aceitaveis, tais como solugéo salina, solugdo de Ringer, solugéo de dextrose,
e outros semelhantes. O regime de dosagem particular, isto €, a dose, o momento e
a repeticao, ira depender do individuo em particular e da histéria médica do individuo.

[00153] Em algumas modalidades, estes agentes, incluindo os anticorpos
aqui descritos, podem ser formulados para administragao periférica. Tais formulacdes
podem ser administradas através de qualquer via perifericamente periférica ade-

quada, incluindo por via intravenosa e por via subcutanea. Um agente preparado para
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administracao periférica pode incluir uma substancia, medicamento, e/ou o anticorpo
que nao é administrado centralmente, espinal, intratecal, ou diretamente para o SNC.
Exemplos n&o limitantes de vias de administracéo periféricas incluem uma via que é
a via oral, sublingual, bucal, topica, retal, via inalagéo, transdérmica, subcutanea, in-
travenosa, intra-arterial, intramuscular, intracardiaca, intra-6ssea, intradérmica, intra-
peritoneal, transmucosa, vaginal, intravitrea, intra-articular, peri-articular, local ou epi-
cutanea.

[00154] As formulagdes terapéuticas dos anticorpos usados de acordo com a
presente invencado podem ser preparadas para armazenamento e/ou uso por mistura
de um anticorpo possuindo o grau de pureza desejado com opcionais carreadores,
excipientes farmaceuticamente aceitaveis ou estabilizantes (Remington, The Science
and Practice of Pharmacy 20a. Ed. Mack Publishing (2000)), e podem em alguns ca-
sos estar na forma de formulagdes liofilizadas ou solugbdes aquosas. Os carreadores,
excipientes ou estabilizantes aceitaveis ndo sdo toxicos para os receptores nas dosa-
gens e concentragdes empregues. Uma formulagéo terapéutica de um anticorpo pode
compreender um ou mais carreadores farmaceuticamente aceitaveis, excipientes ou
estabilizar os exemplos de tais espécies que incluem tampdes tais como fosfato, ci-
trato, e outros acidos organicos nao limitativos; sais, tais como cloreto de sodio; anti-
oxidantes incluindo acido ascorbico e metionina; conservantes (tais como cloreto de
octadecildimetilbenzilaménio; cloreto de hexametdnio; cloreto de benzalconio, cloreto
de benzetdnio; fenol, butilo ou alcool benzilico; alquilparabenos, tais como metil ou
propilparabeno; catecol; resorcinol; ciclo-hexanol; 3-pentanol; e m-cresol); baixo peso
molecular (menos do que cerca de 10 residuos); proteinas de polipeptidios, tais como
albumina do soro, gelatina, ou imunoglobulinas; polimeros hidréfilos tais como polivi-
nilpirrolidona; aminoacidos (por exemplo, em concentragdes de 0,1 mM a 100 mM, 0,1
mM a1 mM, 0,01 mMa 50 mM, 1 mMa 50 mM, 1 mMa 30 mM, 1 mM a 20 mM, 10

mM a 25 mM) tais como glicina, glutamina, metionina, asparagina, histidina, arginina,
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ou lisina; monossacarideos, dissacarideos, e outros carboidratos incluindo glicose,
manose, ou dextrinas; agentes quelantes (por exemplo, em concentragdes de 0,001
mg/ml a 1 mg/mL, 0,001 mg/ml a 1 mg/mL, 0,001 mg/ml a 0,1 mg/mL, 0,001 mg/ml a
0,01 mg/ml, 0,01 mg/mL a 0,1 mg/ml) tal como EDTA (por exemplo, EDTA dissédico
di-hidratado); agucares (por exemplo, em concentra¢gdes de 1 mg/mL a 500 mg/mL,
10 mg/mL a 200 mg/mL, 10 mg/mL a 100 mg/mL, 50 mg/mL a 150 mg/ml), tais como
sacarose, manitol, trealose ou sorbitol; sal formador de contra-ides tais como sodio;
complexos metalicos (por exemplo, complexos de Zn-proteina); e/ou tensoativos n&o
idnicos (por exemplo, em concentragdes de 0,01 mg/ml a 10 mg/ml, 0,01 mg/mL a 1
mg/ml, 0,1 mg/mL a 1 mg/ml, 0,01 mg/ml a 0,5 mg/mL), tais como TweenTM (Por
exemplo, polissorbato (por exemplo, polissorbato 20, polissorbato 40, polissorbato 60,
polissorbato 80)), PLURONICSTM ou polietilenoglicol (PEG).

[00155] Uma formulagdo de anticorpo pode ser caracterizada em termos de
qualquer uma de uma variedade de propriedades fisicas. Por exemplo, uma formula-
¢ao liquida de anticorpo pode ter qualquer pH adequado para o efeito terapéutico,
segurancga e de armazenamento. Por exemplo, o pH de uma formulag&o de anticorpo
liquido pode ser a partir de pH 4 a cerca de pH 9, a partirdopH 5a pH 8, de pH 5 a
pH 7 ou a partir de pH 6 a pH 8. Em algumas modalidades, uma formulagao de anti-
corpo liquido pode ter um pH de 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0, 8,5,
9,0, 9,5 ou 10 ou superior, ou inferior.

[00156] Em um outro exemplo, uma formulacgao liquida de anticorpo pode ter
qualquer viscosidade adequada para eficacia terapéutica, a seguranca e armazena-
mento. Por exemplo, a viscosidade de uma formulagao liquida de anticorpo pode ser
de 0,5 centipoise (cP)a 100 cP, 1 cP a 50 cP,um 1 cP para20cP,1cPa15cPou5
cP para 15 cP a 25 ° C. Em algumas modalidades, uma formulag&o de anticorpo li-
quido pode ter uma viscosidade de 0,5 cP, 1 cP, 1,2 cP, 1,4 cP, 1,6 cP, 1,8 cP, 2,0
cP, 2,2 cP, 2,4 cP, 2,6 cP, 2,8 cP, 3,0 cP, 3.2 cP, 3,4 cP, 3,6 cP, 3,8 cP, 4,0 cP, 4,2

Peticio 870230059351, de 07/07/2023, pag. 77/231



64/210

cP, 4,4 cP, 4,6 cP, 4,8 cP, 5,0 cP, 5,2 cP, 5,4 cP, 5,6 cP, 5,8 cP, 6,0 cP, 6,2 cP, 6,4
cP, 6,6 cP, 6,8 cP,7,0cP, 7,2cP, 7,4 cP, 7,6 cP, 7,8 cP, 8,0 cP, 8,2 cP, 8,4 cP, 8,6
cP, 8,8 cP, 9,0 cP, 9,2 ¢cP, 9,4 cP, 9,6 cP, 9,8 cP, 10,0 cP, 10,2 cP, 10,4 cP, 10,6 cP,
10,8 cP, 11,0 cP, 11,2 cP, 11,4 cP, 11,6 cP, 11,8 cP, 12,0 cP, 12,2 cP, 12,4 cP, 12,6
cP, 12,8 cP, 13,0 cP, 13,2 cP, 13,4 cP, 13,6 cP, 13,8 cP, 14,0 cP, 14,2 cP, 14,4 cP,
14,6 cP, 14,8 cP, ou 15,0 cP a 25 ° C ou a viscosidade pode ser maior ou menor.
[00157] Em um outro exemplo, uma formulagao liquida de anticorpo pode ter
qualquer condutividade adequada para eficacia terapéutica, seguranca e armazena-
mento. Por exemplo, a condutividade de uma formulagao de anticorpo liquido pode
ser de 0,1 milisiemens por centimetro (mS/cm) a 15 mS/cm, 0,1 mS/cm a 10 mS/cm,
0,1 mS/cm a5 mS/cm, 0,1 ms/cm a2 mS/cm ou 0,1 mS/cm a 1,5 mS/cm. Em algumas
modalidades, uma formulagcdo de anticorpo liquido pode ter uma condutividade de
0,19 mS/cm, 0,59 mS/cm, 1,09 mS/cm, 1,19 mS/cm, 1,29 mS/cm, 1,39 mS/cm, de
1,49 mS/cm, 1,59 mS/cm, 1,69 mS/cm, 1,79 mS/cm, de 1,89 mS/cm, de 1,99 mS/cm,
2,09 mS/cm, 2,19 mS/cm, 2,29 mS/cm, de 2,39 mS/cm, de 2,49 mS/cm, 2,59 mS/cm,
2,69 mS/cm, de 2,79 mS/cm, de 2,89 mS/cm, 2,99 mS/cm, 3,09 mS/cm, 3,19 mS/cm,
3,29 mS/cm, 3,39 mS/cm, 3,49 mS/cm, 3,59 mS/cm, 3,69 mS/cm, de 3,79 mS/cm,
3,89 mS/cm, 3,99 mS/cm, de 4,09 mS/cm, 4,19 mS/cm, 4,29 mS/cm, 4,39 mS/cm, de
4,49 mS/cm, 4,59 mS/cm, 4,69 mS/cm, de 4,79 mS/cm, de 4,89 mS/cm, 4,99 mS/cm,
5,09 mS/cm, 6,09 mS/cm, 6,59 mS/cm, 7,09 mS/cm, 7,59 mS/cm, 8,09 mS/cm, 8,59
mS/cm, 9,09 mS/cm, de 9,59 mS/cm, 10,09 mS/cm, 10,59 mS/cm, 11,09 mS/cm, de
11,59 mS/cm, 12,09 mS/cm, 12,59 mS/cm, 13,09 mS/cm, 13,59 mS/cm, 14,09 mS/cm,
de 14,59 mS/cm ou 15,09 mS/cm ou a condutividade pode ser maior ou menor.
[00158] Em um outro exemplo, uma formulagao liquida de anticorpo pode ter
qualquer osmolalidade adequada para eficacia terapéutica, segurangca e armazena-
mento. Por exemplo, a osmolalidade de uma formulagao de anticorpo liquido pode ser

a partir de 50 miliosmole por quilograma (mOsm/kg) a 5.000 mOsm/kg, 50 mOsm/kg
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e 2000 mOsm/kg, 50 mOsm/kg e 1000 mOsm/kg, 50 mOsm/kg a 750 mOsm/kg ou 50
mOsm/kg a 500 mOsm/kg. Em algumas modalidades, uma formulagdo de anticorpo
liquido pode ter uma osmolalidade de 50 mOsm/kg, 60 mOsm/kg, 70 mOsm/kg, 80
mOsm/kg, 90 mOsm/kg, 100 mOsm/kg 120 mOsm/kg, 140 mOsm/kg, 160 mOsm/kg,
180 mOsm/kg, 200 mOsm/kg, 220 mOsm/kg, 240 mOsm/kg, 260 mOsm/kg, 280
mOsm/kg, 300 mOsm/kg, 320 mOsm/kg, 340 mOsm/kg, 360 mOsm/kg, 380 mOsm/kg,
400 mOsm/kg, 420 mOsm/kg, 440 mOsm/kg, 460 mOsm/kg, 480 mOsm/kg, 500
mOsm/kg, 520 mOsm/kg, 540 mOsm/kg, 560 mOsm/kg, 580 mOsm/kg, 600 mOsm/kg,
620 mOsm/kg, 640 mOsm/kg, 660 mOsm/kg, 680 mOsm/kg, 700 mOsm/kg, 720
mOsm/kg, 740 mOsm/kg, 760 mOsm/kg, 780 mOsm/kg, 800 mOsm/kg, 820 mOsm/kg,
840 mOsm/kg, 860 mOsm/kg, 880 mOsm/kg, 900 mOsm/kg, 920 mOsm/kg, 940
mOsm/kg, 960 mOsm/kg, 980 mOsm/kg, de 1000 mOsm/kg, de 1050 mOsm/kg, de
1100 mOsm/kg, 1150 mOsm/kg, de 1200 mOsm/kg, de 1250 mOsm/kg, de 1300
mOsm/kg, 1350 mOsm/kg, 1400 mOsm/kg, 1450 mOsm/kg, de 1500 mOsm/kg, ou a
osmolalidade pode ser mais elevada ou mais baixa.

[00159] Os lipossomas contendo o anticorpo podem ser preparados por mé-
todos 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
Pat.U.S. N°s. 4.485.045 e 4.544.545. Os lipossomas com tempo de circulagdo aumen-
tado sao divulgados na Patente U.S. No. 5.013.556. Lipossomas particularmente uteis
podem ser gerados pelo método de evaporagao de fase inversa com uma composigéao
lipidica compreendendo fosfatidilcolina, colesterol e fosfatidiletanolamina derivatizada
com PEG (PEG-PE). Os lipossomas s&o extrudidos através de filtros de tamanho de
poro definido para obter lipossomas com o diametro desejado.

[00160] Os ingredientes ativos também podem ser aprisionados em micro-
capsulas preparadas, por exemplo, por técnicas de coacervacgao ou pela polimeriza-

¢ao interfacial, por exemplo, hidroximetilcelulose ou microcapsulas gelatinosas e
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microcapsulas de poli-(metilmetacilato), respectivamente, em sistemas de distribui¢ao
de farmacos coloidais (por exemplo, lipossomos, microesferas da albumina, microe-
mulsdes, nanoparticulas e nanocapsulas) ou em macroemulsdes. Tais técnicas sao
divulgadas em Remington, The Science and Practice of Pharmacy 20a. Ed. Mack Pu-
blishing (2000).

[00161] Preparacdes de liberagdo prolongada podem ser preparadas. Exem-
plos adequados de preparagdes de liberagao sustentada incluem matrizes semiper-
meaveis de polimeros hidrofobicos sélidos contendo o anticorpo nas quais as matrizes
estdo na forma de artigos moldados, por exemplo, peliculas ou microcapsulas. Exem-
plos de matrizes de liberagédo sustentada incluem poliésteres, hidrogéis (por exemplo,
poli(2-hidroxietil-metacrilato), ou alcool poli(vinilico), polilactidas (Patente U.S.
3.773.919), copolimeros de acido L-glutamico 7 etil-L-glutamato, etileno-acetato de
vinil ndo degradavel, copolimeros de acido lactico-acido glicélico degradaveis, tais
como LUPRON DEPOT ™ (microesferas injetaveis compostas de copolimero de acido
lactico-acido glicdlico e acetato de leuprolida), sucrose acetato isobutirato e acido poli-
D-(-)-3-hidroxibutirico.

[00162] As formulagdes a serem usadas para a administragdo in vivo devem
ser geralmente estéreis. Isso é facilmente conseguido, por exemplo, por filtrag&do atra-
vés de membranas de filtracdo estéreis. As composi¢cdes de anticorpo terapéuticas
geralmente sdo colocadas em um recipiente com uma porta de acesso esteéril, por
exemplo, um saco ou frasco de solugdo intravenosa com uma rolha perfuravel por
uma agulha de injeg&o hipodérmica.

[00163] As composicdes de acordo com a presente invengdo podem estar
em formas de dosagem unitarias, tais como comprimidos, pilulas, capsulas, pos, gra-
nulos, solugdes ou suspensdes, ou supositérios, para administragao oral, parentérica
ou retal, ou administragao por inalagdo ou insuflagdo. Em alguns casos, uma forma

de dosagem unitaria pode ser fornecida em um recipiente pré-carregado (por exemplo,
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uma seringa pre-preenchida) util na administragdo da unidade de dosagem a um indi-
viduo.

[00164] Para preparar composi¢des solidas, tais como comprimidos, o princi-
pal ingrediente ativo pode ser misturado com um transportador farmacéutico, por
exemplo, ingredientes de fabricagdo de comprimidos convencionais, tais como amido
de milho, lactose, sacarose, sorbitol, talco, acido estearico, estearato de magnésio,
fosfato dicalcico ou gomas, e outros diluentes farmacéuticos, por exemplo, agua, para
formar uma composigéo de pré-formulacéo solida contendo uma mistura homogénea
de um composto da presente invengéo, ou um sal farmaceuticamente aceitavel ato-
xico do mesmo. Ao se referir a essas composi¢oes de pré-formulagdo como homogé-
neas, entende-se que o ingrediente ativo € disperso uniformemente ao longo de toda
a composigao, de forma que a composigao possa ser facilmente subdividida igual-
mente em formas de dosagem unitarias efetivas, tais como comprimidos, pilulas e
capsulas. Esta composicao de pré formulagao soélida entdo € subdividida em formas
de dosagem de unidade do tipo descrito acima contendo a partir de cerca de 0.1 a
cerca de 500 mg do ingrediente ativo da presente invencdo. As pastilhas ou pilulas da
composi¢cao nova podem ser revestidas ou caso contrario compostas para prover uma
forma de dosagem, proporcionando a vantagem de acgéo prolongada. Por exemplo, o
comprimido ou pilula pode compreender um componente de dosagem interna e um
de dosagem externa, o ultimo estando na forma de um envelope sobre o anterior. Os
dois componentes podem ser separados por uma camada entérica que serve para
resistir a desintegragdo no estbmago e permite que o componente interno passe in-
tacto para o duodeno ou para ser retardado na libertacdo. Uma variedade de materiais
pode ser usada para tais camadas entéricas ou revestimentos, tais materiais, incluindo
uma série de acidos poliméricos e misturas de acidos poliméricos com tais materiais,
como goma-laca, alcool cetilico e acetato de celulose.

[00165] Agentes tensoativos adequados incluem, em particular, agentes nao
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ionicos, tais como Tween (por exemplo, TweenTM 20, 40, 60, 80 ou 85) e outros sor-
bitanos (por exemplo SpanTM 20, 40, 60, 80 ou 85). As composi¢des com um agente
tensoativo vdo compreender, convenientemente, entre de 0,05 e 5% de agente tenso-
ativo e podem situar-se entre 0,1 e 2,5%. Sera apreciado que outros ingredientes po-
dem ser adicionados, por exemplo manitol ou outros veiculos farmaceuticamente acei-
taveis, se necessario.

[00166] Emulsbes adequadas podem ser preparadas utilizando emulsées
graxas disponiveis comercialmente, tais como IntralipidTM, LiposynTM, InfonutrolTM,
LipofundinTM e LipiphysanTM. O ingrediente ativo pode ser ou dissolvido em uma
composicao de emulsao pré-misturada ou, alternativamente, pode ser dissolvido em
um oleo (por exemplo dleo de soja, oleo de cartamo, 6leo de semente de algodéo,
Oleo de sésamo, 6leo de milho ou 6leo de améndoa) e uma emulsao formada por
mistura com um fosfolipidio (por exemplo, fosfolipidios de ovo, fosfolipidios de soja ou
lecitina de soja) e agua. Sera apreciado que outros ingredientes podem ser adiciona-
dos, por exemplo glicerol ou glicose, para ajustar a tonicidade da emulsdo. Emulsdes
adequadas conterio tipicamente 6leo até 20%, por exemplo, entre 5 e 20%. A emul-
sdo de gordura pode compreender goticulas de gordura entre 0,1 e 1,0 1m, particular-
mente 0,1 € 0,5 1Im, e tem um pH na gama de 5,5 a 8,0.

[00167] As composi¢cdes de emulsdo podem ser as que sdo preparadas por
mistura de um anticorpo com IntralipidTM ou os seus componentes (6leo de soja, fos-
folipidios de ovo, glicerol e agua).

[00168] As composigdes para inalagéo ou insuflagédo incluem solugdes e sus-
pensdes em solventes aquosos ou organicos farmaceuticamente aceitaveis, ou mis-
turas dos mesmos, e pdés. As composigdes liquidas ou solidas podem conter excipi-
entes farmaceuticamente aceitaveis adequados conforme estabelecido acima. Em al-
gumas modalidades, as composi¢cdes sdo administradas pela via oral ou nasal respi-

ratéria para efeito local ou sisttmico. As composigcbes em solventes
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farmaceuticamente aceitaveis de preferéncia estéreis podem ser nebulizadas por uso
de gases. As solugdes nebulizadas podem ser respiradas diretamente do dispositivo
de nebulizagédo ou o dispositivo de nebulizagdo pode estar ligado a uma mascara fa-
cial, tenda ou maquina de respiragao de pressao intermitente positiva. As composi-
¢des em solucao, suspensido ou em pdé também podem ser administradas, de prefe-
réncia oralmente ou nasalmente, a partir de dispositivos que distribuem a formulacao
de uma forma apropriada.

[00169] Em algumas modalidades, uma formulagdo que compreende um an-
ticorpo (por exemplo, anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP, o anticorpo
antagonista anti-CGRP, anticorpo monoclonal antagonista anti-CGRP) aqui descrito
pode ser preparada por qualquer via apropriada de administragdo, com uma quanti-
dade de anticorpo que vao desde de 0,1 mg a 3000 mg, 1 mg a 1000 mg, de 100 a
1000 mg, ou 100 a 500 mg. Em alguns casos, uma formulagdo que compreende um
anticorpo (por exemplo, anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP, o anticorpo
antagonista anti-CGRP, anticorpo monoclonal antagonista anti-CGRP) aqui descrito
pode compreender uma quantidade de anticorpo de, no maximo, ou pelo menos 0,1
mg , 1 mg, 100 mg, 1 mg, 10 mg, 25 mg, 50 mg, 75 mg, 100 mg, 125 mg, 150 mg, 175
mg, 200 mg, 225 mg, 250 mg, 275 mg, 300 mg, 325 mg, 350 mg, 375 mg, 400 mg,
450 mg, 475 mg, 500 mg, 525 mg, 550 mg, 575 mg, 600 mg, 625 mg, 650 mg, 675
mg, 700 mg, 725 mg, 750 mg, 775 mg, 800 mg, 825 mg, 850 mg, 875 mg, 900 mg,
925 mg, 950 mg, 975 mg, 1000 mg, 1100 mg, 1200 mg, 1300 mg, 1400 mg, 1500 mg,
1600 mg, 1700 mg , 1800 mg, 1900 mg, 2000 mg e 3000 mg.

[00170] Em algumas modalidades, uma formulagao liquida que compreende
um anticorpo (por exemplo, anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP, o anti-
corpo antagonista anti-CGRP, anticorpo monoclonal antagonista anti-CGRP) aqui
descrito pode ser preparada por qualquer via apropriada de administracido, com uma

concentragdo de anticorpo que vai de 0,1-500 mg/ml, 0,1 a 375 mg/ml, 0,1 a 250
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mg/ml, 0,1 a 175 mg/ml, 0,1 a 100 mg/mL, 1 mg/mL a 500 mg/mL, 1 mg/mL a 375
mg/mL, 1 mg/mL a 300 mg/mL, 1 mg/mL a 250 mg/mL, 1 mg/mL a 200 mg/mL, 1
mg/mL a 150 mg/mL, 1 mg/mL a 100 mg/mL, 10 mg/mL a 500 mg/mL, 10 mg/mL a
375 mg/mL, 10 mg/mL a 250 mg/mL, 10 mg/mL a 150 mg/mL, 10 mg/mL a 100 mg/mL,
100 mg/mL a 500 mg/mL, 100 mg/mL a 450 mg/mL, 100 mg/mL a 400 mg/mL, 100
mg/mL a 350 mg/mL, 100 mg/mL a 300 mg/mL, 100 mg/mL a 250 mg/mL, 100 mg/mL
a 200 mg/mL ou 100 mg/mL a 150 mg/mL. Em algumas modalidades, uma formulagéo
liquida pode compreender um anticorpo aqui descrito, a uma concentragdo de, no
maximo, de, pelo menos, ou menos do que 0,1, 0,5, 1, 5, 10,15 20, 25, 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105 110, 115, 120, 125, 130, 135, 140, 145,
150, 155, 160, 165, 170, 175, 180, 185, 190, 195, 200, 210, 220, 230, 240, 250, 260,
270, 280, 290, 300, 310, 320, 330, 340, 350, 360, 370, 380, 390 , 400, 410, 420, 430,
440, 450, 460, 470, 480, 490, ou 500 mg/mL.

[00171] Uma formulagdo de anticorpo pode compreender um ou mais com-
ponentes, incluindo o anticorpo e outras espécies descritas aqui em outro local. O
anticorpo e outros componentes podem ser em qualquer quantidade adequada e/ou
de qualquer concentragdo adequada para eficacia terapéutica do anticorpo, de segu-
ranca e de armazenamento. Em um exemplo, uma formulacéo de anticorpo pode ser
uma solugdo que compreende 51,4 mg/mL de anticorpo (por exemplo, anticorpo G1,
um outro anticorpo anti-CGRP antagonista, um anticorpo monoclonal que modula a
via de CGRP), histidina a 20 mM, 0,1 mg/mL de metionina, 84 mg/ml de di-hidrato de
trealose, 0,05 mg/mL de EDTA dissddico di-hidratado, e 0,2 mg/ml de polissorbato 80.

[00172] Em um outro exemplo, uma formulagao de anticorpo pode compre-
ender 200 mg/mL de anticorpo (por exemplo, anticorpo G1, um outro anticorpo anta-
gonista anti-CGRP, um anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP), arginina a
15 mM, 78 mg/mL de sacarose, 0,3 mg/ml de EDTA, e 0,1 mg/ml de polissorbato 80.

[00173] Em um outro exemplo, uma formulagcdo de anticorpo pode
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compreender 175 mg/mL de anticorpo (por exemplo, anticorpo G1, um outro anticorpo
antagonista anti-CGRP, um anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP), glicina
a 20 mM, 88 mg/ml de trealose di-hidratado, 0,015 mg/ml de EDTA e 0,25 mg/ml de
polissorbato 80.

[00174] Em um outro exemplo, uma formulagao de anticorpo pode compre-
ender 225 mg/mL de anticorpo (por exemplo, anticorpo G1, um outro anticorpo anta-
gonista anti-CGRP, um anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP), asparagina
a 23 mM, 84 mg/ml de sorbitol, 0,1 mg/ml de EDTA e 0,15 mg/ml de polissorbato 60.

[00175] Em um outro exemplo, uma formulagao de anticorpo pode compre-
ender 150 mg/mL de anticorpo (por exemplo, anticorpo G1, um outro anticorpo anta-
gonista anti-CGRP, um anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP), asparagina
a 17 mM, 74 mg/ml de manitol, 0,025 mg/ml de EDTA e 0,2 mg/ml de polissorbato 80.

[00176] Em um outro exemplo, uma formulagao de anticorpo pode compre-
ender 100 mg/mL de anticorpo (por exemplo, anticorpo G1, um outro anticorpo anta-
gonista anti-CGRP, um anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP), arginina a
16 mM, 87 mg/ml de manitol, 0,025 mg/ml de EDTA e 0,15 mg/ml de polissorbato 20.

[00177] Em um outro exemplo, uma formulagao de anticorpo pode compre-
ender 250 mg/mL de anticorpo (por exemplo, anticorpo G1, um outro anticorpo anta-
gonista anti-CGRP, um anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP), 25 mM de
histidina, 74 mg/ml de manitol, 0,025 mg/ml de EDTA e 0,25 mg/ml de polissorbato
20.

[00178] Em um outro exemplo, uma formulagao de anticorpo pode compre-
ender 50 mg/mL de anticorpo (por exemplo, anticorpo G1, um outro anticorpo antago-
nista anti-CGRP, um anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP), arginina a 19
mM, 84 mg/mL de sacarose, 0,05 mg/ml de EDTA e 0,3 mg/ml de polissorbato 80.

[00179] Em um outro exemplo, uma formulagao de anticorpo pode compre-

ender 125 mg/mL de anticorpo (por exemplo, anticorpo G1, um outro anticorpo
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antagonista anti-CGRP, um anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP), glicina
a 22 mM, 79 mg/ml de trealose di-hidratado, 0,15 mg/ml de EDTA e 0,15 mg/ml de
polissorbato 80.

[00180] Em um outro exemplo, uma formulagdo de anticorpo pode ser uma
solugdo que compreende 175 mg/mL de anticorpo (por exemplo, anticorpo G1, um
outro anticorpo anti-CGRP antagonista, um anticorpo monoclonal que modula a via de
CGRP), histidina a 20 mM, 0,1 mg/mL de metionina, 84 mg/ml de di-hidrato de trea-
lose, 0,05 mg/mL de EDTA dissddico di-hidratado, e 0,2 mg/ml de polissorbato 80.

[00181] Em um outro exemplo, uma formulagao de anticorpo pode compre-
ender 200 mg/mL de anticorpo (por exemplo, anticorpo G1, um outro anticorpo anta-
gonista anti-CGRP, um anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP), arginina a
30 mM, 78 mg/mL de sacarose, 0,3 mg/ml de EDTA, e 0,1 mg/ml de polissorbato 80.

[00182] Em um outro exemplo, uma formulagao de anticorpo pode compre-
ender 175 mg/mL de anticorpo (por exemplo, anticorpo G1, um outro anticorpo anta-
gonista anti-CGRP, um anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP), glicina a
20 mM, 88 mg/ml de trealose di-hidratado, 0,015 mg/ml de EDTA e 0,15 mg/ml de
polissorbato 80.

[00183] Em um outro exemplo, uma formulagao de anticorpo pode compre-
ender 150 mg/mL de anticorpo (por exemplo, anticorpo G1, um outro anticorpo anta-
gonista anti-CGRP, um anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP), 20 mM de
histidina, 84 mg/mL de sacarose, 0,05 mg/ml de EDTA e 0,2 mg/ml de polissorbato
80.

[00184] Em um outro exemplo, uma formulagao de anticorpo pode compre-
ender 225 mg/mL de anticorpo (por exemplo, anticorpo G1, um outro anticorpo anta-
gonista anti-CGRP, um anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP), histidina a
23 mM, 84 mg/ml de sorbitol, 0,1 mg/ml de EDTA e 0,15 mg/ml de polissorbato 60.

[00185] Em um outro exemplo, uma formulagdo de anticorpo pode
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compreender 150 mg/mL de anticorpo (por exemplo, anticorpo G1, um outro anticorpo
antagonista anti-CGRP, um anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP), aspa-
ragina a 17 mM, 74 mg/ml de manitol, 0,3 mg/ml de EDTA e 0,2 mg/ml de polissorbato
80.

[00186] Em um outro exemplo, uma formulagao de anticorpo pode compre-
ender 100 mg/mL de anticorpo (por exemplo, anticorpo G1, um outro anticorpo anta-
gonista anti-CGRP, um anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP), arginina a
16 mM, 87 mg/ml de manitol, 0,025 mg/ml de EDTA e 0,25 mg/ml de polissorbato 20.

[00187] Em um outro exemplo, uma formulagao de anticorpo pode compre-
ender 250 mg/mL de anticorpo (por exemplo, anticorpo G1, um outro anticorpo anta-
gonista anti-CGRP, um anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP), histidina a
25 mM, 89 mg/ml de sorbitol, 0,025 mg/ml de EDTA e 0,25 mg/ml de polissorbato 20.

[00188] Em um outro exemplo, uma formulagao de anticorpo pode compre-
ender 125 mg/mL de anticorpo (por exemplo, anticorpo G1, um outro anticorpo anta-
gonista anti-CGRP, um anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP), arginina a
29 mM, 84 mg/mL de sacarose, 0,05 mg/ml de EDTA e 0,3 mg/ml de polissorbato 80.

[00189] Em um outro exemplo, uma formulagao de anticorpo pode compre-
ender 150 mg/mL de anticorpo (por exemplo, anticorpo G1, um outro anticorpo anta-
gonista anti-CGRP, um anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP), asparagina
a 25 mM, 84 mg/ml de manitol, 0,05 mg/ml de EDTA e 0,2 mg/ml de polissorbato 80.

[00190] Em um outro exemplo, uma formulagao de anticorpo pode compre-
ender 145 mg/mL de anticorpo (por exemplo, anticorpo G1, um outro anticorpo anta-
gonista anti-CGRP, um anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP), histidina a
22 mM, 72 mg/ml de trealose di-hidratado, 0,05 mg/ml de EDTA e 0,1 mg/ml de polis-
sorbato 80.

[00191] Um anticorpo aqui descrito pode ser administrado utilizando qualquer

método adequado, incluindo por injecdo (por exemplo, intraperitonealmente,
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intravenosamente, subcutaneamente, intramuscularmente, etc.). Os anticorpos tam-
bém podem ser administrados por inalagéo, tal como aqui descrito. Em alguns casos,
um anticorpo pode ser administrado por via nasal com ou sem inalagdo. De um modo
geral, para a administragcdo de um anticorpo aqui descrito, uma dosagem candidata
inicial pode ser de cerca de 2 mg/kg. Para a finalidade da presente invengao, uma
dosagem diaria tipica pode variar de cerca de qualquer um de 3ug/kg a 30 pg/kg a
300 pg/kg a 3 mg/kg, a 30 mg/kg a 100 mg/kg ou mais, dependendo dos fatores men-
cionados acima. Por exemplo, pode ser usado de dosagem de cerca de 1 mg/kg, cerca
de 2,5 mg/kg, cerca de 5 mg/kg, cerca de 10 mg/kg, e cerca de 25 mg/kg. Para admi-
nistragdes repetidas ao longo de varios dias ou mais, dependendo da condigéo, o
tratamento € mantido até ocorrer uma supresséo desejada dos sintomas, ou até que
0s niveis terapéuticos suficientes sao conseguidos, por exemplo, para reduzir a dor.
Um regime de dosagem exemplar compreende a administragdo de uma dose inicial
de cerca de 8,5 mg/kg, seguida por uma dose de manutencdo semanal de cerca de
2,8 mg/kg de um anticorpo, ou seguida de uma dose de manutenc¢ao de cerca de 2,8
mg/kg a cada duas semanas. Outro regime de dosagem exemplar compreende a ad-
ministracdo de uma dose de 100 mg, 125 mg, 150 mg, 200 mg, 225 mg, 250 mg, 275
mg, 300 mg, 350 mg, 400 mg, 450 mg, 500 mg, 550 mg, 600 mg, 675 mg, ou 900 mg
para um individuo uma vez por més por via subcutanea. Outro regime de dosagem
exemplar compreende a administracdo de uma dose inicial de 675 mg por via subcu-
tdnea, seguida por uma dose mensal de 225 mg do anticorpo por via subcutanea.
Contudo, outros regimes de dosagem podem ser uteis, dependendo do padrao de
decaimento farmacocinético que o praticante deseje atingir. Por exemplo, em algumas
modalidades, as doses de uma e quatro vezes por semana estdo contempladas. O
progresso desta terapia é facilmente monitorado por técnicas e ensaios convencio-
nais. O regime de dosagem (incluindo o antagonista usado de CGRP) pode variar ao

longo do tempo.
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[00192] Em algumas modalidades, a dose ou quantidade de um anticorpo
(por exemplo, anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP, o anticorpo antago-
nista anti-CGRP, anticorpo monoclonal antagonista anti-CGRP) aqui descrito e admi-
nistrado a um individuo pode variar de 0,1 [ig a 3000 mg, 1 mg a 1000 mg, de 100 a
1000 mg, 100 a 500 mg, de 0,1 mg a 5000 mg, 1 mg a 4000 mg, 250 mg a 1000 mg,
500 mg a 1000 mg, de 100 mg a 900 mg, 400 mg a 900 mg, de 10 mg a 3000 mg, de
10 mg a 2000 mg, 100 mg a 2000 mg, de 150 mg a 2000 mg, 200 mg a 2000 mg, 250
mg a 2000 mg, 300 mg a 2000 mg, 350 mg a 2000 mg, 400 mg a 2000 mg, 450 mg a
2000 mg, 500 mg a 2000 mg, 550 mg a 2000 mg, 600 mg a 2000 mg, 650 mg a 2000
mg, 700 mg a 2000 mg, 750 mg a 2000 mg, 800 mg a 2000 mg, 850 mg a 2000 mg,
900 mg a 2000 mg, 950 mg a 2000 mg, ou 1000 mg a 2000 mg. Em algumas modali-
dades, a dose ou quantidade de um anticorpo aqui descrito e administrado a um indi-
viduo pode ser, pode ser, no maximo, pode ser menor do que, ou pode ser, pelo me-
nos 0,10J(1g, 1 [Ig, 100 [lg, 1 mg, 10 mg, 25 mg, 50 mg, 75 mg, 100 mg, 125 mg, 150
mg, 175 mg, 200 mg, 225 mg, 250 mg, 275 mg, 300 mg, 325 mg, 350 mg, 375 mg,
400 mg, 450 mg, 475 mg, 500 mg, 525 mg, 550 mg, 575 mg, 600 mg, 625 mg, 650
mg, 675 mg, 700 mg, 725 mg, 750 mg, 775 mg, 800 mg , 825 mg, 850 mg, 875 mg,
900 mg, 925 mg, 950 mg, 975 mg, 1000 mg, 1100 mg, 1200 mg, 1300 mg, 1400 mg,
1500 mg, 1600 mg, 1700 mg, 1800 mg, 1900 mg, 2000 mg e 3000 mg. Em algumas
modalidades, a quantidade situa-se entre 100 - 2000 mg.

[00193] Em algumas modalidades, a dose ou quantidade de um anticorpo
(por exemplo, anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP, o anticorpo antago-
nista anti-CGRP, anticorpo monoclonal antagonista anti-CGRP) aqui descrito e admi-
nistrado a um individuo pode variar de 0,1 a 500, 0,1 a 100, 0,1 a 50, 0,1 a 20, 0,1 a
10,1a10,1a7,de1a5o0u0,1a3mg/kg de peso corporal. Em algumas modalidades,
a dose ou quantidade de um anticorpo (por exemplo, anticorpo monoclonal que mo-

dula a via de CGRP, o anticorpo antagonista anti-CGRP, anticorpo monoclonal anti-
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CGRP antagonista) aqui descrito e administrado a um individuo pode ser, pode ser,
no maximo, pode ser menor do que, ou pode ser, pelo menos, 0,1, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5,
0,6, 0,7,0,8, 0,9, 1,0, 1,5, 2,0, 2,5, 3,0, 3,5, 4,0, 4,5, 5,0, 5,5, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0,
8,5,9,0,9,5, 10,0, 10,5, 11,0, 11,5, 12,0, 12,5, 13,0, 13,5, 14,0, 14,5, 15,0, 15,5, 16,0,
16,5, 17,0, 17,5, 18,0, 18,5, 19,0, 19,5, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, 55, 60, 65, 70,
75, 80, 85, 90, 95, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 225, 250,
275, 300, 325, 350, 375, 400, 425, 450, 475, ou 500 mg/kg de peso corporal.

[00194] Em algumas modalidades, a frequéncia em que uma dose ou quan-
tidade de um anticorpo (por exemplo, anticorpo monoclonal que modula a via de
CGRP, o anticorpo antagonista anti-CGRP, anticorpo monoclonal antagonista anti-
CGRP) aqui descrito € administrado a um individuo pode variar. Em algumas modali-
dades, uma unica dose de anticorpo pode ser administrada a um individuo através de
terapia. Em algumas modalidades, a frequéncia em que uma dose ou quantidade de
um anticorpo € administrada a um individuo é constante (por exemplo, administrada
uma vez por més). Em algumas modalidades, a frequéncia em que uma dose ou quan-
tidade de um anticorpo aqui descrito é administrada a um individuo & variavel (por
exemplo, uma dose inicial seguida de uma dose de um més, seguida por doses adici-
onais em trés meses e sete meses). Em algumas modalidades, a frequéncia na qual
um anticorpo € administrado a um individuo é, €, pelo menos, € menos do que, ou €,
no maximo, um, dois, trés, quatro, cinco, ou seis vezes por dia. Em algumas modali-
dades, a frequéncia com a qual um anticorpo (por exemplo, anticorpo monoclonal que
modula a via de CGRP, o anticorpo antagonista anti-CGRP, anticorpo monoclonal an-
tagonista anti-CGRP) & administrado a um individuo €, &, pelo menos, é menos do
que, ou €, no maximo, um, dois, trés, quatro, cinco, ou seis a doses por dia.

[00195] Em algumas modalidades, a frequéncia em que é administrada uma

dose ou quantidade de um anticorpo (por exemplo, anticorpo monoclonal que modula
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a via de CGRP, o anticorpo antagonista anti-CGRP, anticorpo monoclonal antagonista
anti-CGRP) aqui descrito, para um individuo €, é pelo menos, € menor que, ou €, no
maximo, um, dois, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze,
quatorze, quinze, dezesseis, dezessete, dezoito, dezenove, ou vinte tempo (s) por
cada um, dois, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze, qua-
torze, quinze, dezesseis, dezessete, dezoito, dezenove, vinte, vinte e um, vinte e dois,
vinte e trés, vinte e quatro, vinte e cinco, vinte e seis, vinte e sete, vinte e oito, vinte e
nove, trinta, trinta e um, trinta e dois, trinta e trés, trinta e quatro, trinta e cinco, trinta e
seis, trinta e sete, trinta e oito, trinta e nove, quarenta, quarenta e um, quarenta e dois,
quarenta e trés, quarenta e quatro, quarenta e cinco, quarenta e seis, quarenta e sete,
quarenta e oito, quarenta e nove, cinquenta, cinquenta e cinco, sessenta, sessenta e
cinco, setenta, setenta e cinco, oitenta, oitenta e cinco, noventa, noventa e cinco, cem,
cento e vinte e cinco, cento e cinquenta, cento e oitenta, ou duzentos dias.

[00196] Em algumas modalidades, a frequéncia em que é administrada uma
dose ou quantidade de um anticorpo (por exemplo, anticorpo monoclonal que modula
a via de CGRP, o anticorpo antagonista anti-CGRP, anticorpo monoclonal antagonista
anti-CGRP) aqui descrito, para um individuo €, é pelo menos, € menor que, ou €, no
maximo, um, dois, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze,
quatorze, quinze, dezesseis, dezessete, dezoito, dezenove, ou vinte tempo (s) por
cada um, dois, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze, qua-
torze, quinze, dezesseis, dezessete, dezoito, dezenove, vinte, vinte e um, vinte e dois,
vinte e trés, vinte e quatro, vinte e cinco, vinte e seis, vinte e sete, vinte e oito, vinte e
nove, trinta, trinta e um, trinta e dois, trinta e trés, trinta e quatro, trinta e cinco, trinta e
seis, trinta e sete, trinta e oito, trinta e nove, quarenta, quarenta e um, quarenta e dois,
quarenta e trés, quarenta e quatro, quarenta e cinco, quarenta e seis, quarenta e sete,
quarenta e oito, quarenta e nove, cinquenta, cinquenta e cinco, sessenta, sessenta e

cinco, setenta, setenta e cinco, oitenta, oitenta e cinco, noventa, noventa e cinco ou
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cem semanas. Em algumas modalidades, a frequéncia com a qual um anticorpo (por
exemplo, anticorpo, monoclonal que modula a via de CGRP, o anticorpo antagonista
anti-CGRP, o anticorpo antagonista monoclonal anti-CGRP) aqui descrito € adminis-
trado a um individuo ¢é inferior a um, dois, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove,
dez, onze, doze, treze, catorze, quinze ou doses por semana.

[00197] Em algumas modalidades, a frequéncia em que uma dose ou quan-
tidade de um anticorpo (por exemplo, anticorpo monoclonal que modula a via de
CGRP, o anticorpo antagonista anti-CGRP, monoclonal anti-CGRP anticorpo antago-
nista) € administrada a um individuo €, € pelo menos, é menor que, ou €, N0 Maximo,
um, dois, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze, quatorze,
quinze, dezesseis, dezessete, dezoito, dezenove, ou vinte vezes por cada més, a cada
dois meses, a cada trés meses, a cada quatro meses, a cada cinco meses, de seis
em seis meses, a cada sete meses, a cada oito meses, a cada nove meses, a cada
dez meses, a cada onze meses, a cada doze meses, cada treze meses, a cada qua-
torze meses, de quinze em quinze meses, a cada dezesseis meses, a cada dezessete
meses ou a cada 18 meses. Em algumas modalidades, a frequéncia com a qual um
anticorpo (por exemplo, anticorpo, monoclonal que modula a via de CGRP, o anticorpo
antagonista anti-CGRP, o anticorpo antagonista monoclonal anti-CGRP) aqui descrito
€ administrado a um individuo é inferior a um, dois, trés, quatro, cinco, seis, sete, oito,
nove, dez, onze, doze, treze, catorze, quinze ou doses por més. Em algumas modali-
dades, uma dose ou quantidade de um anticorpo pode ser administrada (por exemplo,
subcutaneamente ou intravenosamente) a um individuo uma vez, duas vezes, trés
vezes, quatro vezes, cinco vezes, seis vezes, sete vezes, oito vezes, nove vezes, dez
vezes ou mais por més.

[00198] Em algumas modalidades, um anticorpo em uma dose ou quantidade
de 50 mg, 100 mg a 150 mg, 200 mg, 250 mg, 300 mg, 350 mg, 400 mg, 450 mg, 500
mg, 550 mg, 600 mg, 650 mg, 700 mg, 750 mg, 800 mg, 850 mg, 900 mg, 950 mg,
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1000 mg, 1050 mg, 1100 mg, 1150 mg, 1200 mg, 1250 mg, 1300 mg, 1350 mg, 1400
mg, 1450 mg, 1500 mg de , 1550 mg, 1600 mg, 1650 mg, 1700 mg, 1750 mg, 1800
mg, 1850 mg, 1900 mg, 1950 mg, 2000 mg, 2,050 mg, 2,100 mg, 2,150 mg, 2200 mg,
2250 mg, 2300 mg, 2350 mg, 2400 mg, 2450 mg, 2500 mg, 2550 mg, 2600 mg, 2650
mg, 2700 mg, 2750 mg, 2800 mg, 2850 mg, 2900 mg, 2950 mg, 3000 mg, ou mais
pode ser administrado (por exemplo, subcutaneamente ou por via intravenosa) a um
individuo uma vez por més. Em algumas modalidades, um anticorpo em uma dose ou
quantidade de entre 0,1 mg a 5000 mg, 1 mg a 4000 mg, de 10 mg a 3000 mg, de 10
mg a 2000 mg, 100 mg a 2000 mg, de 150 mg a 2000 mg, 200 mg a 2000 mg, 250 mg
a 2000 mg, 300 mg a 2000 mg, 350 mg a 2000 mg, 400 mg a 2000 mg, 450 mg a 2000
mg, 500 mg a 2000 mg, 550 mg a 2000 mg, 600 mg e 2000 mg, 650 mg a 2000 mg,
700 mg a 2000 mg, 750 mg a 2000 mg, 800 mg a 2000 mg, 850 mg a 2000 mg, 900
mg a 2000 mg, 950 mg a 2000 mg, ou 1000 mg a 2000 mg pode ser administrado (por
exemplo, subcutaneamente ou intravenosamente) a um individuo uma vez por més.
Em algumas modalidades, entre 100 - 2000 mg de anticorpo sdo administrados uma
vez por més.

[00199] Em algumas modalidades, um anticorpo em uma dose ou quantidade
de 50 mg, 100 mg a 150 mg, 200 mg, 250 mg, 300 mg, 350 mg, 400 mg, 450 mg, 500
mg, 550 mg, 600 mg, 650 mg, 700 mg, 750 mg, 800 mg, 850 mg, 900 mg, 950 mg,
1000 mg, 1050 mg, 1100 mg, 1150 mg, 1200 mg, 1250 mg, 1300 mg, 1350 mg, 1400
mg, 1450 mg, 1500 mg de , 1550 mg, 1600 mg, 1650 mg, 1700 mg, 1750 mg, 1800
mg, 1850 mg, 1900 mg, 1950 mg, 2000 mg, 2,050 mg, 2,100 mg, 2,150 mg, 2200 mg,
2250 mg, 2300 mg, 2350 mg, 2400 mg, 2450 mg, 2500 mg, 2550 mg, 2600 mg, 2650
mg, 2700 mg, 2750 mg, 2800 mg, 2850 mg, 2900 mg, 2950 mg, 3000 mg, ou mais
pode ser administrado (por exemplo, subcutaneamente ou por via intravenosa) a um
individuo uma vez a cada trés meses. Em algumas modalidades, um anticorpo em

uma dose ou quantidade de entre 0,1 mg a 5000 mg, 1 mg a 4000 mg, de 10 mg a
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3000 mg, de 10 mg a 2000 mg, 100 mg a 2000 mg, de 150 mg a 2000 mg, 200 mg a
2000 mg, 250 mg a 2000 mg, 300 mg a 2000 mg, 350 mg a 2000 mg, 400 mg a 2000
mg, 450 mg a 2000 mg, 500 mg a 2000 mg, 550 mg a 2000 mg, 600 mg e 2000 mg,
650 mg a 2000 mg, 700 mg a 2000 mg, 750 mg a 2000 mg, 800 mg a 2000 mg, 850
mg a 2000 mg, 900 mg a 2000 mg, 950 mg a 2000 mg, ou 1000 mg a 2000 mg pode
ser administrado (por exemplo, subcutaneamente ou intravenosamente) a um indivi-
duo uma vez a cada trés meses. Em algumas modalidades, entre 450 mg a 2000 mg
€ administrada uma vez de trés em trés meses, ou menos.

[00200] Em algumas modalidades, um anticorpo em uma dose ou quantidade
de 50 mg, 100 mg a 150 mg, 200 mg, 250 mg, 300 mg, 350 mg, 400 mg, 450 mg, 500
mg, 550 mg, 600 mg, 650 mg, 700 mg, 750 mg, 800 mg, 850 mg, 900 mg, 950 mg,
1000 mg, 1050 mg, 1100 mg, 1150 mg, 1200 mg, 1250 mg, 1300 mg, 1350 mg, 1400
mg, 1450 mg, 1500 mg , 1550 mg, 1600 mg, 1650 mg, 1700 mg, 1750 mg, 1800 mg,
1850 mg, 1900 mg, 1950 mg, 2000 mg, 2,050 mg, 2,100 mg, 2,150 mg, 2200 mg, 2250
mg, 2300 mg, 2350 mg, 2400 mg, 2450 mg, 2500 mg, 2550 mg, 2600 mg, 2650 mg,
2700 mg, 2750 mg, 2800 mg, 2850 mg, 2900 mg, 2950 mg, 3000 mg, ou mais pode
ser administrado (por exemplo, subcutaneamente ou por via intravenosa) a um indivi-
duo uma vez a cada seis meses. Em algumas modalidades, um anticorpo em uma
dose ou quantidade de entre 0,1 mg a 5000 mg, 1 mg a 4000 mg, de 10 mg a 3000
mg, de 10 mg a 2000 mg, 100 mg a 2000 mg, 150 mg a 2000 mg, 200 mg a 2000 mg,
250 mg a 2000 mg, 300 mg a 2000 mg, 350 mg a 2000 mg, 400 mg a 2000 mg, 450
mg a 2000 mg, 500 mg a 2000 mg, 550 mg a 2000 mg, 600 mg e 2000 mg, 650 mg a
2000 mg, 700 mg a 2000 mg, 750 mg a 2000 mg, 800 mg a 2000 mg, 850 mg a 2000
mg, 900 mg a 2000 mg, 950 mg a 2000 mg, ou 1000 mg a 2000 mg pode ser admi-
nistrado (por exemplo, subcutaneamente ou intravenosamente) a um individuo uma
vez a cada seis meses. Em algumas modalidades, entre 450 mg a 2000 mg é admi-

nistrada uma vez de seis em seis meses, ou menos.
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[00201] Em algumas modalidades, a frequéncia a qual é administrada uma
dose ou quantidade de um anticorpo (por exemplo, anticorpo monoclonal que modula
a via de CGRP, o anticorpo antagonista anti-CGRP, anticorpo monoclonal antagonista
anti-CGRP) a um individuo (por exemplo, por via subcuténea ou por via intravenosa )
€, €, pelo menos, € menor que, ou €, no maximo, um, dois, trés, quatro, cinco, seis,
sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze, quatorze, quinze, dezesseis, dezessete, de-
zoito , dezenove, ou vinte vezes por cada trimestre. Como pode ser apreciado, um
"trimestre" pode se referir a um periodo de um trimestre ou também pode se referir a
um trimestre civil, como um periodo de tempo de 1 janeiro - 31 margo, 1 abril - 30
junho, 1 julho - 30 setembro ou outubro 1 - 31 de dezembro. Em alguns casos, um
"trimestre" pode referir-se um periodo de tempo de cerca de trés meses.

[00202] Em algumas modalidades, um anticorpo em uma dose ou quantidade
de 50 mg, 100 mg a 150 mg, 200 mg, 250 mg, 300 mg, 350 mg, 400 mg, 450 mg, 500
mg, 550 mg, 600 mg, 650 mg, 700 mg, 750 mg, 800 mg, 850 mg, 900 mg, 950 mg,
1000 mg, 1050 mg, 1100 mg, 1150 mg, 1200 mg, 1250 mg, 1300 mg, 1350 mg, 1400
mg, 1450 mg, 1500 mg , 1550 mg, 1600 mg, 1650 mg, 1700 mg, 1750 mg, 1800 mg,
1850 mg, 1900 mg, 1950 mg, 2000 mg, 2,050 mg, 2,100 mg, 2,150 mg, 2200 mg, 2250
mg, 2300 mg, 2350 mg, 2400 mg, 2450 mg, 2500 mg, 2550 mg, 2600 mg, 2650 mg,
2700 mg, 2750 mg, 2800 mg, 2850 mg, 2900 mg, 2950 mg, 3000 mg, ou mais pode
ser administrado (por exemplo, subcutaneamente ou por via intravenosa) a um indivi-
duo uma vez a cada trimestre. Em algumas modalidades, um anticorpo em uma dose
ou quantidade de entre 0,1 mg a 5000 mg, 1 mg a 4000 mg, de 10 mg a 3000 mg, de
10 mg a 2000 mg, 100 mg a 2000 mg, de 150 mg a 2000 mg, 200 mg a 2000 mg, 250
mg a 2000 mg, 300 mg a 2000 mg, 350 mg a 2000 mg, 400 mg a 2000 mg, 450 mg a
2000 mg, 500 mg a 2000 mg, 550 mg a 2000 mg, 600 mg e 2000 mg, 650 mg a 2000
mg, 700 mg a 2000 mg, 750 mg a 2000 mg, 800 mg a 2000 mg, 850 mg a 2000 mg,
900 mg a 2000 mg, 950 mg a 2000 mg, ou 1000 mg a 2000 mg pode ser administrado
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(por exemplo, subcutaneamente ou intravenosamente) a um individuo uma vez a cada
trimestre.

[00203] Em algumas modalidades, a frequéncia em que é administrada uma
dose ou quantidade de um anticorpo (por exemplo, anticorpo, monoclonal que modula
a via de CGRP, o anticorpo antagonista anti-CGRP, anticorpo monoclonal antagonista
anti-CGRP) é, é pelo menos, é menos do que , ou é no maximo, uma, duas, trés,
quatro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze, quatorze, quinze, dezes-
seis, dezessete, dezoito, dezenove, ou vinte vezes por a cada ano, a cada dois anos,
a cada trés anos, a cada quatro anos, ou de cinco em cinco anos. Em algumas moda-
lidades, a frequéncia com a qual um anticorpo (por exemplo, anticorpo, monoclonal
gue modula a via de CGRP, o anticorpo antagonista anti-CGRP, anticorpo monoclonal
antagonista anti-CGRP) é administrado a um individuo € inferior a um, dois, trés, qua-
tro, cinco, seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze, quatorze, quinze, dezesseis,
dezessete, dezoito, dezenove, vinte, vinte e um, vinte e dois, vinte e trés, vinte e quatro
ou vinte e cinco doses por ano.

[00204] Em algumas modalidades, um anticorpo em uma dose ou quanti-
dade de 50 mg, 100 mg a 150 mg, 200 mg, 250 mg, 300 mg, 350 mg, 400 mg, 450
mg, 500 mg, 550 mg, 600 mg, 650 mg, 700 mg, 750 mg, 800 mg, 850 mg, 900 mg,
950 mg, 1000 mg, 1050 mg, 1100 mg, 1150 mg, 1200 mg, 1250 mg, 1300 mg, 1350
mg, 1400 mg, 1450 mg, 1500 mg , 1550 mg, 1600 mg, 1650 mg, 1700 mg, 1750 mg,
1800 mg, 1850 mg, 1900 mg, 1950 mg, 2000 mg, 2,050 mg, 2,100 mg, 2,150 mg, 2200
mg, 2250 mg, 2300 mg, 2350 mg, 2400 mg, 2450 mg, 2500 mg, 2550 mg, 2600 mg,
2650 mg, 2700 mg, 2750 mg, 2800 mg, 2850 mg, 2900 mg, 2950 mg, 3000 mg, ou
mais pode ser administrado a um individuo uma vez a cada ano. Em algumas moda-
lidades, um anticorpo em uma dose ou quantidade de entre 0,1 mg a 5000 mg, 1 mg
a 4000 mg, de 10 mg a 3000 mg, de 10 mg a 2000 mg, 100 mg a 2000 mg, de 150 mg
a 2000 mg, 200 mg a 2000 mg, 250 mg a 2000 mg, 300 mg a 2000 mg, 350 mg a 2000
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mg, 400 mg a 2000 mg, 450 mg a 2000 mg, 500 mg a 2000 mg, 550 mg a 2000 mg,
600 mg e 2000 mg, 650 mg a 2000 mg, 700 mg a 2000 mg, 750 mg a 2000 mg, 800
mg a 2000 mg, 850 mg a 2000 mg, 900 mg a 2000 mg, 950 mg a 2000 mg, ou 1000
mg a 2000 mg pode ser administrado (por exemplo, subcutaneamente ou intraveno-
samente) a um individuo uma vez a cada ano. Em algumas modalidades, entre 450
mg a 2000 mg € administrada uma vez de ano em ano, ou menos.

[00205] Em algumas modalidades, um método pode compreender a adminis-
tracdo de um anticorpo (por exemplo, anticorpo monoclonal que modula a via de
CGRP, o anticorpo antagonista anti-CGRP, anticorpo monoclonal antagonista anti-
CGRP) aqui descrito a um individuo em uma pluralidade de dias. Duas, trés, quatro,
cinco, seis, sete, oito ou mais dias da pluralidade de dias podem ser mais do que 1, 2,
3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27,
28, 29, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70, 75 ou mais dias de intervalo. Em algumas
modalidades, duas da pluralidade de dias sdo mais do que um, dois, trés, quatro,
cinco, seis, sete, oito, nove, dez, onze, doze, treze, catorze, quinze, dezesseis, dezes-
sete, dezoito, dezenove, vinte, vinte e um, vinte e dois, vinte e trés, vinte e quatro,
vinte e cinco, vinte e seis, vinte e sete, vinte e oito, vinte e nove, trinta ou mais dias de
intervalo. Além disso, em algumas modalidades, a quantidade de anticorpo adminis-
trada no primeiro dia de uma pluralidade de dias pode ser diferente (por exemplo,
maior ou menor) do que a quantidade de anticorpo administrada no segundo dia.

[00206] Em algumas modalidades, uma dose inicial (por exemplo, uma dose
de carga) de um anticorpo (por exemplo, anticorpo monoclonal que modula a via de
CGRP, o anticorpo antagonista anti-CGRP, o anticorpo antagonista monoclonal anti-
CGRP) aqui descrita pode ser administrada a um individuo, seguido pela administra-
¢éo de uma ou mais doses adicionais, em intervalos desejados. Em algumas modali-
dades, a dose inicial e uma ou mais das doses adicionais sdo a mesma dose. Em

algumas modalidades, a uma ou mais doses adicionais sdo uma dose diferente do
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que a dose inicial. Em algumas modalidades, a frequéncia na qual as uma ou mais
doses adicionais sdo administradas é constante (por exemplo, todos os meses). Em
algumas modalidades, a frequéncia na qual as uma ou mais doses adicionais s&o
administradas é variavel (por exemplo, uma dose adicional administrada um més apos
a dose inicial, seguida por mais uma dose adicional de trés meses apos a dose inicial).
Pode ser usado qualquer regime desejavel e/ou terapéutico de dose de carga inicial,
doses adicionais, e a frequéncia (por exemplo, incluindo as aqui descritas) de doses
adicionais. Um regime exemplificativo inclui uma dose de carga inicial de 675 mg de
anticorpo antagonista anti-CGRP administrada por via subcuténea, seguido por doses
de manutencgéo de 225 mg subsequentes do anticorpo administrado por via subcuta-
nea em intervalos de um més.

[00207] Em algumas modalidades, uma dose inicial de um anticorpo (por
exemplo, anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP, o anticorpo antagonista
anti-CGRP, o anticorpo antagonista anti-CGRP monoclonal) de 0,1ug, 1 pg, 100 pg, 1
mg, 10 mg, 25 mg, 50 mg, 75 mg, 100 mg, 125 mg, 150 mg, 175 mg, 200 mg, 225 mg,
250 mg, 275 mg, 300 mg, 325 mg, 350 mg, 375 mg, 400 mg, 450 mg, 475 mg, 500
mg, 525 mg, 550 mg, 575 mg, 600 mg, 625 mg, 650 mg, 675 mg, 700 mg, 725 mg,
750 mg, 775 mg, 800 mg , 825 mg, 850 mg, 875 mg, 900 mg, 925 mg, 950 mg, 975
mg, 1000 mg, 1500 mg, 2000 mg e 3000 mg pode ser administrada a um individuo,
seguido por uma ou mais doses adicionais do anticorpo de 0,1 ug, 1 pg, 100 pg, 1 mg,
10 mg, 25 mg, 50 mg, 75 mg, 100 mg, 125 mg, 150 mg, 175 mg, 200 mg, 225 mg, 250
mg, 275 mg, 300 mg, 325 mg, 350 mg, 375 mg, 400 mg, 450 mg, 475 mg, 500 mg,
525 mg, 550 mg, 575 mg, 600 mg, 625 mg, 650 mg, 675 mg, 700 mg, 725 mg, 750
mg, 775 mg, 800 mg , 825 mg, 850 mg, 875 mg, 900 mg, 925 mg, 950 mg, 975 mg,
1000 mg, 1500 mg, 2000 mg e 3000 mg.

[00208] Em algumas modalidades, uma dose ou quantidade de anticorpo (por

exemplo, anticorpo, monoclonal que modula a via de CGRP, o anticorpo antagonista
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anti-CGRP, anticorpo monoclonal antagonista anti-CGRP) aqui descrita pode ser divi-
dida em sub-doses e administrada como sub-doses multiplas, dependendo, por exem-
plo, da via de administracdo e/ou formulagao particular administrada. Por exemplo,
nos casos em que a dose € administrada por via subcutanea, a dose subcutanea pode
ser dividida em sub-doses multiplas e cada sub-dose administrada em um local dife-
rente, a fim de evitar, por exemplo, uma injecdo subcutanea unica maior em uma unica
local. Por exemplo, uma dose subcutanea de 900 mg pode ser dividida em quatro sub-
doses de 225 mg cada e cada dose de 225 mg administrada em local diferente, o que
pode ajudar a minimizar o volume injetado em cada local. A divisdo de sub-doses pode
ser igual (por exemplo, 4 sub-doses iguais) ou pode ser diferente (por exemplo, 4 sub-
doses, duas das sub-doses duas vezes t&do grandes quanto as outras sub-doses).

[00209] Em algumas modalidades, o nimero de doses de anticorpo adminis-
trado a um individuo ao longo do curso do tratamento pode variar dependendo de, por
exemplo, conseguir a reduc¢do da incidéncia de um sintoma vasomotor e/ou dor de
cabeca no individuo. Em algumas modalidades, o sintoma vasomotor &€ associado
com uma forma de dor de cabega (por exemplo, enxaqueca, enxaqueca cronica, en-
xaqueca episodica, outro tipo de dor de cabega, etc.). Por exemplo, o numero de do-
ses administradas ao longo do curso do tratamento pode ser, pode ser, pelo menos,
ou pode ser, no maximo, 1, 2, 3,4,5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40, 41, 42,
43, 44, 45, 46, 47, 48, 49 ou 50. Em alguns casos (por exemplo, nos casos em que
um individuo tem enxaqueca crénica), o tratamento pode ser dado indefinidamente.
Em alguns casos, o tratamento pode ser agudo de tal forma que, no maximo, 1, 2, 3,
4, 5, ou 6 doses sdo administradas a um individuo para o tratamento.

[00210] Em algumas modalidades, uma dose (ou sub-dose) ou a quantidade
de um anticorpo (por exemplo, anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP, o

anticorpo antagonista anti-CGRP, anticorpo monoclonal antagonista anti-CGRP) aqui
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descrita pode ser formulada em uma formulagao liquida e administrada (por exemplo,
por injecao subcuténea, por via de injec&o intravenosa) a um individuo. Em tais casos,
o volume de anticorpo compreendendo a formulacéao liquida pode variar dependendo
de, por exemplo, a concentragao de anticorpo na formulagao liquida, a dose desejada
do anticorpo, e/ou da via de administracdo usada. Por exemplo, o volume de formula-
¢ao liquida compreendendo um anticorpo aqui descrito e administrada (por exemplo,
através de uma injecéo, tal como, por exemplo, uma inje¢do subcutanea ou injegcéo
intravenosa) a um individuo pode ser a partir de 0,001 mL de 10,0 mL, 0,01 mL a 5,0
ml, 0,01 mla5ml, 0,(1ma3ml05mla25mlou1mla25ml Por exemplo, o
volume da formulagao liquida que compreende um anticorpo (por exemplo, anticorpo
monoclonal que modula a via de CGRP, o anticorpo antagonista anti-CGRP, anticorpo
monoclonal antagonista anti-CGRP) aqui descrito e administrado (por exemplo, atra-
vés de uma injecédo, tal como, por exemplo, uma inje¢do subcutanea, uma injegao
intravenosa) a um individuo pode ser, pode ser, pelo menos, pode ser menor do que,
ou pode ser, no maximo, 0,001, 0,005, 0,01, 0,02, 0,03, 0,04, 0,05, 0,06, 0,07, 0,08,
0,09, 0,10, 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7, 0,8, 0,9, 1, 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1.7, 1,8,
1,9,20,21,22,23,24,25,26,27,28, 2,9, 3,0, 31, 3,2, 3,3, 3,4, 3,5, 3,6, 3,7,
3,8,39,40,41,42,43,44,45,46,4,7,4,8,49,5,0, 55, 6,0, 6,5, 7,0, 7,5, 8,0,
8,5, 9,0, 9,5, ou 10,0 mL.

[00211] Em algumas modalidades, uma dose (ou sub-dose) ou a quantidade
de um anticorpo (por exemplo, anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP, o
anticorpo antagonista anti-CGRP, anticorpo monoclonal antagonista anti-CGRP) aqui
descrita pode ser fornecida em recipientes pré-cheios uteis na administracdo de anti-
corpo a um individuo. Tais recipientes pré-cheios podem ser concebidos para autoad-
ministragdo ou para administragao por outrem. Por exemplo, uma dose (ou sub-dose)
ou a quantidade de anticorpo aqui descrito podem ser fornecidas como uma formula-

¢ao liquida em seringas pré-preenchidas. Em tais exemplos, as seringas pré-
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preenchidas podem ser concebidas para autoadministracdo ou para administragao por
outrem. Em alguns casos, as seringas pré-preenchidas podem ser concebidas para
administragao por via subcutanea e/ou intravenosa.

[00212] Para a finalidade da presente invengdo, a dosagem apropriada de
um anticorpo pode depender do anticorpo (ou suas composigdes) usado, do tipo e da
gravidade do sintoma vasomotor, do tipo e da gravidade da dor de cabega (por exem-
plo, enxaqueca) ou outra condi¢do para ser tratadas, se 0 agente € administrado para
fins preventivos ou terapéuticos, da terapia anterior, da histéria clinica do paciente e
da resposta ao agente, e da discrigdo do médico assistente. Normalmente, o clinico
ira administrar o anticorpo até que uma dosagem que alcance o resultado desejado
seja atingida. A dose e/ou a frequéncia pode variar ao longo do curso do tratamento.

[00213] Consideragdes empiricas, tais como a meia-vida, geralmente vao
contribuir para a determinagéo da dosagem. Por exemplo, os anticorpos que sao com-
pativeis com o sistema imunolégico humano, tais como anticorpos humanizados ou
anticorpos completamente humanos, podem ser usados para prolongar a semivida do
anticorpo e para evitar que o anticorpo seja atacado pelo sistema imune do hospe-
deiro. A frequéncia de administragdo pode ser determinada e ajustada durante o curso
da terapia, e é geralmente, mas ndo necessariamente, com base no tratamento e/ou
supressao e/ou melhoria e/ou o atraso da dor de cabega (por exemplo, enxaqueca)
ou outra condicdo. Alternativamente, formulacdes de liberacdo continua sustentada
de anticorpos podem ser apropriadas. Varias formulagdes e dispositivos para a reali-
zacgao de liberagao prolongada s&o conhecidas na técnica.

[00214] Em uma modalidade, as dosagens para um anticorpo (por exemplo,
anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP, o anticorpo antagonista anti-CGRP,
anticorpo monoclonal antagonista anti-CGRP) descrito aqui podem ser determinadas
empiricamente, em individuos a quem foi administrada uma ou mais administragdes

do anticorpo. Aos individuos sao dadas doses incrementais de um anticorpo. Para
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avaliar a eficacia de um anticorpo, um indicador da doenga pode ser seguido.

[00215] A administragdo de um anticorpo (por exemplo, anticorpo monoclonal
gue modula a via de CGRP, o anticorpo antagonista anti-CGRP, anticorpo monoclonal
antagonista anti-CGRP) em conformidade com os métodos da presente invencéo
pode ser continua ou intermitente, dependendo, por exemplo, da condig¢ao fisiologica
do receptor, se o objetivo da administracao € fator terapéutico ou profilatico, e outros
conhecidos dos profissionais especializados. A administracdo de um anticorpo pode
ser essencialmente continua ao longo de um periodo pré-selecionado de tempo ou
pode ser de uma série de doses espacadas, por exemplo, quer antes, durante ou apos
o desenvolvimento de dor de cabega (por exemplo, enxaqueca); antes; durante; antes
e depois; durante e apds o; antes e durante; ou antes, durante, e apds o desenvolvi-
mento de dor de cabeca. A administracdo pode ser antes, durante e/ou depois de
qualquer acontecimento que possa dar origem a dor de cabeca.

[00216] Em algumas modalidades, mais do que um anticorpo pode estar pre-
sente. Pelo menos um, pelo menos dois, pelo menos trés, pelo menos quatro, pelo
menos cinco diferentes, ou mais anticorpos podem estar presentes. Geralmente, os
anticorpos podem ter atividades complementares que ndo se afetam adversamente
umas as outras. Um anticorpo (por exemplo, anticorpo monoclonal que modula a via
de CGRP, o anticorpo antagonista anti-CGRP, anticorpo monoclonal antagonista anti-
CGRP) aqui descrito também pode ser usado em conjunto com outros antagonistas
de CGRP ou antagonistas dos receptores de CGRP. Por exemplo, um ou mais dos
seguintes antagonistas de CGRP podem ser usados: uma molécula anti-sense dirigida
a um CGRP (incluindo uma molécula anti-sense direcionado a um acido nucleico que
codifica o0 CGRP), um composto inibidor de CGRP, um analogo estrutural de CGRP,
uma mutagao dominante negativa de um receptor de CGRP que se liga a um CGRP,
e um anticorpo anti-receptor de CGRP. Um anticorpo pode também ser usados em

conjunto com outros agentes que servem para reforgar e/ou complementar a eficacia
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dos agentes.

[00217] Diagnostico ou avaliagdo da dor de cabega é bem estabelecido na
técnica. A avaliagcdo pode ser realizada com base em medidas subjetivas, como a
caracterizagao do paciente dos sintomas. Por exemplo, enxaqueca pode ser diagnos-
ticada com base nos seguintes critérios: 1) ataques episodicos de dor de cabega de
duracgéo de 4 a 72 horas; 2) com dois dos seguintes sintomas: dor unilateral, latejante,
agravacao em movimento, e dor de intensidade moderada ou grave; e 3) um dos se-
guintes sintomas: nauseas ou vomitos, e fotofobia ou fonofobia. Goadsby et al., N.
Engl. J. Med. 346:257-270, 2002. Em algumas modalidades, a avaliagdo da dor de
cabeca (por exemplo, enxaqueca) pode ser via hora dor de cabeca, tal como descrito
aqui em outro local. Por exemplo avaliagdo da dor de cabega (por exemplo, enxa-
queca) pode ser em termos de horas diarias de dor de cabecga, dor de cabeca em
horas semanais, horas de dor de cabega mensais e/ou em horas de dor de cabeca
anuais. Em alguns casos, hora dor de cabega pode ser conforme relatado pelo indivi-
duo.

[00218] A eficacia do tratamento pode ser avaliada por métodos bem conhe-
cidos na técnica. Por exemplo, o alivio da dor pode ser avaliado. Por conseguinte, em
algumas modalidades, o alivio da dor é subjetivamente observado apés 1, 2, ou algu-
mas horas apos a administracdo de um anticorpo anti-CGRP. Em algumas modalida-
des, a frequéncia de ataques de dor de cabega € subjetivamente observada apods ad-
ministracdo de um anticorpo anti-CGRP.

[00219] Em algumas modalidades, um método para o tratamento ou redugéo
da incidéncia de dor de cabega em um individuo, tal como aqui descrito, pode reduzir
a incidéncia de dor de cabega, apOs uma unica administragdo de um anticorpo (por
exemplo, anticorpo, monoclonal que modula a via de CGRP, o anticorpo antagonista
anti-CGRP, anticorpo antimonoclonal antagonista -CGRP) aqui descrito, para um pe-

riodo de tempo prolongado. Por exemplo, a incidéncia de dor de cabega pode ser
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reduzida para pelo menos 0,5, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
41,42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50 ou mais dias apds uma unica administracao.
[00220] Em algumas modalidades, um método para o tratamento ou redugéo
da incidéncia de dor de cabega em um individuo, tal como aqui descrito, pode reduzir
o0 numero de horas de dor de cabega experimentados por um objeto a partir de um
nivel pré-administragdo apés a administracédo de uma ou mais doses de um anticorpo
(por exemplo, monoclonal anticorpo que modula a via de CGRP, o anticorpo antago-
nista anti-CGRP, anticorpo monoclonal antagonista anti-CGRP) aqui descrito para o
individuo. Por exemplo, horas de dor de cabeca diarias experimentadas pelo individuo
apoés a administracdo de uma ou mais doses de um anticorpo para o individuo podem
ser reduzidas por 0,5, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20,
21, 22, 23 ou 24 horas de dor de cabeca de um nivel pré-administragao no individuo.
Em alguns casos, horas de dor de cabega diarias experimentadas pelo individuo apos
a administragdo de uma ou mais doses de um anticorpo para o individuo podem ser
reduzidas em 0,5%, 1%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%,
60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 99% ou mais, relativamente a um nivel
pré-administracéo no individuo. Em outro exemplo, horas semanais de dor de cabeca
no individuo apds administracdo de uma ou mais doses de um anticorpo para o indi-
viduo podem ser reduzidas por 0,5, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65,
70, 75 ou mais horas de dor de cabeca de um nivel pré-administracdo no individuo.
Em alguns casos, horas de dor de cabega semanais experimentadas pelo individuo
apods a administracdo de uma ou mais doses de um anticorpo para o individuo podem
ser reduzidas em 0,5%, 1%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 99% ou mais, relativamente a um
nivel pré-administragao no individuo. Em outro exemplo, horas mensais de dor de ca-

beca no individuo apds administracdo de uma ou mais doses de um anticorpo para o
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individuo podem ser reduzidas por 0,5, 1, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, 100, 105, 110, 115, 120, 125 ou mais horas de dor de
cabeca de um nivel pré-administracdo. Em alguns casos, horas de dor de cabeca
semanais experimentadas pelo individuo apos a administragao de uma ou mais doses
de um anticorpo para o individuo podem ser reduzidas em 0,5%, 1%, 5%, 10%, 15%,
20%, 25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 99% ou mais, relativamente a um nivel pré-administragdo no individuo.

[00221] Em algumas modalidades, um método para o tratamento ou redugéo
da incidéncia de dor de cabega em um individuo, tal como aqui descrito, pode reduzir
o numero de dias de dor de cabega experimentados por um objeto a partir de um nivel
pré-administracao apds a administracdo de uma ou mais doses de um anticorpo (por
exemplo, monoclonal anticorpo que modula a via de CGRP, o anticorpo antagonista
anti-CGRP, anticorpo monoclonal antagonista anti-CGRP) aqui descrito para o indivi-
duo. Por exemplo, dias semanais de dor de cabeca no individuo apds administragao
de uma ou mais doses de um anticorpo para o individuo podem ser reduzidos por 0,5,
1,1,5,2,2,5,3,35,4,45, 5, 5,5, 6, 6,5, ou 7 dias de dor de cabeg¢a de um nivel pré-
administragao no individuo. Em alguns casos, dias de dor de cabega semanais expe-
rimentadas pelo individuo apds a administracdo de uma ou mais doses de um anti-
corpo para o individuo podem ser reduzidos em 0,5%, 1%, 5%, 10%, 15%, 20%, 25%,
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 99%
ou mais, relativamente a um nivel pré-administragdo no individuo. Em outro exemplo,
dias mensais de dor de cabeca no individuo apds administragdo de uma ou mais do-
ses de um anticorpo para o individuo podem ser reduzidos por 0,5, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10, 15, 20 ou mais dias de dor de cabeca de um nivel pré-administragao.

[00222] Em algumas modalidades, um método pode compreender a adminis-
tracdo a um individuo de um ou mais agentes adicionais simultaneamente ou sequen-

cialmente com um anticorpo (por exemplo, anticorpo monoclonal que modula a via de
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CGRP, o anticorpo antagonista anti-CGRP, anticorpo monoclonal antagonista anti-
CGRP). Em algumas modalidades, um agente adicional pode ser um medicamento
anti-dor de cabega, tal como um exemplo de medicamentos anti-dor de cabeca (por
exemplo, agonistas de 5-HT1, triptanos, alcaloides de cravagem do centeio, opiaceos,
‘lantagonistas p-adrenérgicos, NSAIDs) aqui descritos em outro local. Em algumas
modalidades, um efeito terapéutico pode ser maior em comparagdo com o uso de um
anticorpo ou um ou mais agentes adicionais sozinhos. Deste modo, um efeito sinér-
gico entre um anticorpo e um ou mais agentes adicionais pode ser alcangado. Em
algumas modalidades, um ou mais agentes podem ser tomados por um individuo pro-
filaticamente.

B. anticorpos antagonistas anti-CGRP

[00223] Em algumas modalidades, os métodos da invengao utilizam um anti-
corpo, que pode ser um anticorpo antagonista anti-CGRP. Um anticorpo antagonista
anti-CGRP pode referir-se a qualquer molécula de anticorpo que bloqueia, suprime ou
reduz (incluindo significativamente) a atividade biologica de CGRP, incluindo vias a
jusante mediadas por sinalizagdo de CGRP, tais como ligagao e/ou desencadeamento
de uma resposta celular ao receptor de CGRP.

[00224] Um anticorpo antagonista anti-CGRP pode exibir qualquer um ou
mais das seguintes caracteristicas: (a) se ligam a CGRP; (B) bloqueiam o CGRP a
partir da ligagcdo ao seu receptor(es); (c) ativam o bloco ou diminuem o receptor de
CGRP (incluindo a ativacdo de AMPc); (d) inibem a atividade biolégica de CGRP ou
vias a jusante mediadas pela fungao de sinalizagdo de CGRP; (e) previnem, melhorar
ou tratar qualquer aspecto da dor de cabecga (por exemplo, enxaqueca); (f) aumentam
a depuragao de CGRP; e (g) inibem (reducado), produzem ou libertam a sintese de
CGRP. Anticorpos antagonista anti-CGRP s&o conhecidos na técnica. Ver, por exem-
plo, Tan et al., Clin. Sci. (Lond). 89:565-73, 1995; Sigma (Missouri, US), numero do
produto C7113 (clone #4901); Plourde et al., Peptides 14:1225-1229, 1993.
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[00225] Em algumas modalidades, o anticorpo reage com o CGRP de uma
maneira que inibe CGRP, e/ou a via de CGRP, incluindo vias a jusante mediadas pela
funcdo de sinalizagdo de CGRP. Em algumas modalidades, o anticorpo antagonista
anti-CGRP reconhece CGRP humano. Em algumas modalidades, o anticorpo antago-
nista anti-CGRP humano liga-se a ambos a-CGRP e B-CGRP. Em algumas modali-
dades, o anticorpo antagonista anti-CGRP se liga ao CGRP humano e de rato. Em
algumas modalidades, o anticorpo antagonista anti-CGRP se liga ao fragmento C-
terminal com aminoacidos de 25-37 de CGRP. Em algumas modalidades, o anticorpo
antagonista anti-CGRP se liga a um epitopo C-terminal nos aminoacidos de 25-37 de
CGRP.

[00226] Os anticorpos Uteis na presente invengcdo podem incluir anticorpos
monoclonais, anticorpos policlonais, fragmentos de anticorpos (por exemplo, Fab,
Fab', F(ab')2, Fv, Fc, etc.), anticorpos quiméricos, anticorpos biespecificos, anticorpos
heteroconjugados, unica cadeia (scFv), os seus mutantes, proteinas de fusdo com-
preendendo uma porgao de anticorpo (por exemplo, um anticorpo de dominio), anti-
corpos humanizados e qualquer outra configuracdo modificada da molécula de imu-
noglobulina que compreende um local de reconhecimento do antigeno da especifici-
dade requerida, incluindo variantes de glicosilagdo de anticorpos , sequéncia de ami-
noacidos variantes de anticorpos, e anticorpos modificados covalentemente. Os anti-
corpos podem ser murinos, ratos, humanos, ou de qualquer outra origem (incluindo
anticorpos quimeéricos ou humanizados).

[00227] Em algumas modalidades, o anticorpo anti- CGRP é um anticorpo
monoclonal. Em algumas modalidades, o anticorpo antagonista anti-CGRP & humani-
zado. Em algumas modalidades, o anticorpo € humano. Em algumas modalidades, o
anticorpo antagonista anti-CGRP é um anticorpo G1 (conforme descrito aqui). Em al-
gumas modalidades, o anticorpo antagonista anti-CGRP compreende um ou mais

CDR(s) (como um, dois, trés, quatro, cinco ou, em algumas modalidades, todos os
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seis CDRs) do anticorpo G1 ou as variantes de G1 mostradas na Tabela 6. Em outras
modalidades, ainda, o anticorpo antagonista anti-CGRP compreende a sequéncia de
aminoacidos da regido variavel de cadeia pesada mostrada na Figura 5 (SEQ ID NO:
1) e a sequéncia de aminoacidos da regido variavel da cadeia leve mostrada na Figura
5 (SEQ ID NO: 2).

[00228] Em algumas modalidades, o anticorpo compreende uma regido vari-
avel de cadeia leve (LCVR) e uma regi&o variavel de cadeia pesada (HCVR) selecio-
nadas de entre os grupos que consistem em:(a) LCVR17 (SEQ ID NO: 58) e HCVR22
(SEQ ID NO: 59); (b) LCVR18 (SEQ ID NO: 60) e HCVR23 (SEQ ID NO: 61); (c)
LCVR19 (SEQ ID NO: 62) e HCVR24 (SEQ ID NO: 63); (d) LCVR20 (SEQ ID NO: 64)
e HCVR25 (SEQ ID NO: 65); (e) LCVR21 (SEQ ID NO: 66) e HCVR26 (SEQ ID NO:
67); (f) LCVR27 (SEQ ID NO: 68) e HCVR28 (SEQ ID NO: 69); (g) LCVR29 (SEQ ID
NO: 70) e HCVR30 (SEQ ID NO: 71); (h) LCVR31 (SEQ ID NO: 72) e HCVR32 (SEQ
ID NO: 73); (i) LCVR33 (SEQ ID NO: 74) e HCVR34 (SEQ ID NO: 75); (j) LCVR35
(SEQ ID NO: 76) e HCVR36 (SEQ ID NO: 77); e (k) LCVR37 (SEQ ID NO: 78) e
HCVR38 (SEQ ID NO: 79). As sequéncias destas regides sao aqui proporcionadas.
Outros exemplos de anticorpos estdo descritos em US20110305711,
US20120294802, US20120294797 e US20100172895, os quais sao aqui incorpora-
dos por referéncia.

[00229] Em algumas modalidades, o anticorpo compreende uma regido cons-
tante modificada, tal como uma regido constante que € imunologicamente inerte aqui
descrita. Em algumas modalidades, a regido constante é modificada conforme des-
crito em Eur. J. Immunol. (1999) 29:2613-2624; Pedido PCT No. PCT/GB99/01441;
e/ou o Pedido de Patente UK No. 9809951,8. Em outras modalidades, o anticorpo
compreende uma regido constante de IgG2 de cadeia pesada humana, compreen-
dendo as seguintes mutagdes: A330P331 para S330S331 (numeragao de aminoaci-

dos com referéncia a sequéncia de 1gG2 de tipo selvagem). Eur. J. Immunol. (1999)
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29:2613-2624. Em algumas modalidades, o anticorpo compreende uma regido cons-
tante de 1gG4 compreendendo as seguintes mutagdes: E233F234L235 para
P233V234A235. Em ainda outras modalidades, a regido constante € aglicosilada para
a glicosilagéo ligada a N. Em algumas modalidades, a regido constante é aglicosilada
para a glicosilagao ligada a N pela mutagao do residuo de ligagdo a oligossacarideos
(como Asn297) e/ou residuos de flanqueamento que sao parte da sequéncia de reco-
nhecimento de N-glicosilagao na regido constante. Em algumas modalidades, a regi&o
constante aglicosilada para a glicosilagdo ligada a N. A regido constante pode ser
aglicosilada para a glicosilagédo ligada a N, enzimaticamente ou pela expressédo em
uma célula hospedeira deficiente quanto a glicosilagao.

[00230] A afinidade de ligagdo (KD) de um anticorpo anti-CGRP para CGRP
(tal como humano a-CGRP) pode ser de cerca de 0,02 a cerca de 200 nM. Em algu-
mas modalidades, a afinidade de ligacao fica entre aproximadamente 200 nM, aproxi-
madamente 100 nM, cerca de 50 nM, cerca de 10 nM, aproximadamente 1 nM, apro-
ximadamente 500 pM, aproximadamente 100 pM, aproximadamente 60 pM, aproxi-
madamente 50 pM, aproximadamente 20 pM, cerca de 15 pM, cerca de 10 pM, cerca
de 5 pM ou cerca de 2 pM. Em algumas modalidades, a afinidade de ligagéo é inferior
a cerca de 250 nM, cerca de 200 nM, cerca de 100 nM, cerca de 50 nM, cerca de 10
nM, aproximadamente 1 nM, aproximadamente 500 pM, aproximadamente 100 pM ou
aproximadamente 50 pM.

[00231] Uma maneira de determinar a afinidade de ligagdo de anticorpos para
CGRP é medindo a afinidade de ligagao de fragmentos Fab monofuncionais do anti-
corpo. Para obter fragmentos Fab monofuncionais, um anticorpo (por exemplo, IgG)
pode ser clivado com papaina ou expresso de forma recombinante. A afinidade de um
fragmento anti-CGRP de Fab de um anticorpo pode ser determinada por ressonancia
de plasma de superficie (ressonancia de plasmon de superficie Biacore3000™ (SPR),

sistema BlAcore, INC, Piscataway NJ), equipado com chips sensores de
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estreptavidina pré-imobilizada (SA) usando tampao de execu¢cdo HBS-EP (HEPES
0,01 M, pH 7,4, NaCl 0,15, EDTA 3 amM, 0,005% v/v Tensoativo P20). CGRP humano
biotinilado (ou qualquer outro CGRP) pode ser diluido em tampao de HBS-EP para
uma concentragdo de menos do que 0,5 ug/mL e injetado ao longo dos canais de chip
individuais usando tempos de contato variaveis, para realizar duas gamas de densi-
dade de antigeno, quer 50-200 unidades de resposta (RU) para estudos cinéticos por-
menorizados ou 800-1.000 RU para ensaios de triagem. Estudos de regeneragéo
mostraram que o NaOH a 25 mM em 25% v/v de etanol remove eficazmente o Fab
ligado, mantendo a atividade de CGRP no chip para mais de 200 injeg¢des. Tipica-
mente, diluigbes em série (abrangendo concentragdes de KD estimado de 0.1-10x) de
amostras de Fab purificado foram injetadas durante 1 min a 100 uL/hora e sdo permi-
tidos tempos de até duas horas de dissociacido. As concentragdes das proteinas Fab
s&o determinadas por ELISA e/ou eletroforese de SDS-PAGE utilizando um fragmento
de Fab de concentragado conhecida (tal como determinado por analise de aminoaci-
dos) como um padrdo. Taxas de cinética de associagao (kon) e taxas de dissociagéo
(koff) foram obtidas simultaneamente através do ajuste dos dados globais a um mo-
delo 1:1 de ligacdo de Langmuir (Karlsson, R. Roos, H. Fagerstam, L. Petersson, B.
(1994). Methods Enzymology 6. 99-110), utilizando o programa BlAevaluation. Valores
de constante de equilibrio de dissociagado (KD) s&o calculados como koff/kon. Este
protocolo € adequado para uso na determinagao da afinidade de ligagdo de um anti-
corpo a qualquer CGRP, incluindo CGRP humano, CGRP de outro mamifero (tal como
CGRP de camundongo, o CGRP de rato, CGRP de primata), bem como diferentes
formas de CGRP (tais como as formas a e ). A afinidade de ligagdo de um anticorpo
€ geralmente medida a 25 ° C, mas também pode ser medida a 37 ° C.

[00232] Os anticorpos, incluindo anticorpos antagonistas anti-CGRP, podem
ser feitos por qualquer método conhecido na técnica. A rota e calendario de imuniza-

¢ao do animal hospedeiro sdo geralmente de acordo com técnicas estabelecidas e
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convencionais para estimulagdo e produgao de anticorpos, como descrito adicional-
mente aqui. As técnicas gerais para a produgéo de anticorpos humanos e de camun-
dongo sdo conhecidas na técnica e sdo aqui descritas.

[00233] E contemplado que qualquer individuo mamifero, incluindo seres hu-
manos ou ceélulas produtoras de anticorpos dos mesmos podem ser manipulados para
servir como base para a produgdo de mamiferos, incluindo linhagens celulares de hi-
bridoma humano. Tipicamente, o animal hospedeiro € inoculado por via intraperito-
neal, por via intramuscular, por via oral, por via subcuténea, intraplantar, e/ou por via
intradérmica com uma quantidade de imundgeno, incluindo tal como aqui descrito.

[00234] Os hibridomas podem ser preparados a partir dos linfécitos e células
de mieloma imortalizadas utilizando a técnica de hibridagédo de células somaticas geral
de Kohler, B. e Milstein, C. (1975) Nature 256: 495-497 ou como modificado por Buck,
D.W., et al, Em. In vitro, 18: 377-381 (1982). Linhagens de mieloma disponiveis, inclu-
indo, mas nao se limitando a X63-Ag8.653 e aquelas a partir do Salk Institute, Cell
Distribution Center, San Diego, Calif., EUA, podem ser usadas na hibridac&o. Geral-
mente, a técnica envolve a fusdo de células de mieloma e células linfoides utilizando
um fusogen tais como polietileno glicol, ou por meios elétricos bem conhecidos da-
queles versados na técnica. Apos a fusdo, as células sdo separadas do meio de fusao
e crescidas em um meio de crescimento seletivo, tal como a hipoxantina-aminopte-
rina-timidina (HAT), para eliminar as células parentais ndo hibridadas. Qualquer um
dos meios aqui descritos, completados com ou sem soro, podem ser usados para a
cultura de hibridomas que segregam anticorpos monoclonais. Como outra alternativa
a técnica de fusao celular, as células B imortalizadas por EBV podem ser usadas para
produzir anticorpos monoclonais (por exemplo, anticorpos monoclonais anti-CGRP)
da presente invengao. Os hibridomas sdo expandidos e subclonados, se desejado, e
0s sobrenadantes s&o testados para a atividade anti-imundgeno por procedimentos

de imunoensaio convencionais (por exemplo, radioimunoensaio, imunoensaio
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enzimatico, ou imunoensaio de fluorescéncia).

[00235] Os hibridomas que podem ser usados como fonte de anticorpos
abrangem todos os derivados, as células de progénie dos hibridomas parentais que
produzem anticorpos monoclonais especificos para o CGRP, ou uma porgéo respec-
tiva.

[00236] Os hibridomas que produzem tais anticorpos podem ser crescidos in
vitro ou in vivo, utilizando procedimentos conhecidos. Os anticorpos monoclonais po-
dem ser isolados a partir dos fluidos corporais ou de meios de cultura, por meio de
procedimentos de purificagdo de imunoglobulina convencionais, tais como precipita-
¢ao com sulfato de amoénio, eletroforese em gel, didlise, cromatografia e ultrafiltragéo,
se desejado. Atividade indesejada, se presente, pode ser removida, por exemplo, exe-
cutando a preparagao sobre adsorventes feitos do imunogeno ligado a uma fase sélida
e eluindo ou libertando os anticorpos desejados fora do imundgeno. A imunizagéo de
um animal hospedeiro com um CGRP humano, ou um fragmento contendo a sequén-
cia de aminoacidos alvo conjugada com uma proteina que é imunogénica na espécie
a ser imunizada, por exemplo, hemocianina de lapa Fissurella, albumina sérica, tiro-
globulina bovina, ou inibidor de tripsina de soja, utilizando um agente bifuncional ou
de derivatizag&o, por exemplo, éster de maleimidobenzoilsulfosuccinimida (conjuga-
¢ao através de residuos de cisteina), N-hidroxissuccinimida (através de residuos de
lisina), glutaraldeido, anidrido succinico, SOCI2, ou R1N = C = NR, onde R e R1 séo
grupos alquil diferentes, pode produzir uma populagado de anticorpos (por exemplo,
anticorpos monoclonais).

[00237] Se desejado, um anticorpo (por exemplo, anticorpo monoclonal ou
policlonal antagonista anti-CGRP) de interesse pode ser sequenciado e a sequéncia
de polinucleotideo pode entdo ser clonada em um vector de expressdo ou propaga-
¢ao. A sequéncia que codifica o anticorpo de interesse pode ser mantida em um vetor

em uma célula hospedeira e a célula hospedeira pode entdo ser expandida e
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congelada para futuro uso. Em alternativa, a sequéncia de polinucleotideo pode ser
usado para a manipulagé&o genética para "humanizar" o anticorpo ou para melhorar a
afinidade, ou outras caracteristicas do anticorpo. Por exemplo, a regido constante
pode ser manipulada para se assemelhar a mais regides constantes humanas para
evitar a resposta imunoldgica se o anticorpo é usado em ensaios clinicos e tratamen-
tos em seres humanos. Pode ser desejavel manipular geneticamente a sequéncia de
anticorpo para obter uma maior afinidade para o CGRP e uma maior eficacia na inibi-
c¢ao de CGRP. Sera evidente para aquele versado na técnica que uma ou mais alte-
ragdes de polinucleotideos podem ser feitas com o anticorpo antagonista anti-CGRP
e ainda manter a sua capacidade de ligacdo a CGRP.

[00238] Humanizar um anticorpo monoclonal pode compreender quatro eta-
pas gerais. Estas sdo: (1) determinar as sequéncias de nucleotideos e sequéncia de
aminoacidos previstas dos dominios variaveis de cadeia leve e pesada do anticorpo
de partida (2) projetar o anticorpo humanizado, ou seja, decidir qual a regido estrutural
de anticorpo a ser usada durante o processo de humanizagao (3) metodologias/técni-
cas de humanizagéo real e (4) a transfec¢ao e expressédo do anticorpo humanizado.
Ver, por exemplo, Patentes US N° 4816567. 5.807.715; 5.866.692; 6.331.415;
5,530,101; 5.693.761; 5693762; 5585089; e 6.180.370.

[00239] Um numero de moléculas de anticorpo "humanizadas" que compre-
endem um local de ligagdo a antigeno derivado de uma imunoglobulina ndo humana
tém sido descritas, incluindo anticorpos quiméricos tendo regides V de roedor modifi-
cadas e de roedor e as suas regides determinantes de complementaridade associada
(CDRs) fundidas com dominios constantes humanos. Ver, 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 roedor enxertadas em

uma regido de estrutura de suporte humana (FR) antes da fusdo com um dominio
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constante de anticorpo humano apropriado. Ver, por exemplo, Riechmann et al.
Nature 332:323-327 (1988), Verhoeyen et al. Science 239:1534-1536 (1988), e Jones
et al. Nature 321:522-525 (1986). Outra referéncia descreve CDRs de roedor suporta-
das por regides de estrutura folneada de roedor de forma recombinante. Ver, por
exemplo, Publicacédo de Patente Europeia N° 0.519.596. Estas moléculas "humaniza-
das" s&o projetadas para minimizar a resposta imunoldgica indesejavel para molécu-
las de anticorpos anti-humanos de roedor, o que limita a duragao e a eficacia de apli-
cacgoes terapéuticas de tais fragbes em receptores humanos. Por exemplo, a regido
constante de anticorpo pode ser manipulada de modo que € imunologicamente inerte
(por exemplo, ndo provoca a lise do complemento). Ver, por exemplo, a Publicagéo
PCT No. PCT/GB99/01441; Pedido de Patente UK No. 9809951,8. Outros métodos
de humanizar anticorpos que também podem ser usados sao descritos por Daugherty
et al., Nucl. Acids Res. 19: 2471-2476 (1991) e nas Patentes US N°s 6.180.377;
6.054.297; 5.997.867; 5.866.692; 6.210.671; e 6.350.861; e na Publicagdo PCT No.
WO 01/27160.

[00240] Em ainda outra alternativa, os anticorpos totalmente humanos podem
ser obtidos utilizando camundongos disponiveis comercialmente que foram manipula-
dos para expressar proteinas especificas de imunoglobulina humana. Os animais
transgénicos que sao projetados para produzir uma mais desejavel (por exemplo, an-
ticorpos totalmente humanos) resposta imunitaria, ou mais robusta, também podem
ser usados para a geragao de anticorpos humanizados ou humanos. Exemplos de tal
tecnologia sdo Xenomouse™ da Abgenix, Inc. (Fremont, CA) e HuUMAb-Mouse® e TC
Mouse™ da Medarex, Inc. (Princeton, NJ).

[00241] Em uma alternativa, os anticorpos podem ser feitos de forma recom-
binante e expressos utilizando qualquer método conhecido na técnica. Em outra alter-
nativa, os anticorpos podem ser feitos de forma recombinante por tecnologia de apre-

sentacdo em fagos. Ver, por exemplo, Patentes US N°s 5,565, 332. 5.580.717;
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5.733.743; e 6.265.150; e Winter et al., Annu. Rev. Immunol. 12:433-455 (1994). Al-
ternativamente, a tecnologia de apresentacdo em fagos (McCafferty et al, Nature
348:552-553 (1990)) pode ser usada para produzir anticorpos humanos e fragmentos
de anticorpo in vitro, a partir de repertorios variaveis de imunoglobulina (V) de genes
do dominio de doadores ndo imunizados. De acordo com esta técnica, os genes de
dominio V de anticorpo sao clonados em-estrutura em um gene de proteina de reves-
timento principal ou menor de um bacteriéfago filamentoso, tal como M13 ou fd, e
exibido como fragmentos de anticorpo funcionais na superficie da particula de fago.
Porque a particula filamentosa contém uma cépia de DNA de fita simples do genoma
do fago, as selegdes baseadas nas propriedades funcionais do anticorpo resultam
também na selegdo do gene que codifica o anticorpo que exibe aquelas propriedades.
Assim, o fago imita algumas das propriedades da célula B. A exposi¢cao de fago pode
ser executada em uma variedade de formatos; para revisdes ver, por exemplo, John-
son, Kevin S. and Chiswell, David J., Current Opinion in Structural Biology 3:564-571
(1993). Diversas fontes de segmentos V-gene podem ser usadas para a exposigéo de
fago. Clackson et al., Nature 352:624-628 (1991) isolaram uma disposigéo diversa de
anticorpos anti-oxazolona de uma biblioteca combinatorial aleatéria pequena de genes
V derivados dos bagos de camundongos imunizados. Um repertorio de genes V dos
doadores humanos nao imunizados pode ser construido e anticorpos a uma disposi-
¢ao diversa de antigenos (incluindo antigenos proprios) podem ser isolados essenci-
almente depois das técnicas descritas por Mark et al., J. Mol. Biol. 222:581-597 (1991),
ou Giriffith et al., EMBO J. 12:725-734 (1993). Em uma resposta imunitaria natural, os
genes de anticorpos acumulam mutagdes a uma taxa elevada (hipermutagdo soma-
tica). Algumas das alteragdes introduzidas conferirdo maior afinidade, e as células B
que exibem imunoglobulina de alta afinidade de superficie sdo preferencialmente re-
plicadas e diferenciadas durante o desafio com antigeno subsequente. Este processo

natural pode ser imitado empregando a técnica conhecida como "rearranjo de
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cadeias". Marks, et al., Bio/Technol. 10:779-783 (1992)). Neste método, a afinidade
de anticorpos humanos "primarios" obtidos por exibicdo em fagos pode ser melhorada
substituindo sequencialmente os genes da regidao V de cadeia pesada e leve com
repertorios de variantes que ocorrem naturalmente (repertorios) de genes do dominio
V obtidos de dadores n&o imunizados. Esta técnica permite a produgao de anticorpos
e fragmentos de anticorpo com afinidades no intervalo de pM-nM. Uma estratégia para
a preparacéo de fagos muito grandes repertorios de anticorpos (também conhecida
como "a principal de todas as bibliotecas") foi descrita por Waterhouse et al., Nucl.
Acids Res. 21:2265-2266 (1993). Embaralhamento genético pode também ser usado
para derivar anticorpos humanos a partir de anticorpos de roedor, onde o anticorpo
humano tem afinidades e especificidades semelhantes as do anticorpo de roedor de
partida. De acordo com este método, que é também referido como "impressao de epi-
topo", o gene do dominio V de cadeia pesada ou leve de anticorpos de roedores obti-
dos pela técnica de apresentacdo em fagos é substituido com um repertério de genes
do dominio V humano, criando quimeras do roedor-humano. A selecdo com antigeno
resulta no isolamento de regides variaveis humanas capazes de restaurar um sitio de
ligacdo ao antigeno funcional, ou seja, o epitopo governa (impressa) a escolha do
parceiro. Quando o processo € repetido de modo a substituir o dominio V de roedor
remanescente, obtém um anticorpo humano (ver PCT No. de publicagdgo WO
93/06213, publicado em 1 de abril, 1993). Ao contrario da humanizagao tradicional de
anticorpos de roedor por enxerto de CDR, esta técnica proporciona anticorpos com-
pletamente humanos, que n&o tém estrutura ou CDR de origem nos residuos de roe-
dor.

[00242] E aparente que, embora a discussdo acima se refere aos anticorpos
humanizados, os principios gerais discutidos sdo aplicaveis para a personalizagao de
anticorpos para uso, por exemplo, em caes, gatos, primatas, bovinos e equinos. E

ainda evidente que um ou mais aspectos da humanizacdo de um anticorpo aqui
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descrito pode ser combinado, por exemplo, enxerto de CDR, mutacdo de framework
e mutagao de CDR.

[0024 3] Os anticorpos podem ser feitos de forma recombinante, em primeiro
lugar isolando os anticorpos e as células produtoras de anticorpos a partir de animais
hospedeiros, obtendo a sequéncia do gene, e utilizando a sequéncia do gene para
expressar o anticorpo de forma recombinante em células hospedeiras (por exemplo,
células CHO). Outro método que pode ser empregue € o de expressar a sequéncia
do anticorpo em plantas (por exemplo, tabaco) ou leite transgénico. Os métodos para
expressar anticorpos de forma recombinante em plantas ou leite tém sido divulgados.
Ver, por exemplo, Peeters, et al. Vaccine 19:2756 (2001); Lonberg, N. and D. Huszar
Int.Rev.Immunol 13:65 (1995); and Pollock, et al., J Immunol Methods 231:147(1999).
Os métodos para preparar derivados de anticorpos, por exemplo, humanizados, de
cadeia simples, etc., sdo conhecidos na técnica.

[00244] Os imunoensaios e as técnicas de triagem de citometria de fluxo, tais
como células ativadas por fluorescéncia (FACS), também podem ser usadas para iso-
lar anticorpos que sao especificos para o CGRP.

[00245] Os anticorpos podem ser ligados a muitos transportadores diferen-
tes. Os transportadores podem ser ativos e/ou inertes. Exemplos de transportadores
bem conhecidos incluem polipropileno, poliestireno, polietileno, dextrano, nylon, ami-
lases, vidro, celuloses naturais e modificadas, poliacrilamidas, agaroses e magnetite.
A natureza do transportador pode ser soluvel ou insoluvel. Os versados na técnica
conhecerao outros transportadores adequados para a ligagdo de anticorpos, ou seréo
capazes de os determinar, utilizando experimentacao de rotina. Em algumas modali-
dades, o transportador compreende uma por¢éo que tem como alvo o miocardio.

[00246] DNA que codifica o anticorpo monoclonal é faciimente isolado e se-
guenciado usando procedimentos convencionais (por exemplo, usando sondas de oli-

gonucleotideos que sdo capazes de se ligar especificamente a genes que codificam
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as cadeias pesadas e leves dos anticorpos monoclonais). As células de hibridoma
servem como uma fonte preferencial de tal DNA. Uma vez isolado, o DNA pode ser
colocado em vetores de expressao (tal como os vetores de expressao descritos na
Publicagdo PCT No. WO 87/04462), que sao entao transfectados para células hospe-
deiras, tais como células de E. coli, células COS de simio, células de ovario de hams-
ter chinés (CHO), ou células de mieloma que de outro modo n&o produzem proteina
imunoglobulina, para obter a sintese de anticorpos monoclonais nas células hospe-
deiras recombinantes. Ver, por exemplo, a Publicagcédo PCT No. WO 87/04462. O DNA
também pode ser modificado, por exemplo, por substituicido da sequéncia de codifica-
¢ao para dominios constantes humanos de cadeia pesada e leve no lugar das sequén-
cias homologas de murideo, Morrison et al., Proc. Nat. Acad. Sci. 81: 6851 (1984), ou
unindo covalentemente a sequéncia de codificagdo da imunoglobulina toda ou parte
da sequéncia de codificagdo para um polipeptideo de ndo imunoglobulina. Desta ma-
neira, anticorpos "quiméricos" ou "hibridos" que séo preparados tém a especificidade
de ligagao de um anticorpo monoclonal anti-CGRP aqui.

[00247] Os anticorpos (anticorpos antagonistas, por exemplo, anti-CGRP) e
polipeptideos derivados de anticorpos podem ser identificados ou caracterizados uti-
lizando métodos conhecidos na técnica, em que a reducao, melhoria ou a neutraliza-
¢ao de uma atividade biologica de CGRP é detectada e/ou medida. Por exemplo, o
anticorpo antagonista anti-CGRP, também pode ser identificado por incubagao de um
agente candidato com CGRP e monitorizagdo de qualquer uma ou mais das seguintes
caracteristicas: (a) ligam a CGRP; (b) bloqueiam o CGRP a partir da ligagdo ao seu
receptor (es); (c) ativam o bloco ou diminuem o receptor de CGRP (incluindo a ativa-
¢ao de AMPc); (d) inibem a atividade biolégica de CGRP ou vias a jusante mediadas
pela funcdo de sinalizagdo de CGRP; (e) previnem, melhorar ou tratar qualquer as-
pecto da dor de cabega (por exemplo, enxaqueca); (f) aumentam a depuracéo de

CGRP; e (g) inibem (redugao), produzem ou libertam a sintese de CGRP. Em algumas
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modalidades, um anticorpo ou polipeptideo antagonista anti-CGRP é identificado por
incubagédo de um agente candidato com CGRP e monitorizagao da ligagao a redugéo
e/ou do tratador ou neutralizagdo de uma atividade biologica de CGRP. O ensaio de
ligacdo pode ser realizado com polipeptideo (s) purificado (s) CGRP, ou com células
que expressam naturalmente, ou transfectadas para expressar, polipeptideo (s) de
CGRP. Em uma modalidade, o ensaio de ligagdo é um ensaio de ligagdo competitiva,
em que a capacidade de um anticorpo candidato para competir com um anticorpo
antagonista anti-CGRP conhecido pela ligagdo CGRP ¢ avaliada. O ensaio pode ser
realizado em varios formatos, incluindo o formato ELISA. Em outras modalidades, um
anticorpo antagonista anti-CGRP é identificado por incubagao de um agente candidato
com CGRP e monitorizag&o inibicdo da ligacdo e ativagdo do receptor auxiliar de
CGRP expresso na superficie de uma célula.

[00248] Apds a identificacdo inicial, a atividade de um anticorpo candidato
(por exemplo, anticorpo antagonista anti-CGRP) pode ser ainda confirmada e refinada
por bioensaios conhecidos, para testar as atividades biolégicas orientadas. Alternati-
vamente, bioensaios podem ser usados para rastrear candidatos diretamente. Por
exemplo, CGRP promove uma série de alteragdes mensuraveis nas células que res-
pondem. Estes incluem, mas ndo est&o limitados a estimulacdo de cAMP na célula
(por exemplo, células SK-N-MC). A atividade antagonista pode também ser medida
usando modelos animais, tais como a medigédo vasodilatagdo cutédnea induzida pela
estimulacdo do nervo safeno de camundongo. Escott et al., Br. J. Pharmacol. 110:
772-776, 1993. Os modelos animais de dor de cabecga (tais como, enxaqueca) pode
ainda sdo usados para testar a eficacia dos anticorpos ou polipeptideos antagonistas.
Reuter, et al., Functional Neurology (15) Suppl.3, 2000. Alguns dos métodos para
identificacdo e caracterizagdo de anticorpo antagonista anti-CGRP ou polipeptideo
sao descritos em detalhe nos Exemplos.

[00249] Os anticorpos, incluindo anticorpos antagonistas anti-CGRP, podem
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ser caracterizados utilizando métodos bem conhecidos na técnica. Por exemplo, um
método consiste em identificar o epitopo ao qual se liga, ou "mapeamento de epito-
pos". Existem muitos métodos conhecidos na técnica para o mapeamento e caracte-
rizar a localizagdo de epitopos nas proteinas, incluindo resolver a estrutura cristalina
de um complexo anticorpo-antigeno, ensaios de competigdo, ensaios de expresséo
de fragmento de gene, e ensaios a base de peptideos sintéticos, como descrito, por
exemplo, no capitulo 11 do Harlow e Lane,Using Antibodies, a Laboratory Manual,
Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, New York, 1999. Em um
exemplo adicional, o0 mapeamento de epitopo pode ser usado para determinar a se-
guéncia a qual um anticorpo anti-CGRP liga o anticorpo antagonista. Mapeamento de
epitopos esta comercialmente disponivel a partir de varias fontes, por exemplo, siste-
mas de PEPSCAN (Edelhertweg 15, 8219 PH Lelystad, Holanda). O epitopo pode ser
um epitopo linear, isto é, contido em uma unica extensao de aminoacidos, ou um epi-
topo conformacional formado por uma interagéo tridimensional de aminoacidos que
necessariamente ndo pode ser contida em um estiramento unico. Os peptideos de
comprimentos variaveis (por exemplo, pelo menos 4-6 aminoacidos de comprimento)
podem ser isolados ou sintetizados (por exemplo, de forma recombinante) e usados
para ensaios de ligagdo com um anticorpo antagonista anti-CGRP. Em outro exemplo,
o epitopo ao qual liga o anticorpo antagonista anti-CGRP pode ser determinado em
um rastreio sistematico utilizando peptideos sobrepostos derivados da sequéncia de
CGRP e determinacao da ligag&o pelo anticorpo antagonista anti-CGRP. De acordo
com os ensaios de expressao de fragmento de gene, o frame de leitura aberta que
codifica o CGRP é fragmentado aleatoriamente ou por construtos genéticos especifi-
cos e a reatividade dos fragmentos expressos de CGRP com o anticorpo a ser testado
é determinado. Os fragmentos de genes podem, por exemplo, serem produzidos por
PCR e depois transcritos e traduzidos em proteinas in vitro, na presenca de aminoa-

cidos radioativos. A ligagdo do anticorpo aos fragmentos de CGRP marcados
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radioativamente é entdo determinada através de imunoprecipitacdo e eletroforese em
gel. Certos epitopos podem também ser identificados através do uso de grandes bi-
bliotecas de sequéncias peptidicas aleatérias apresentadas na superficie de particu-
las de fago (bibliotecas de fago). Alternativamente, uma biblioteca definida de frag-
mentos sobrepostos de peptideos pode ser testada para a ligagdo ao anticorpo de
teste em ensaios de ligagao simples. Em um exemplo adicional, a mutagénese de um
antigeno de dominio, as experiéncias de permutagdo de dominio alanina e mutagé-
nese de varredura de ligagao pode ser realizado para identificar residuos necessarios,
suficiente, e/ou necessario para a ligagdo ao epitopo. Por exemplo, experiéncias de
permutacdo de dominio podem ser realizadas utilizando um CGRP mutante em que
varios fragmentos do polipeptideo de CGRP foram substituidos (trocado) com sequén-
cias de uma proteina intimamente relacionada, mas antigenicamente distintas (por
exemplo, outro membro da familia de proteinas de neurotrofina). Ao avaliar a ligagéo
do anticorpo para o CGRP mutante, a importéncia do fragmento de CGRP em parti-
cular para a ligagédo do anticorpo pode ser avaliada.

[00250] Ainda um outro método que pode ser usado para caracterizar um an-
ticorpo, incluindo um anticorpo antagonista anti-CGRP, € o uso de ensaios de compe-
ticdo com outros anticorpos conhecidos por se ligarem ao mesmo antigeno, isto €&,
varios fragmentos de CGRP, para determinar se o anticorpo antagonista anti-CGRP
se liga ao mesmo epitopo que outros anticorpos. Os ensaios de competigdo s&do bem
conhecidos dos versados na técnica.

[00251] Um vetor de expressao pode ser usado para direcionar a expressao
de um anticorpo, incluindo um anticorpo antagonista anti-CGRP. Um especialista na
técnica esta familiarizado com a administracdo de vetores de expressao para obter a
expressdo de uma proteina exdgena in vivo. Ver, por exemplo, Patentes US No.
6.436.908; 6.413.942; ¢ 6.376.471. A administracdo de vetores de expressao inclui a

administracao local ou sistémica, incluindo por injegao, administragao oral, pistola de
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particulas ou administragdo caracterizada e administragédo topica. Em uma outra mo-
dalidade, o vetor de expressdo é administrado diretamente ao tronco simpatico ou
ganglio, ou em uma artéria coronaria, atrio, ventrical ou pericardio.

[00252] Entrega direcionada de composi¢des terapéuticas que contenham
um vetor de expressao, ou polinucleotideos subgenémicos também podem ser usa-
dos. As técnicas de distribuicdo de DNA mediadas pelo receptor sdo descritas em, por
exemplo, Findeis et al., Trends Biotechnol. (1993) 11:202; Chiou et al., Gene Thera-
peutics: 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. As composigdes terapéuticas contendo um polinucleotideo s&o admi-
nistradas em uma gama de cerca de 100 ng a cerca de 200 mg de DNA para admi-
nistragao local em um protocolo de terapia genética. As gamas de concentracéo de
cerca de 500 ng a cerca de 50 mg, cerca de 1 ug a cerca de 2 mg, cercade 5 ug a
cerca de 500 ug, e cerca de 20 ug a cerca de 100 ug de DNA também pode ser usado
durante um protocolo de terapia génica. Os polinucleotideos e polipeptideos terapéu-
ticos podem ser fornecidos utilizando veiculos de entrega de genes. O veiculo de en-
trega de genes pode ser de origem viral ou nao viral (veja genericamente, Jolly, Can-
cer Gene Therapy (1994) 1:51; Kimura, Human Gene Therapy (1994) 5:845; Connelly,
Human Gene Therapy (1995) 1:185; and Kaplitt, Nature Genetics (1994) 6:148). A
expressao de tais sequéncias de codificacao pode ser induzida utilizando promotores
de mamifero enddgenos ou heterdlogos. A expressédo da sequéncia codificante pode
ser constitutiva ou regulada.

[00253] Os vetores baseados em virus para a entrega de um polinucleotideo
desejado e expressdo em uma célula desejada s&o bem conhecidos na técnica. vei-
culos de base viral exemplares incluem, mas nao se limitam aos retrovirus recombi-

nantes (ver, por exemplo, Publicagdo PCT Nos. WO 90/07936; WO 94/03622; WO
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93/25698; WO 93/25234; WO 93/11230; WO 93/10218; WO 91/02805; U.S. Patent
Nos. 5, 219,740 e 4,777,127; Patente GB No. 2200651; e patente EP No. 0 345 242),
vetores baseados em alfavirus (por exemplo, vetores de virus Sindbis, virus Semliki
da floresta (ATCC VR-67; ATCC VR-1247), o virus Ross River (ATCC VR-373; ATCC
VR-1246) e virus da encefalite equina venezuelana (ATCC VR-923; ATCC VR-1250;
ATCC VR 1249; ATCC VR-532)), e vetores de virus (AAV) adeno-associados (ver, por
exemplo, publicagdo PCT Nos. WO 94/12649, WO 93/03769; WO 93/19191; WO
94/28938; WO 95/11984 e WO 95/00655). A administracdo de DNA ligado a adenovi-
rus mortos conforme descrito em Curiel, Hum. Gene Ther. (1992) 3:147 podem tam-
bém ser empregues.

[00254] Veiculos de distribuicdo ndo virais e métodos também podem ser
usados, incluindo, mas né&o se limitando ao DNA condensado policatidnico ligado ou
nao ligado a adenovirus mortos sozinhos (ver, por exemplo, Curiel, Hum. Gene Ther.
(1992) 3:147); DNA ligado ao ligante (ver, por exemplo, Wu, J. Biol. Chem. (1989)
264:16985); células de veiculos de libertagcao de célula eucaribtica (ver, por exemplo,
Patente US No. 5814482; Publicagdo PCT Nos. WO 95/07994; WO 96/17072; WO
95/30763; e WO 97/42338) e neutralizagao de cargas ou fusdo nucleico com mem-
branas celulares. O DNA nu pode também ser empregue. Métodos de introdugéo de
DNA nu exemplares sdo descritos na Publicagdo PCT No. WO 90/11092 e Patente
US No0.5.580.859. Os lipossomas que podem atuar como veiculos de entrega de ge-
nes sao descritos na Patente US No. 5422120; Publicagdao PCT Nos. WO 95/13796;
WO 94/23697; WO 91/14445; e EP 0.524.968. Abordagens adicionais s&o descritas
em Philip, Mol. Biol Cell. (1994) 14: 2411, e em Woffendin, Proc. Natl. Acad. Sci.
(1994) 91: 1581.

C. Anticorpo G1 e afins anticorpos, polipeptideos, polinucleotideos, vetores e

células hospedeiras

[00255] Esta invengdo abrange composigdes, incluindo composigdes
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farmacéuticas, compreendendo o anticorpo G1 e suas variantes mostradas na Tabela
6 ou polipeptideo derivado de anticorpo G1 e suas variantes mostradas na Tabela 6;
e polinucleotideos compreendendo sequéncias que codificam G1 e suas variantes ou
o polipeptideo. Em algumas modalidades, as composigdes compreendem um ou mais
anticorpos ou polipeptideos (que podem ou ndo ser um anticorpo) que se ligam a
CGRP, e/ou um ou mais polinucleotideos que compreendem sequéncias que codifi-
cam para um ou mais anticorpos ou polipeptideos que se ligam ao CGRP. Estas com-
posi¢cdes podem ainda compreender excipientes adequados, tais como excipientes
farmaceuticamente aceitaveis, incluindo tampdes, os quais sdo bem conhecidos na
técnica.

[00256] Em algumas modalidades, o anticorpo antagonista anti-CGRP, e po-
lipeptideos da invengéo sao caracterizadas por qualquer (uma ou mais) das seguintes
caracteristicas: (a) ligam a CGRP; (b) bloqueiam o CGRP a partir da ligagdo ao seu
receptor (es); (c) ativam o bloco ou diminuem o receptor de CGRP (incluindo a ativa-
¢ao de AMPc); (d) inibem a atividade biolégica de CGRP ou vias a jusante mediadas
pela funcdo de sinalizagdo de CGRP; (e) previnem, melhorar ou tratar qualquer as-
pecto da dor de cabega (por exemplo, enxaqueca); (f) aumentam a depuracéo de
CGRP; e (g) inibem (reducéo), produzem ou libertam a sintese de CGRP.

[00257] Em algumas modalidades, a invengao proporciona qualquer um dos
seguintes, ou composi¢des (incluindo composi¢cdes farmacéuticas) que compreendem
qualquer um dos seguintes: (a) o anticorpo G1 ou as suas variantes mostradas na
Tabela 6; (b) um fragmento ou uma regido de anticorpo G1 ou as suas variantes mos-
tradas na Tabela 6; (c) uma cadeia leve de anticorpo G1 ou as suas variantes mostra-
das na Tabela 6; (d) uma cadeia pesada do anticorpo G1 ou as suas variantes mos-
tradas na Tabela 6; (e) uma ou mais das regi&o (es) variavel (s) a partir de uma cadeia
leve e/ou uma cadeia pesada de anticorpo G1 ou as suas variantes mostradas na

Tabela 6; (f) um ou mais CDR (s) (um, dois, trés, quatro, cinco ou seis CDR) do
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anticorpo G1 ou as suas variantes mostradas na Tabela 6; (g) CDR H3 da cadeia
pesada do anticorpo G1; (h) CDR L3 da cadeia leve do anticorpo G1 ou as suas vari-
antes mostradas na Tabela 6; (i) trés CDR da cadeia leve do anticorpo G1 ou as suas
variantes mostradas na Tabela 6; (j) trés CDR da cadeia pesada do anticorpo G1 ou
as suas variantes mostradas na Tabela 6; (k) trés CDR da cadeia leve e trés CDRs da
cadeia pesada, do anticorpo G1 ou as suas variantes mostradas na Tabela 6; e (I) um
anticorpo que compreende qualquer um de (b) até (k). Em algumas modalidades, a
invengao proporciona também polipeptideos que compreendem qualquer um ou mais
dos acima.

[00258] As porgdes de CDR do anticorpo G1 (incluindo Chothia e CDR de
Kabat) s&o representadas de forma esquematica na Figura 5. Determinagao das regi-
0es CDR esta bem dentro do versado na técnica. Entende-se que em algumas moda-
lidades, os CDR podem ser uma combinagédo de Kabat e Chothia CDR (também de-
nominado "CDR combinados" ou "CDRs") prolongados. Em algumas modalidades, os
CDR séo os CDR de Kabat. Em outras modalidades, os CDR s&o os CDR de Chothia.
Em outras palavras, nas modalidades com mais do que um CDR, os CDR podem ser
qualquer um de Kabat, Chothia, CDRs de combinagao, ou suas combinacgoes.

[00259] Em algumas modalidades, a invengao proporciona um polipeptideo
(que pode ou ndo ser um anticorpo) que compreende pelo menos uma CDR, pelo
menos dois, pelo menos trés, ou pelo menos quatro, pelo menos cinco, ou todos os
seis CDR que sao substancialmente idénticos a pelo menos um CDR, pelo menos
dois, pelo menos trés, pelo menos quatro, pelo menos cinco ou todos os seis CDR de
G1 ou as suas variantes mostradas na Tabela 6. Outras modalidades incluem anticor-
pos que possuem, pelo menos, dois, trés, quatro, cinco, ou seis CDR (s) que sdo
substancialmente idénticos a pelo menos dois, trés, quatro, cinco ou seis CDR de G1
ou derivados de G1. Em algumas modalidades, pelo menos um, dois, trés, quatro,

cinco, ou seis CDR (s) sao, pelo menos, cerca de 85%, 86%, 87%, 88%, 89%, 90%,
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95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% idéntico a pelo menos um, dois, trés, quatro, cinco ou
seis CDR de G1 ou as suas variantes mostradas na Tabela 6. Entende-se que, para
os fins desta invengéo, a especificidade de ligagao e/ou atividade global & geralmente
mantida, embora o grau de atividade pode variar em relagdo ao G1 ou as suas vari-
antes mostradas na Tabela 6 (pode ser maior ou menor).

[00260] Em algumas modalidades, a invengao também proporciona um poli-
peptideo (que pode ou ndo ser um anticorpo) que compreende uma sequéncia de
aminoacidos de G1 ou as suas variantes mostradas na Tabela 6 que tem qualquer um
dos seguintes: pelo menos 5 aminoacidos contiguos, em 8 aminoacidos menos conti-
guos, pelo menos cerca de 10 aminoacidos contiguos, pelo menos cerca de 15 ami-
noacidos contiguos, pelo menos cerca de 20 aminoacidos contiguos, pelo menos
cerca de 25 aminoacidos contiguos, pelo menos cerca de 30 aminoacidos contiguos
de uma sequéncia de G1 ou as suas variantes mostradas na Tabela 6, em que pelo
menos 3 dos aminoacidos séo a partir de uma regido variavel de G1 (Figura 5) ou as
suas variantes mostradas na Tabela 6. Em uma modalidade, a regido variavel é a
partir de uma cadeia leve de G1. Em uma outra modalidade, a regido variavel é a partir
de uma cadeia pesada de G1. Um polipeptideo exemplificativo tem aminoacido conti-
guo (comprimentos descritos acima) a partir de ambas as regides variaveis de cadeia
pesada e leve de G1. Em uma outra modalidade, os 5 (ou mais) aminoacidos conti-
guos sao provenientes de uma regido determinante de complementaridade (CDR) do
G1 mostrado na Figura 5. Em algumas modalidades, os aminoacidos contiguos s&o
provenientes de uma regido variavel de G1.

[00261] A afinidade de ligagdo (KD) De um anticorpo anti-CGRP e antago-
nista de CGRP para polipeptideo (tal como humano a-CGRP) pode ser de cerca de
0,06 a cerca de 200 nM. Em algumas modalidades, a afinidade de ligagao fica entre
aproximadamente 200 nM, 100 nM, aproximadamente de 50 nM, aproximadamente

de 10 nM, aproximadamente 1 nM, aproximadamente 500 pM, aproximadamente 100
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pM, aproximadamente 60 pM, aproximadamente 50 pM, aproximadamente 20 pM,
aproximadamente de 15 pM, aproximadamente de 10 pM, aproximadamente de 5 pM
ou aproximadamente de 2 pM. Em algumas modalidades, a afinidade de ligagéo é
inferior a cerca de 250 nM, aproximadamente de 200 nM, aproximadamente de 100
nM, aproximadamente de 50 nM, aproximadamente de 10 nM, aproximadamente 1
nM, aproximadamente 500 pM, aproximadamente 100 pM ou aproximadamente 50
pM.

[00262] Em algumas modalidades, a invengéo também proporciona métodos
de produzir qualquer um desses anticorpos e polipeptideos. Os anticorpos da presente
invencao podem ser feitos por processos conhecidos na técnica. Os polipeptideos
podem ser produzidos por degradagao proteolitica ou outro dos anticorpos, por méto-
dos recombinantes (isto €, polipeptideos individuais ou de fusdo) como descrito acima
ou por sintese quimica. Os polipeptideos dos anticorpos, especialmente polipeptideos
mais curtos até cerca de 50 aminoacidos, séo feitos convenientemente por sintese
quimica. Os métodos de sintese quimica sao conhecidos na técnica e estdo comerci-
almente disponiveis. Por exemplo, um anticorpo pode ser produzido por um sintetiza-
dor de polipeptideos automatico utilizando o método de fase sélida. Ver também, Pa-
tentes US Nos 5,807,715; 4,816,567; e 6,331,415.

[00263] Em outra alternativa, os anticorpos podem ser feitos de forma recom-
binante, utilizando procedimentos que sao bem conhecidos na técnica. Em uma mo-
dalidade, um polinucleotideo que compreende uma sequéncia que codifica para a ca-
deia pesada e/ou da cadeia leve de regides variaveis de anticorpo G1 mostradas na
SEQ ID NO: 9 e SEQ ID NO: 10. Em uma outra modalidade, o polinucleotideo com-
preendendo a sequéncia de nucleotideos apresentada na SEQ ID NO: 9 e SEQ ID
NO: 10 s&o clonados em um ou mais vetores para a expressao ou propagagao. A
sequéncia que codifica o anticorpo de interesse pode ser mantida em um vetor em

uma célula hospedeira e a célula hospedeira pode entdo ser expandida e congelada
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para futuro uso. Os vetores (incluindo vetores de expressao) e células hospedeiras
sao aqui adicionalmente descritos.

[00264] Em algumas modalidades, a invengdo também engloba fragmentos
de cadeia unica regiao variavel ("scFv") de anticorpos desta invencéao, tal como G1.
Fragmentos de regido variavel de cadeia unica sao feitas por regides variaveis de
cadeia leve e pesada de ligagcao e/ou através do uso de um peptideo de ligagéo curta.
Bird et al. (1988) Science 242: 423-426. Um exemplo de um peptideo de ligagdo &
(GGGGS)3 (SEQ ID NO: 57) que liga a aproximadamente 3,5 nm entre o terminal
carboxil de uma regido variavel e o terminal amino da outra regido variavel. Os ligantes
de outras sequéncias foram concebidos e usados. Bird et al. (1988). Os ligantes po-
dem por sua vez serem modificados para fun¢des adicionais, tais como ligacédo de
farmacos ou ligagéo a suportes solidos. As unicas variantes de cadeia podem ser pro-
duzidas de forma recombinante ou sinteticamente. Para a producgao sintética de scFv,
um sintetizador automatico pode ser usado. Para a produgédo recombinante de scFv,
um plasmideo contendo polinucleotideo que codifica o adequado scFv pode ser intro-
duzido em uma célula hospedeira adequada, quer eucaridtica, tal como de levedura,
planta, células de inseto ou de mamifero, ou procariética, tal como E. coli. Os polinu-
cleotideos que codificam o scFv de interesse pode ser feito por meio de manipulagdes
de rotina, tais como ligagédo de polinucleotideos. O scFv resultante pode ser isolado
utilizando técnicas de purificacdo de proteinas padrao conhecidas na técnica.

[00265] Outras formas de anticorpos de cadeia simples, tais como diacorpos
estdo também englobados. Diacorpos sdo forma bivalente, anticorpos bi-especificos
em que dominios de VH e de VL s&o expressos em uma cadeia unica de polipepti-
deos, mas usando um ligante que é demasiado curto para permitir o emparelhamento
entre os dois dominios na mesma cadeia, assim, forgcando os dominios a par com
dominios complementares de outra cadeia e criando dois locais de ligagc&do do antigeno

(ver por exemplo, Holliger, p., et al. (1993) Proc. Natl. Acad Sci. USA 90:6444-6448;
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Poljak, R. J., et al. (1994) Structure 2: 1121-1123).

[00266] Por exemplo, os anticorpos bi-especificos, os anticorpos monoclo-
nais que possuem especificidades de ligagédo para pelo menos dois antigenos diferen-
tes, podem ser preparados utilizando os anticorpos aqui descritos. Os métodos para
preparar anticorpos biespecificos sdo conhecidos na técnica (ver, por exemplo, Su-
resh et al, 1986, Methods in Enzymology. 121: 210). Tradicionalmente, a produgao
recombinante de anticorpos biespecificos foi baseada na co-expressao de dois pares
de imunoglobulina de cadeia pesada e de cadeia leve, com as duas cadeias pesadas
tendo especificidades diferentes (Millstein e Cuello, 1983, Nature 305, 537-539).

[00267] De acordo com uma abordagem para fazer anticorpos biespecificos,
dominios variaveis de anticorpo com as especificidades de ligagdo desejadas (sitios
de combinag&o anticorpo-antigeno) sao fundidos com sequéncias de dominios cons-
tantes de imunoglobulina. A fusdo é preferivelmente com um dominio constante de
cadeia pesada de imunoglobulina, compreendendo pelo menos parte das da char-
neira, regides CH2 e CH3. E preferencial ter a primeira regido constante de cadeia
pesada (CH1) que contém o sitio necessario para a ligagdo da cadeia leve, presente
em pelo menos uma das fusées. DNAs que codificam as fusdes de cadeia pesada de
imunoglobulina e, se desejado, a cadeia leve de imunoglobulina, s&o inseridos em
vetores de expressao separados e sao co-transfectados para um organismo hospe-
deiro adequado. Isso prové maior flexibilidade no ajuste das proporgdes mutuas dos
trés fragmentos polipeptidicos em modalidades quando razdes desiguais das trés ca-
deias polipeptidicas usadas na construcdo proveem os rendimentos 6timos. E, no en-
tanto, possivel inserir as sequéncias codificadoras para duas ou para todas as trés
cadeias polipeptidicas em um vetor de expressao quando a expressao de pelo menos
duas cadeias polipeptidicas em proporgdes iguais resulta em rendimentos elevados
ou quando as proporgdes nao tém significado em particular.

[00268] Em uma abordagem, os anticorpos biespecificos sdo compostos por
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uma cadeia pesada de imunoglobulina hibrida com uma primeira especificidade de
ligacdo em um brago, e um par de cadeia pesada-cadeia leve de imunoglobulina hi-
brida (provendo uma segunda especificidade de ligagdo) no outro brago. Esta estru-
tura assimétrica, com uma cadeia leve de imunoglobulina em apenas uma metade da
molécula biespecifica, facilita a separacdo do composto biespecifico desejado das
combinagdes de cadeias de imunoglobulina indesejadas. Esta abordagem € descrita
na Publicacdo PCT No. WO 94/04690, publicado 03 de marco de 1994.

[00269] Os anticorpos heteroconjugados, que compreendem dois anticorpos
ligados covalentemente, estdo também dentro do &mbito da invengao. Tais anticorpos
tém sido usados para direcionar células do sistema imunitario para células indeseja-
das (Patente US 4,676,980), e para tratamento da infecgdo por HIV (publicacdo de
pedido PCT Nos. WO 91/00360 e WO 92/200373; EP 03089). Os anticorpos hetero-
conjugados podem ser produzidos utilizando quaisquer métodos de reticulagdo con-
venientes. Agentes e técnicas de ligagao cruzada adequadas sao bem conhecidas na
técnica, e sdo descritas na Patente US No. 4.676.980.

[00270] Os anticorpos quiméricos ou hibridos também podem ser preparados
in vitro utilizando métodos conhecidos de quimica de proteinas sintéticas, incluindo os
gue envolvem agentes de reticulagdo. Por exemplo, imunotoxinas podem ser constru-
idas usando uma reagao de troca de bissulfeto ou pela formagao de uma ligagéo de
tioéter. Iminotiolato e metil-4-mercaptobutirimidato sdo exemplos de reagentes apro-
priados para esta finalidade.

[00271] O anticorpo humanizado que compreende um ou mais CDR do anti-
corpo G1 ou as suas variantes mostradas na Tabela 6, ou um ou mais CDRs derivados
do anticorpo G1 ou as suas variantes mostradas na Tabela 6 podem ser preparados
utilizando quaisquer métodos conhecidos na técnica. Por exemplo, podem ser usados
quatro etapas gerais para humanizar um anticorpo monoclonal.

[00272] Em algumas modalidades, a invengcdo abrange modificagdes ao
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anticorpo G1 ou as suas variantes mostradas na Tabela 6, incluindo os anticorpos
funcionalmente equivalentes que n&o afetam significativamente as suas propriedades
e variantes que melhoraram ou atividade reduzida e/ou afinidade. Por exemplo, a se-
quéncia de aminoacidos do anticorpo G1 ou as suas variantes mostradas na Tabela
6, pode ser mutado para obter um anticorpo com a afinidade de ligagao desejada para
CGRP. A modificagao de polipeptideos é pratica de rotina na técnica e n&o necessita
de ser aqui descrita em detalhe. A modificagdo de polipeptideos € exemplificada nos
Exemplos. Exemplos de polipeptideos modificados incluem polipeptideos com substi-
tuicdes conservativas de residuos de aminoacidos, uma ou mais delecgdes ou adigdes
de aminoacidos que nao alteram de forma significativa prejudicialmente a atividade
funcional, ou o uso de analogos quimicos.

[00273] As inser¢cdes de sequéncia de aminoacidos incluem fusdes amino
e/ou carboxi-terminais que variam em comprimento de um residuo a polipeptideos que
contém cem ou mais residuos, bem como insergdes intrassequénciais de residuos de
aminoacidos unicos ou multiplos. Exemplos de inser¢des terminais incluem um anti-
corpo com um residuo metionil do terminal N ou o anticorpo fundido com uma etiqueta
de epitopo. Outras variantes de inser¢cdo da molécula de anticorpo incluem a fusao ao
terminal N ou C do anticorpo de uma enzima ou um polipeptideo que aumenta a meia-
vida sérica do anticorpo.

[00274] Variantes de substituigdo tém pelo menos um residuo de aminoacido
na molécula de anticorpo removido e um residuo diferente inserido no seu lugar. Os
locais de maior interesse para mutagénese de substituicdo incluem as regides hiper-
variaveis, mas as alteracdes de FR também sdo contempladas. As substituicdes con-
servativas s&do mostradas na Tabela 1, sob o titulo de "substituicbes conservativas".
Se estas substituigcdes resultam em uma alteragdo na atividade biologica, entdo alte-
racdes mais substanciais, denominadas "substituicdes exemplificativas" na Tabela 1,

ou como adicionalmente descrito acima em referéncia a classes de aminoacidos,
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podem ser introduzidas e os produtos s&o rastreados.

[00275] Tabela 1: Substituicbes de Aminoacidos

Residuo Substituicbes Substituicoes

Original conservativas Exemplares

Ala (A) Val Val; Leu; lle

Arg (R) Lys Lys; GIn; Asn

Asn (N) GIn GIn; His; Asp, Lys; Arg

Asp (D) Glu Glu; Asn

Cys (C) Ser Ser; Ala

GIn (Q) Asn Asn; Glu

Glu (E) Asp Asp; GIn

Gly (G) Ala Ala

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

lle (I) Leu Leu; Val; Met; Ala; Phe; Norleucina
Leu (L) lle Norleucine; lle; Val; Met; Ala; Phe
Lys (K) Arg Arg; GIn; Asn

Met (M) Leu Leu; Phe; lle

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

Pro (P) Ala Ala

Ser (S) Thr Thr

Thr (T) Ser Ser

Trp (W) Tyr Tyr; Phe

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

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

[00276] Modificagcbes substanciais nas propriedades biolégicas do anticorpo
sdo alcangados por meio de substituicoes seletivas que se diferem de modo significa-
tivo em seu s efeitos de manutencgao de (a) da estrutura da cadeia principal de polipe-
tideo na area da substituicao, por exemplo, como uma conformacao helical ou de 1a-
mina, (b) a carga ou hidrofobicidade da molécula no local alvo ou (c) o total da cadeia

lateral. Os residuos de ocorréncia natural estdo divididos em grupos com base em
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propriedades comuns da cadeia lateral:

[00277] (1) Nao polar: Norleucina, Met, Ala, Val, Leu, lle;

[00278] (2) Polar sem carga: Cys, Ser, Thr, Asn, GIn;

[00279] (3) Acidos (carregados negativamente): Asp, Glu;

[00280] (4) Basico (carregados positivamente): Lys, Arg;

[00281] (5) Residuos que influenciam a orientagdo de cadeia: Gli, Pro; e

[00282] (6) Aromaticos: Trp, Tyr, Phe, His.

[00283] As substituicdes ndo conservadoras sdo feitas para a troca de um
membro de uma dessas classes por outra classe.

[00284] Qualquer residuo de cisteina ndo envolvido na manutengdo da con-
formacgao adequada do anticorpo pode também ser substituido, geralmente por serina,
para melhorar a estabilidade oxidativa da molécula e prevenir ligagdo cruzada aber-
rante. Por outro lado, ligagdes (s) de cisteina podem ser adicionadas ao anticorpo para
melhorar a sua estabilidade particularmente quando o anticorpo € um fragmento de
anticorpo tal como um fragmento Fv.

[00285] Modificagdes de aminoacidos podem variar de mudanca ou modifi-
cacgao de um ou mais aminoacidos para completar a reformulagdo de uma regiao, tal
como a regido variavel. As alteragbes na regido variavel podem alterar a afinidade
e/ou especificidade de ligagdo. Em algumas modalidades, ndo mais do que uma a
cinco substituicdes de aminoacidos conservativas sao feitas dentro de um dominio
CDR. Em outras modalidades, ndo mais do que uma a trés substituicdes de aminoa-
cidos conservativas sado feitas dentro de um dominio CDR. Em ainda outras modali-
dades, o dominio CDR é CDR H3 e/ou CDR L3.

[00286] Modificagdes incluem polipeptideos glicosilados e ndo glicosilados,
assim como polipeptideos com outras modificagdes pds-translacionais, tais como, por
exemplo, glicosilacdo com diferentes agucares, acetilagéo e fosforilagdo. Os anticor-

pos sao glicosilados em posi¢cdes conservativas nas suas regides constantes (Jefferis
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e Lund, 1997, Chem. Immunol. 65:111-128; Wright and Morrison, 1997, TibTECH
15:26-32). As cadeias laterais de oligossacarideos das imunoglobulinas afetam a fun-
céo da proteina (Boyd et al., 1996, Mol. Immunol. 32:1311-1318; Wittwe and Howard,
1990, Biochem. 29: 4175-4180) e a interag&o intramolecular entre partes da glicopro-
teina, o que pode afetar a conformacéo e superficie tridimensional da glicoproteina
apresentadas (Hefferis e Lund, supra; Wyss e Wagner, 1996, Current Opin. Biotech.
7:409-416). Os oligossacarideos podem também servir para alvejar uma determinada
glicoproteina de certas moléculas baseadas em estruturas de reconhecimento espe-
cifico. A glicosilagdo de anticorpos também foi relatada para afetar a citotoxicidade
celular dependente do anticorpo (ADCC). Em particular, as células CHO com expres-
s&o regulada por tetraciclina de [(1,4)-N-acetilglucosaminiltransferase Il (GnTlIl),
uma glicosiltransferase catalisando a formacé&o de GIcNAc bissetriz, foi relatada ter
melhorado a atividade de ADCC (Umana et al., 1999, Mature Biotech. 17:176-180).

[00287] A glicosilagao de anticorpos é tipicamente ligada a N ou ligada a O.
Ligada a N se refere a ligacédo do radical carboidrato a cadeia lateral de um residuo
de asparagina. As sequéncias tripeptidicas asparagina-X-serina, aspargina-X-treo-
nina, e asparagina-X-cisteina, onde X é qualquer aminoacido exceto prolina, sdo as
sequéncias de reconhecimento para a ligagdo enzimatica da fragdo carboidrato a ca-
deia lateral de asparagina. Assim, a presencga de qualquer uma dessas sequéncias de
tripeptideo em um polipeptideo cria um local de glicosilagdo em potencial. Glicosilagao
O-ligada refere-se a anexagéo de um dos agucares N-acetilgalactosamina, galactose
ou xilose a um hidroxiaminoacido, mais comumente serina ou treonina, embora 5-
hidroxiprolina ou 5-hidroxilisina também possam ser usadas.

[00288] Adicao de locais de glicosilagdo ao anticorpo é realizada convenien-
temente ao se alterar a sequéncia de aminoacidos de tal forma que contenha uma ou
mais das sequéncias de tripeptideo descritas acima (para locais de glicosilagao de

ligacdo a N). A alteracdo também pode ser pela adi¢ao de, ou substituicdo por um ou
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mais residuos de serina ou treonina a sequéncia do anticorpo original (para locais de
glicosilagéo ligada a O).

[00289] O padrao de glicosilagédo de anticorpos podem também ser alterados
sem alterar a sequéncia de nucleotideos subjacentes. A glicosilagdo depende em
grande medida da célula hospedeira usada para expressar o anticorpo. Uma vez que
o tipo de célula usada para expressao de glicoproteinas recombinantes, anticorpos,
por exemplo, como agentes terapéuticos potenciais € raramente a célula nativa, vari-
agdes no padrao de glicosilagdo dos anticorpos pode ser esperado (ver, por exemplo,
Hse et al., 1997, J. Biol. Chem. 272: 9062-9070).

[00290] Para além da escolha de células hospedeiras, fatores que afetam a
glicosilagédo durante a produgao recombinante de anticorpos incluem o modo de cres-
cimento, a formulagdo de meios de comunicagao, densidade da cultura, oxigenacéo,
pH, esquemas de purificagdo e semelhantes. Varios métodos tém sido propostos para
alterar o padréao de glicosilagdo conseguido em um determinado organismo hospe-
deiro, incluindo a introdug&o ou sobre-expressam determinadas enzimas envolvidas
na produgéao de oligossacarideos (Patente US Nos 5.047.335; 5.510.261 e 5.278,299).
A glicosilagao, ou certos tipos de glicosilagdo, podem ser enzimaticamente removidas
da glicoproteina, por exemplo utilizando endoglicosidase H (Endo H), N-glicosidase F,
endoglicosidase F1, endoglicosidase F2, endoglicosidase F3. Além disso, a célula
hospedeira recombinante pode ser geneticamente modificada para ser deficiente no
processamento de certos tipos de polissacarideos. Estas e outras técnicas sdo bem
conhecidas na técnica.

[00291] Outros métodos de modificagdo incluem o uso de técnicas de aco-
plamento conhecidas na técnica, incluindo, mas nao limitado a meios enzimaticos,
substituicdo oxidativa e quelacdo. As modificagdes podem ser usadas, por exemplo,
para fixacdo de rétulos para imunoensaio. Polipeptideos G1 modificados podem ser

feitos utilizando procedimentos estabelecidos na técnica e podem ser rastreados
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utilizando ensaios padrao conhecidos na técnica, alguns dos quais sdo descritos
abaixo e nos Exemplos.

[00292] Em algumas modalidades da invengao, o anticorpo compreende uma
regiao constante modificada, tal como uma regido constante que é imunologicamente
inerte ou parcialmente inerte, por exemplo, ndo desencadear lise mediada pelo com-
plemento, ndo estimula a citotoxicidade mediada por células dependente de anticor-
pos (ADCC), ou n&o ativa microglia; ou reduziram atividades (em comparagdo com o
anticorpo ndo modificado) em qualquer um ou mais dos seguintes: provocando lise
mediada pelo complemento, estimulando a citotoxicidade mediada por células depen-
dente de anticorpos (ADCC), ou ativando a microglia. Diferentes modificagbes da re-
gido constante podem ser usadas para alcancgar o nivel e/ou a combinag¢éo de fung¢des
efetoras 6timas. Ver, por exemplo, Morgan et al., Immunology 86:319-324 (1995);
Lund et al., J. Immunology 157:4963-9 157:4963-4969 (1996); Idusogie et al., J.
Immunology 164:4178-4184 (2000); Tao et al., J. Immunology 143: 2595-2601 (1989);
and Jefferis et al., Immunological Reviews 163:59-76 (1998). Em algumas modalida-
des, a regidao constante é modificada conforme descrito em Eur. J. Immunol. (1999)
29:2613-2624; Pedido PCT No. PCT/GB99/01441; e/ou o Pedido de Patente UK No.
9809951,8. Em outras modalidades, o anticorpo compreende uma regido constante
de IgG de cadeia pesada humana, compreendendo as seguintes mutagdes:
A330P331 para S330S331 (numeracao de aminoacidos com referéncia a sequéncia
de 1gG2 de tipo selvagem). Eur. J. Immunol. (1999) 29:2613-2624. Em ainda outras
formas de realizagdo, a regido constante é aglicosilada para a glicosilagdo ligada a N.
Em algumas modalidades, a regido constante é aglicosilada para a glicosilagao de
ligada a N por mutac&o do residuo de aminoacido glicosilado ou flanqueando os resi-
duos que fazem parte da sequéncia de reconhecimento de glicosilagdo N da regido
constante. Por exemplo, local de glicosilagdo N de N297 pode ser mutado para A, Q,

K, ou H. Ver,Tao et al., J. Immunology 143: 2595-2601 (1989); and Jefferis et al.,
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Immunological Reviews 163:59-76 (1998). Em algumas modalidades, a regido cons-
tante aglicosilada para a glicosilagéo ligada a N. A regido constante pode ser aglico-
silada para a glicosilacdo de ligada a N enzimaticamente (tais como a remocéao de
carboidrato pela enzima PNGase), ou pela expressdo em uma célula hospedeira de
glicosilag&o deficiente.

[00293] Outras modificagdes de anticorpos incluem anticorpos que foram mo-
dificados, tal como descrito na Publicacdo PCT No. WO 99/58572, publicada 18 de
novembro de 1999. Estes anticorpos compreendem, para além de um dominio de li-
gagao direcionada para a molécula alvo, um dominio efetor possuindo uma sequéncia
de aminoacidos homologa substancialmente a todo ou parte de um dominio constante
de uma cadeia pesada de imunoglobulina humana. Estes anticorpos s&o capazes de
se ligarem a molécula alvo sem desencadear lise dependente do complemento signi-
ficativa ou destruicdo mediada por células do alvo. Em algumas modalidades, o domi-
nio efetor é capaz de se ligar especificamente a FcRn e/ou FcyRIIb. Estes sao tipica-
mente baseados em dominios quiméricos derivados de duas ou mais de cadeia pe-
sada de imunoglobulina humana de dominios CH2. Os anticorpos modificados desta
forma sao particularmente adequados para uso em terapia de anticorpo crénico, a fim
de evitar reagdes adversas inflamatorias e outras para a terapia de anticorpo conven-
cional.

[00294] Em algumas modalidades, a invengao inclui modalidades maturadas
por afinidade. Por exemplo, os anticorpos maturados por afinidade podem ser produ-
zidos por procedimentos conhecidos na técnica (Marks et al., 1992, Bio/Technology,
10:779-783; Barbas et al., 1994, Proc Nat. Acad. Sci, USA 91:3809-3813; Schier et
al., 1995, Gene, 169:147-155; Yelton et al., 1995, J. Immunol., 155:1994-2004;
Jackson et al., 1995, J. Immunol., 154(7):3310-9; Hawkins et al, 1992, J. Mol. Biol.,
226:889-896; e WO2004/058184).

[00295] Os métodos seguintes podem ser usados para ajustar a afinidade de
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um anticorpo e para a caracterizagao de um CDR. Uma forma de caracterizar um CDR
de um anticorpo e/ou a alteracéo (tal como a melhoria) a afinidade de ligagdo de um
polipeptideo, tal como um anticorpo, denominado "mutagénese de varredura de bibli-
oteca". Geralmente, mutagénese de varredura de biblioteca funciona da seguinte ma-
neira. Uma ou mais posi¢cdes de aminoacidos do CDR sao substituidos com dois ou
mais (tal como 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, ou 20) aminoa-
cidos, utilizando métodos reconhecidos na técnica. Isto gera pequenas bibliotecas de
clones (em algumas modalidades, um para cada posi¢do de aminoacido que é anali-
sado), cada um com uma complexidade de dois ou mais membros (se dois ou mais
aminoacidos estdo substituidos em cada posi¢céo). Geralmente, a biblioteca também
inclui um clone compreendendo o aminoacido nativo (n&o substituido). Um pequeno
numero de clones, por exemplo, cerca de 20-80 clones (dependendo da complexidade
da biblioteca), a partir de cada biblioteca s&o rastreados quanto a afinidade de ligagao
para o polipeptideo alvo (ou outro alvo de ligagao), e os candidatos com um aumento,
o mesmo, diminuido ou sem ligagéo sao identificados. Métodos para determinagao da
afinidade de ligagéo sao bem conhecidos na técnica. A afinidade de ligagado pode ser
determinada utilizando analise de ressonancia plasmoénica de superficie Biacore, que
detecta diferengas na afinidade de ligagc&o cerca de duas vezes ou superior. Biacore
é particularmente util quando o anticorpo de partida ja se liga com uma afinidade re-
lativamente elevada, por exemplo um KD de cerca de 10 nM ou inferiores. O rastreio
utilizando ressonancia plasmoénica de superficie Biacore é descrito nos Exemplos,
aqui.

[00296] A afinidade de ligagdo pode ser determinada utilizando Kinexa Bio-
censor, ensaios de proximidade de cintilacdo, ELISA, imunoensaios ORIGEN (IGEN),
extingdo de fluorescéncia, transferéncia de fluorescéncia, e/ou exibigcdo de levedura.
A afinidade de ligagdo pode também ser rastreada usando um bioensaio adequado.

[00297] Em algumas modalidades, a cada posigdo de aminoacido em um
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CDR é substituido (em algumas modalidades, uma de cada vez), com todos os 20
aminoacidos naturais utilizando métodos de mutagénese reconhecidos na técnica (al-
gumas das quais sdo aqui descritas). Isto gera pequenas bibliotecas de clones (em
algumas modalidades, um para cada posi¢do de aminoacido que é analisado), cada
um com uma complexidade de 20 membros (se 20 aminoacidos estdo substituidos
em cada posigao).

[00298] Em algumas modalidades, a biblioteca a ser rastreada compreende
substituicbes em duas ou mais posi¢des, as quais podem estar situadas no mesmo
CDR ou em dois ou mais CDRs. Assim, a biblioteca pode compreender substituicbes
em duas ou mais posicdes de um CDR. A biblioteca pode compreender substituicao
em duas ou mais posicdes em dois ou mais CDRs. A biblioteca pode compreender
substituicdo em 3, 4, 5, ou mais posicoes, referidas posicdes encontradas em dois,
trés, quatro, cinco ou seis CDRs. A substituicdo pode ser preparada utilizando cédons
de baixa redundancia. Ver, por exemplo, a Tabela 2 de Balint et al, (1993) Gene 137
(1):. 109-18).

[00299] O CDR pode ser CDRH3 e/ou CDRL3. O CDR pode ser um ou mais
de CDRL1, CDRL2, CDRL3, CDRH1, CDRH2 e/ou CDRH3. O CDR pode ser um CDR
de Kabat, um CDR de Chothia, ou um CDR estendido.

[00300] Candidatos com ligagdo melhorada podem ser sequenciados, identi-
ficando assim um mutante de substituicido CDR que resulta na melhoria de afinidade
(também denominada uma substituicdo "melhorado"). Os candidatos que se ligam
também podem ser sequenciados, identificando assim uma substituicdo CDR que
mantém a ligagao.

[00301] Varias rodadas de rastreio podem ser realizadas. Por exemplo, os
candidatos (cada um compreendendo uma substituicdo de aminoacido em uma ou
mais das posi¢des de um ou mais CDR) com ligagcdo melhorada também sao uteis

para a concepgado de uma segunda biblioteca contendo, pelo menos, o aminoacido
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original e substituido em cada posi¢gado CDR melhorada (ou seja, posigdo do aminoa-
cido no CDR em que um mutante de substituicdo apresentaram melhora da ligagao).
Preparacgao e rastreio ou selecao desta biblioteca é discutido mais abaixo.

[00302] Biblioteca de mutagénese de varredura também proporciona um
meio para a caracterizagdo de um CDR, na medida em que a frequéncia de clones
com ligagcdo melhorada, a mesma ligagao, diminui¢ado da ligagdo ou nenhuma ligagéo
a informacao também fornece, sobre a importancia de cada posi¢cao de aminoacido
para a estabilidade do complexo anticorpo-antigeno. Por exemplo, se uma posigéo de
CDR retém a ligagao quando alterado para todos os 20 aminoacidos, que a posigéo é
identificada como uma posigao que é improvavel que seja necessaria para a ligagao
ao antigeno. Por outro lado, se uma posi¢cao de CDR retém ligagdo em apenas uma
pequena percentagem de substituigdes, que a posicéo € identificada como uma posi-
¢ao que é importante para a fungdo de CDR. Assim, os métodos de mutagénese de
varredura de biblioteca geram informagdes sobre as posi¢des nos CDR que podem
ser alterados para muitos aminoacidos diferentes (incluindo todos os aminoacidos 20),
e as posicdes nos CDR que ndo podem ser alterados ou que s6 podem ser alterados
para alguns aminoacidos.

[00303] Os candidatos com afinidade melhorada podem ser combinados em
uma segunda biblioteca, que inclui o aminoacido melhorado, o aminoacido inicial
nessa posi¢ao, e pode ainda incluir substituicdes adicionais nessa posig¢ao, depen-
dendo da complexidade da biblioteca que é desejada ou permitida usando o método
de triagem ou selecdo desejada. Além disso, se desejado, a posicdo de aminoacido
adjacente pode ser randomizada para, pelo menos, dois ou mais aminoacidos. A ran-
domizagado de aminoacidos adjacentes podem permitir flexibilidade conformacional
adicional no CDR mutante, o qual pode, por sua vez, permitir ou facilitar a introdugao
de um numero maior de melhorar as mutagdes. A biblioteca também pode compreen-

der a substituicdo em posi¢des que nao apresentem afinidade melhorada na primeira
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rodada de triagem.

[00304] A segunda biblioteca é pesquisada ou selecionada para os membros
da biblioteca com uma melhor e/ou alterada afinidade de ligagao utilizando qualquer
método conhecido na técnica, incluindo o rastreio utilizando analise de ressonéncia
de plasmon de superficie BIAcore, e sele¢cdo usando qualquer método conhecido na
técnica para selegao, incluindo a exibi¢ao de fagos, display de levedura e de apresen-
tacao de ribossoma.

[00305] Em algumas modalidades, a invengéo engloba também proteinas de
fusdo compreendendo um ou mais fragmentos ou regides dos anticorpos (tais como
G1) ou polipeptideos da presente invengdo. Em uma modalidade, um polipeptideo de
fusdo é desde que compreende pelo menos 10 aminoacidos contiguos da regido va-
riavel da cadeia leve mostrada na SEQ ID NO: 2 (Figura 5) e/ou, pelo menos, 10 ami-
noacidos da regido variavel da cadeia pesada mostradas nas SEQ ID NO: 1 (Figura
5). Em outras modalidades, um polipeptideo de fusdo € desde que compreende pelo
menos cerca de 10, pelo menos cerca de 15, pelo menos cerca de 20, pelo menos
cerca de 25, ou pelo menos cerca de 30 aminoacidos contiguos da regido variavel da
cadeia leve mostrado na SEQ ID NO:2 (Figura 5) e/ou, pelo menos, cerca de 10, pelo
menos cerca de 15, pelo menos cerca de 20, pelo menos cerca de 25, ou pelo menos
cerca de 30 aminoacidos contiguos da regi&o variavel da cadeia pesada mostrada em
SEQ ID NO: 1 (Figura 5). Em uma outra modalidade, o polipeptideo de fusdo compre-
ende uma regido variavel de cadeia leve e/ou uma regido variavel da cadeia pesada
de G1, como mostrado na SEQ ID NO: 2 e SEQ ID NO: 1 da Figura 5. Em uma outra
modalidade, o polipeptideo de fusdo compreende um ou mais CDR(s) de G1. Em
ainda outras modalidades, o polipeptideo de fusdo compreende CDR H3 e/ou CDR
L3 de anticorpo G1. Para os fins desta invencdo, uma proteina de fusao G1 contém
um ou mais anticorpos G1 e outra sequéncia de aminoacidos para o qual ndo esta

ligado na molécula nativa, por exemplo, uma sequéncia heteréloga ou uma sequéncia
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homologa a partir de outra regido. Exemplos de sequéncias heterdélogas incluem, mas
nao estao limitados a uma "marcacgao”, tais como um marcador FLAG ou um marcador
6His (SEQ ID NO: 56). Marcagdes sao bem conhecidos na técnica.

[00306] Um polipeptideo de fusdo G1 podem ser criados por métodos conhe-
cidos na técnica, por exemplo, de forma recombinante ou sinteticamente. Tipicamente,
as proteinas de fusdo G1 desta invencao séao feitas por preparagado de uma expressao
de um polinucleotideo que os codifica utilizando métodos recombinantes aqui descri-
tos, embora eles também podem ser preparados por outros meios conhecidos na téc-
nica, incluindo, por exemplo, sintese quimica.

[00307] Em alguns aspectos, a presente invengédo também proporciona com-
posi¢cdes que compreendem anticorpos ou polipeptideos derivados de G1 conjugado
(por exemplo, ligados) a um agente que facilitam o acoplamento a um suporte solido
(tal como biotina ou avidina). Para simplicidade, a referéncia sera feita geralmente ao
G1 ou anticorpos com o entendimento de que estes métodos sao aplicaveis a qualquer
uma das modalidades de ligagdo de CGRP aqui descritas. Conjugagéo geralmente se
refere a ligacdo destes componentes como aqui descrito. O ligante (que é geralmente
a fixacdo desses componentes em associacado proxima, pelo menos, para a adminis-
tracdo) pode ser conseguida em qualquer numero de maneiras. Por exemplo, uma
reacao direta entre um agente e um anticorpo € possivel quando cada um possui um
substituinte capaz de reagir com o outro. Por exemplo, um grupo nucleofilico, como
um amino ou grupo sulfidrila, pode ser capaz de reagir com um grupo contendo car-
bonil, como um anidrido ou um haleto acido, ou com um grupo alquil contendo um bom
grupo labil (por exemplo, um haleto) no outro.

[00308] Um anticorpo ou polipeptideo pode ser ligado a um agente de mar-
cagao (alternativamente designado por "etiqueta") tal como uma molécula fluores-
cente, uma molécula radioativa ou quaisquer outros marcadores conhecidos na téc-

nica. As etiquetas sdo conhecidas na técnica que geralmente proporcionam (direta ou
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indiretamente) um sinal.

[00309] Em algumas modalidades, a invengdo proporciona também compo-
sigdes (incluindo composi¢des farmacéuticas) e kits compreendendo anticorpo G1,
e/ou qualquer ou todos os anticorpos ou polipeptideos aqui descritos.

[00310] Em algumas modalidades, a invengdo também proporciona polinu-
cleotideos isolados que codificam os anticorpos e polipeptideos da presente invengao
(incluindo um anticorpo compreendendo as sequéncias polipeptidicas das regides va-
riaveis de cadeia pesada e cadeia leve mostrada na Figura 5), e vetores e células
hospedeiras compreendendo o polinucleotideo.

[00311] Em algumas modalidades, a invengdo proporciona polinucleotideos
(ou composigdes, incluindo composigdes farmacéuticas) que compreendem codifica-
¢ao de polinucleotideos de qualquer um dos seguintes: (a) o anticorpo G1 ou as suas
variantes mostradas na Tabela 6; (b) um fragmento ou uma regido de anticorpo G1 ou
as suas variantes mostradas na Tabela 6; (c) uma cadeia leve de anticorpo G1 ou as
suas variantes mostradas na Tabela 6; (d) uma cadeia pesada do anticorpo G1 ou as
suas variantes mostradas na Tabela 6; (e) uma ou mais das regido (es) variavel (s) a
partir de uma cadeia leve e/ou uma cadeia pesada de anticorpo G1 ou as suas vari-
antes mostradas na Tabela 6; (f) um ou mais CDR (s) (um, dois, trés, quatro, cinco ou
seis CDR) do anticorpo G1 ou as suas variantes mostradas na Tabela 6; (g) CDR H3
da cadeia pesada do anticorpo G1; (h) CDR L3 da cadeia leve do anticorpo G1 ou as
suas variantes mostradas na Tabela 6; (i) trés CDR da cadeia leve do anticorpo G1
ou as suas variantes mostradas na Tabela 6; (j) trés CDR da cadeia pesada do anti-
corpo G1 ou as suas variantes mostradas na Tabela 6; (k) trés CDR da cadeia leve e
trés CDRs da cadeia pesada, do anticorpo G1 ou as suas variantes mostradas na
Tabela 6; e (I) um anticorpo que compreende qualquer um de (b) até (k). Em algumas
modalidades, o polinucleotideo compreende um dos ou ambos os polinucleotideo(s)

apresentados na SEQ ID NO: 9 e na SEQ ID NO: 10.
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[00312] Em um outro aspecto, a invengdo proporciona polinucleotideos que
codificam qualquer um dos anticorpos (incluindo fragmentos de anticorpos) e polipep-
tideos aqui descritos, tais como anticorpos e polipeptideos que tém funcao efetora
prejudicada. Os polinucleotideos podem ser produzidos por procedimentos conheci-
dos na técnica.

[00313] Em um outro aspecto, a invengdo proporciona composicdes (tais
como uma composig¢ao farmacéutica), que compreende qualquer um dos polinucleo-
tideos da invencdo. Em algumas modalidades, a composigdo compreende um vetor
de expressdao compreendendo um polinucleotideo que codifica o anticorpo G1 tal
como aqui descrito. Em outra modalidade, a composicdo compreende um vetor de
expressao compreendendo um polinucleotideo que codifica qualquer um dos anticor-
pos ou polipeptideos aqui descritos. Em ainda outras modalidades, a composi¢ao
compreende um dos ou ambos os polinucleotideos apresentados na SEQ ID NO: 9 e
na SEQ ID NO: 10. Os vetores de expressao, e a administracdo de composi¢des de
polinucleotideos sdo aqui adicionalmente descritos.

[00314] Em um outro aspecto, a invengdo proporciona um método de fabri-
cacao de qualquer um dos polinucleotideos aqui descritos.

[00315] Os polinucleotideos complementares a tais sequéncias também es-
tdo englobados pela presente invengdo. Os polinucleotideos podem ser de cadeia
simples (codificante ou anti-sense) ou de cadeia dupla e podem ser DNA (gendmico,
cDNA ou sintético) ou moléculas de RNA. Moléculas de RNA incluem moléculas
HNRNA, que contém introns e correspondem a uma molécula de DNA de um modo
um-para-um, € moléculas de mRNA, os quais ndo contém introns. Adicionais de codi-
ficagdo ou sequéncias n&o codificadoras podem, mas ndo necessariamente, estar pre-
sente dentro de um polinucleotideo da presente invencéo, e um polinucleotideo pode,
mas n&o necessita de ser ligada a outras moléculas e/ou materiais de suporte.

[00316] Os polinucleotideos podem compreender uma sequéncia nativa (ou
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seja, uma sequéncia enddgena que codifica um anticorpo ou uma sua por¢gao) ou po-
dem compreender uma variante de uma tal sequéncia. Variantes de polinucleotideos
contém uma ou mais substitui¢cdes, adigdes, delegdes e/ou insergdes tais que a imu-
norreatividade do polipeptideo codificado ndo é diminuido, em relagdo a uma molécula
imunorreativa nativa. O efeito sobre a imunorreatividade do polipeptideo codificado
pode ser geralmente avaliado como aqui descrito. As variantes exibem de um modo
preferido, pelo menos, cerca de 70% de identidade, mais preferencialmente pelo me-
nos cerca de 80% de identidade e mais preferencialmente pelo menos 90% de identi-
dade sobre a uma sequéncia polinucleotidica que codifica um anticorpo nativo ou uma
sua porgao.

[00317] Duas sequéncias polipeptidicas ou polinucleotidicas sao referidas
como sendo "idéntica", se a sequéncia de nucleotideos ou de aminoacidos nas duas
sequéncias € a mesma quando alinhadas para correspondéncia maxima, tal como
descrito abaixo. A comparacao entre duas sequéncias € tipicamente realizada com-
parando as sequéncias através de uma janela de comparagao para identificar e com-
parar regides locais de similaridade de sequéncia. Uma "janela de comparagao", tal
como aqui usada, se refere a um segmento de pelo menos cerca de 20 posi¢des con-
tiguas, geralmente de 30 a cerca de 75, de 40 a cerca de 50, em que uma sequéncia
pode ser comparada com uma sequéncia referéncia do mesmo numero de posi¢coes
contiguas apds as duas sequéncias sao alinhadas de forma 6tima.

[00318] O alinhamento 6timo de sequéncias para comparagéo pode ser con-
duzido utilizando o programa Megalign no local Lasergene de software de bioinforma-
tica (DNASTAR, Inc., Madison, WI), utilizando os parametros por defeito. Este pro-
grama incorpora varios esquemas de alinhamento descritos nas seguintes referén-
cias: Dayhoff, M.O. (1978) Um modelo de mudanca evolucionaria em proteinas - Ma-
trizes para a detecgao de relacionamentos distantes. Em Dayhoff, MO (ed.) Atlas of

Protein Sequence and Structure, National Biomedical Research Foundation,
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Washington DC Vol. 5, Suppl. 3, pp. 345-358; Hein J., 1990, Unified Approach to Align-
ment and Phylogenes pp. 626-645 Methods in Enzymology vol. 183, Academic Press,
Inc., San Diego, CA; Higgins, D.G. and Sharp, P.M., 1989, CABIOS 5:151-153; Myers,
E.W. and 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. and
Sokal, R.R., 1973, Numerical Taxonomy the Principles and Practice of Numerical Tax-
onomy, Freeman Press, San Francisco, CA; Wilbur, W.J. and Lipman, D.J., 1983,
Proc. Natl. Acad. Sci. EUA 80: 726-730.

[00319] De preferéncia, a "porcentagem de identidade de sequéncia" é deter-
minada por comparacgéo de duas sequéncias otimamente alinhadas em uma janela de
comparacgao de pelo menos 20 posi¢cdes, em que a por¢ao da sequéncia de polinucle-
otideo ou polipeptideo na janela de comparagédo pode compreender adigdes ou dele-
¢des (ou seja, lacunas) de 20 por cento ou menos, normalmente 5 a 15 por cento, ou
10 a 12 por cento, em comparagdo com as sequéncias de referéncia (Que ndao com-
preende adigdes ou dele¢des) para alinhamento 6timo das duas sequéncias. A por-
centagem é calculada determinando o numero de posigdes nas quais as bases de
acido nucleico idéntica ou residuo de aminoacido ocorre em ambas as sequéncias
para produzir o numero de posi¢des correspondentes, dividindo o numero de posicoes
correspondentes pelo numero total de posigdes nana sequéncia de referéncia (isto é,
o tamanho da janela) e multiplicando os resultados por 100 para render a porcentagem
de identidade de sequéncia.

[00320] As variantes podem também, ou em alternativa, ser substancial-
mente homdlogos a um gene nativo, ou uma porgao ou complementar do mesmo. Tais
variantes de polinucleotideos sao capazes de hibridar sob condi¢des moderadamente
rigorosas com uma sequéncia de DNA de ocorréncia natural que codifica um anticorpo
nativo (ou uma sequéncia complementar).

[00321] "Condigdes moderadamente rigorosas" adequadas incluem pré-
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lavagem em uma solugéo de 5 X SSC, 0,5% SDS, EDTA 1,0 mM (pH 8,0); hibridagao
a 50°C-65°C, 5 X SSC, durante a noite; seguido de duas lavagens a 65°C durante 20
minutos, com cada de 2X, 0,5X e 0,2X SSC contendo 0. 1 % SDS.

[00322] Tal como aqui se utiliza, "condigdes altamente rigorosas" ou "condi-
¢des muito rigorosas” sédo as que: (1) empregam baixa forga idnica e temperatura ele-
vada para lavagem, por exemplo 0,015 M de cloreto de s6dio/0,0015 M de citrato de
s6dio/0,1% de dodecilsulfato de sodio a 50°C; (2) empregam durante a hibridagdo um
agente desnaturante, tal como formamida, por exemplo, 50% (p/p) de formamida com
0,1% de albumina de soro de bovino/0,1% de Ficoll/0,1% de polivinilpirrolidona/50mM
de tampéao de fosfato de sodio a pH 6,5 com 750 mM de cloreto de sodio, citrato de
sédio 75 mM a 42°C; ou (3) empregam 50% de formamida, 5 x SSC (NaCl 0,75 M,
citrato de sédio de 0,075 M), fosfato de s6dio 50 mM (pH 6,8), 0,1% de pirofosfato de
sédio, 5x solugédo de Denhardt, DNA de esperma de salmao sonicado (50ug/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 sodio) e 50% de formamida a 55°C, seguido por uma lava-
gem de elevado rigor que consiste em 0,1 x SSC contendo EDTA a 55°C. O versado
na técnica reconhecera como ajustar a temperatura, forga iénica, etc., conforme ne-
cessario para acomodar fatores tais como comprimento da sonda e semelhantes.

[00323] Sera apreciado por aqueles versados na técnica que, como resultado
da degenerescéncia do codigo genético, ha muitas sequéncias de nucleotideos que
codificam um polipeptideo, tal como descrito neste documento. Alguns desses polinu-
cleotideos suportar homologia minima com a sequéncia de nucleotideos de qualquer
gene nativo. No entanto, os polinucleotideos que variam devido a diferengas no uso
de coddes estao especificamente contemplados pela presente invengdo. Além disso,
os alelos dos genes compreendendo as sequéncias polinucleotidicas aqui fornecidas
estdo dentro do ambito da presente invengdo. Os alelos sdo genes enddégenos que

sao alterados como resultado de uma ou mais mutagdes, tais como delecdes, adicoes
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e/ou substituicdes de nucleotideos. O mRNA e a proteina resultante pode, mas nao
precisa, tem uma estrutura ou fung¢ao alterada. Os alelos podem ser identificados uti-
lizando técnicas convencionais (tais como a hibridizagado, amplificacédo e/ou base de
dados de comparagao de sequéncias).

[00324] Os polinucleotideos da presente invencdo podem ser obtidos utili-
zando sintese quimica, métodos recombinantes, ou por PCR. Os métodos de sintese
quimica de polinucleotideos sdo bem conhecidos na técnica e ndo necessitam de ser
aqui descritos em detalhe. Um versado na técnica pode utilizar as sequéncias aqui
proporcionadas e um sintetizador de DNA comercial para a producéo de uma sequén-
cia de DNA desejada.

[00325] Para a preparagdo de polinucleotideos, utilizando métodos recombi-
nantes, um polinucleotideo compreendendo uma sequéncia desejada pode ser inse-
rido em um vetor adequado e o vetor por sua vez pode ser introduzido em uma célula
hospedeira adequada para replicacdo e amplificacdo, como discutido aqui. Os polinu-
cleotideos podem ser inseridos nas células hospedeiras por qualquer meio conhecido
na técnica. As células séo transformadas por introdugdo de um polinucleotideo exo-
geno por absorg¢ao direta, endocitose, transfecgédo, acasalamento de F ou eletropora-
¢ao. Uma vez introduzido, o polinucleotideo exdgeno pode ser mantido dentro da cé-
lula como um vetor ndo integrado (tal como um plasmideo) ou integrado no genoma
da célula hospedeira. O polinucleotideo assim amplificado pode ser isolado a partir da
célula hospedeira através de métodos bem conhecidos na técnica. Ver, p.ex., Sam-
brook et al. (1989).

[00326] Como alternativa, PCR permite a reproducao de sequéncias de DNA.
A tecnologia de PCR é bem conhecida na técnica e é descrita na Patente US Nos
4,683,195, 4,800,159, 4,754,065 e 4,683,202, assim como por PCR:.The Polymerase
Chain Reaction, Mullis et al. eds., Birkauswer Press, Boston (1994).

[00327] RNA pode ser obtido usando o DNA isolado em um vetor apropriado
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e inserindo-o0 em uma célula hospedeira adequada. Quando a célula se replica e o
DNA é transcrito em RNA, o RNA pode ser isolado utilizando métodos bem conhecidos
dos versados na técnica, como descrito em Sambrook et al., (1989), por exemplo.
[00328] Os vetores de clonagem adequados podem ser construidos de
acordo com técnicas padréo ou podem ser selecionados a partir de um grande numero
de vetores de clonagem disponiveis na técnica. Embora o vector de clonagem seleci-
onado possa variar de acordo com a célula hospedeira se destina a ser usado, os
vetores de clonagem uteis terdo geralmente a capacidade de auto-replicar, podem
possuir um unico alvo para uma endonuclease de restricido particular, e/ou podem
transportar genes para um marcador que pode ser usado na selegao de clones que
contenham o vetor. Os exemplos adequados incluem plasmideos e virus bacterianos,
por exemplo, pUC18, pUC19, Bluescript (por exemplo, pBS SK+) e seus derivados,
mp18, mp19, pBR322, pMB9, ColE1, pCR1, RP4, DNA de fago e vetores de vaivém,
tais como PSA3 e pAT28. Estes e muitos outros vetores de clonagem est&o disponi-
veis a partir de fornecedores comerciais tais como BioRad, Stratagene e Invitrogen.
[00329] Os vetores de expressao sdo em geral construtos de polinucleotideo
replicavel que contém um polinucleotideo de acordo com qualquer um dos varios as-
pectos da invengado. Esta implicito que um vetor de expressao deve ser replicado nas
células hospedeiras, quer como epissomas ou como uma parte integral do DNA cro-
mossOmico. Vetores de expressao adequados incluem, mas néo estao limitados aos
plasmideos, vetores virais, incluindo adenovirus, adenovirus associados, retrovirus,
cosmideos e vetor (es) de expressao descritos na Publicagdo PCT No. WO 87/04462.
Os componentes do vetor podem geralmente incluir, mas ndo estdo limitados a um ou
mais dos seguintes: uma sequéncia de sinal; uma origem de replicagdo; um ou mais
genes marcadores; elementos de controle transcricional adequado (tais como promo-
tores, estimuladores e terminador). Para a expresséo (ou seja, tradugdo), um ou mais

elementos controladores de translagdo também s&o geralmente necessarios, tais
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como locais de ligagdo ao ribossoma, sitios de iniciagdo da tradugao, e parar codons.

[00330] Os vetores que contém os polinucleotideos de interesse podem ser
introduzidos na célula hospedeira por qualquer de um numero de meios adequados,
incluindo eletroporagéo, transfecgdo empregando cloreto de calcio, cloreto de rubidio,
fosfato de calcio, DEAE-dextrano, ou outras substancias; bombardeamento de micro-
projéteis; lipofecgao; e infeccéo (por exemplo, onde o vetor € um agente infeccioso tal
como o virus vaccinia). A opc¢ao de introduzir vetores ou polinucleotideos dependera
frequentemente das caracteristicas da célula hospedeira.

[00331] Em alguns aspectos, a invengao também proporciona células hospe-
deiras compreendendo qualquer um dos polinucleotideos aqui descritos. Quaisquer
células hospedeiras capazes de sobre-expressar DNAs heterdlogos podem ser usa-
dos para a finalidade de isolar os genes que codificam o anticorpo, polipeptideo ou
proteina de interesse. Exemplos ndo limitativos de células hospedeiras de mamifero
incluem, mas nao se limitam as células COS, células Hela, e células CHO. Ver tam-
bém a Publicagdo PCT No. WO 87/04462. As células hospedeiras ndo de mamifero
adequadas incluem células procariéticas (tais como E. coli ou B. subtilis) e de levedura
(tais como S. cerevisiae, S. pombe; ou K. lactis). De preferéncia, as células hospedei-
ras expressam os cDNA a um nivel de cerca de 5 vezes superior, mais preferencial-
mente 10 vezes maior, ainda mais preferivelmente 20 vezes mais elevado do que a
do anticorpo ou proteina de interesse endogena correspondente, se presente, nas
células hospedeiras. O rastreio das células hospedeiras durante uma ligagao especi-
fica para AL11-40 é efetuada por um imunoensaio ou FACS. Uma célula que sobre-
expressa o anticorpo ou a proteina de interesse pode ser identificada.

D. Composicoes

[00332] Em algumas modalidades, as composi¢des usadas no método da in-
vengado compreendem uma quantidade eficaz de um anticorpo (por exemplo, anticorpo

antagonista anti-CGRP, anticorpo monoclonal que modula a via de CGRP), ou um
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polipeptideo derivado de anticorpo aqui descrito. Exemplos de tais composi¢des, bem
como a forma como para formular, sdo também descritas em uma sec¢ao anterior e
inferior. Em uma modalidade, a composicdo compreende ainda um antagonista do
CGRP. Em algumas modalidades, a composi¢ado compreende um ou mais anticorpos
monoclonais que modulam a via de CGRP. Em algumas modalidades, a composigéo
compreende um ou mais anticorpos antagonista anti-CGRP. Em algumas modalida-
des, o anticorpo antagonista anti-CGRP reconhece CGRP humano. Em algumas mo-
dalidades, o anticorpo antagonista anti-CGRP é humanizado. Em algumas modalida-
des, o anticorpo antagonista anti-CGRP compreende uma regido constante que nao
desencadeia uma resposta imunitaria indesejada ou indesejavel, tal como a lise me-
diada por anticorpo ou ADCC. Em algumas modalidades, o anticorpo antagonista anti-
CGRP compreende um ou mais CDR(s) de anticorpo G1 (tal como uma, duas, trés,
quatro, cinco, ou, em algumas modalidades, todas as seis CDR de G1). Em algumas
modalidades, o anticorpo antagonista anti-CGRP & humano.

[00333] Entende-se que as composi¢cdes podem compreender mais do que
um anticorpo (por exemplo, mais do que um anticorpo antagonista anti-CGRP-- uma
mistura de anticorpos antagonista anti-CGRP que reconhecem diferentes epitopos de
CGRP). Outras composi¢des exemplificativas compreendem mais de uns anticorpos
antagonistas anti-CGRP que reconhecem o mesmo epitopo (s), ou de diferentes es-
pécies de anticorpos antagonista anti-CGRP que se ligam a diferentes epitopos de
CGRP.

[00334] Uma composigdo pode ainda compreender transportadores, excipi-
entes ou estabilizadores (Remington: The Science e Practice of Pharmacy 20th Ed.
(2000) Lippincott Williams and Wilkins, Ed. K. E. Hoover). Os transportadores, excipi-
entes ou estabilizantes aceitaveis ndo séo toxicos para os receptores nas dosagens e
concentragdes empregues. Uma formulacéo terapéutica de um anticorpo pode com-

preender um ou mais transportadores, excipientes ou estabilizadores
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farmaceuticamente aceitaveis, com exemplos nao limitantes de tais espécies que in-
cluem tampdes tais como fosfato, citrato, e outros acido organicos; sais como cloreto
de sodio; antioxidantes incluindo acido ascorbico e metionina; preservativos (tais
como cloreto de aménio de octadecildimetilbenzil; cloreto de hexametbnio; cloreto de
benzalcénio, cloreto de benzetdnio; fenol, butil ou alcool benzil; alquilparabenos, tais
como metil ou propil parabeno; catecol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; e m-cre-
sol); peso molecular inferior (menos do que cerca de 10 residuos) polipeptideos; pro-
teinas, tais como albumina de soro, gelatina, ou imunoglobulinas; polimeros hidrofili-
cos tais como polivinilpirrolidona; aminoacidos (por exemplo, em concentragdes de
0,1 mMa 100 mM, 0,1 mMa 1 mM, 0,01 mMa 50 mM, 1 mM a 50 mM, 1 mM a 30
mM, 1 mM a 20 mM, 10 mM a 25 mM) tasi como glicina, glutamina, metionina, aspa-
ragina, histidina, arginina, ou lisina; monosacarideos, disacarideos, e outros carbohi-
dratos incluindo glucose, manose, ou dextrinas; agentes de quelagao (por exemplo,
em concentrag¢des de 0,001 mg/mL a 1 mg/mL, 0,001 mg/mL a 1 mg/mL, 0,001 mg/mL
a 0,1 mg/mL, 0,001 mg/mL a 0,01 mg/mL) tais como EDTA (por exemplo, disodio
EDTA dihidrato); agucares (por exemplo, em concentragcdées de 1 mg/mL a 500 mg/mL,
10 mg/mL a 200 mg/mL, 10 mg/mL a 100 mg/mL, 50 mg/mL a 150 mg/mL) tais como
sucrose, manitol, trehalose ou sorbitol; contra-ibes formadores de sais tais como so-
dio; complexos de metal (por exemplo, complexos de proteina de Zn); e/ou tensoativos
n&o ibnicos (por exemplo, em concentra¢des de 0,01 mg/mL a 10 mg/mL, 0,01 mg/mL
a 1 mg/mL, 0.1 mg/mL a 1 mg/mL, 0,01 mg/mL a 0,5 mg/mL) tais como TWEENTM
(por exemplo, polisorbato (por exemplo, polisorbato 20, polisorbato 40, polisorbato 60,
polisorbato 80)), PLURONICSTM ou polietileno glicol (PEG). Os excipientes farma-
ceuticamente aceitaveis sdo aqui adicionalmente descritos.

[00335] Um anticorpo (por exemplo, um anticorpo antagonista anti-CGRP) e
suas composigdes podem também ser usados em conjunto com outros agentes que

servem para reforgar e/ou complementar a eficacia dos agentes.
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E. Kits

[00336] Em um aspecto, a invengdo também fornece kits para uso nos pre-
sentes métodos. Os kits podem incluir um ou mais recipientes que compreendem um
anticorpo aqui descrito (por exemplo, um anticorpo antagonista anti-CGRP (tal como
um anticorpo humanizado)) ou polipeptideo aqui descrito e instru¢cdes para uso de
acordo com qualquer dos métodos aqui descritos. Geralmente, estas instrugdes in-
cluem uma descrigdo da administracdo do anticorpo para tratar, melhorar ou prevenir
a dor de cabecga (por exemplo, enxaqueca) de acordo com qualquer dos métodos aqui
descritos. O kit pode ainda compreender uma descricdo de selecionar um individuo
adequado para tratamento com base em identificar se esse individuo tem dor de ca-
beca, ou se o individuo esta em risco de ter dor de cabe¢a. Em ainda outras modali-
dades, as instru¢gdes compreendem uma descricao da administracdo de um anticorpo
(por exemplo, o anticorpo antagonista anti-CGRP) a um individuo em risco de ter dor
de cabecga (por exemplo, enxaqueca).

[00337] Em algumas modalidades, o anticorpo € um anticorpo humanizado.
Em algumas modalidades, o anticorpo € humano. Em outras modalidades, o anticorpo
€ um anticorpo monoclonal. Em outras modalidades. Em algumas modalidades, o an-
ticorpo compreende um ou mais CDR(s) de anticorpo G1 (tal como uma, duas, trés,
quatro, cinco, ou, em algumas modalidades, todas as seis CDR de G1).

[00338] As instrugdes relativas ao uso de um anticorpo (por exemplo, anti-
corpo antagonista anti-CGRP) geralmente incluem informag¢des como a dosagem, ho-
rario de dosagem, e via de administragdo para o tratamento pretendido. Os recipientes
podem ser doses unitarias, embalagens em lote (por exemplo, embalagens multi-
dose) ou doses de sub-unidade. Instrugdes fornecidas nos kits s&o instru¢cées sobre
um rétulo ou bula (por exemplo, uma folha de papel incluido no kit) normalmente es-
crita, mas as instrugdes legiveis por maquina (por exemplo, instru¢des realizadas em

um disco de armazenamento magnético ou optico) também s&o aceitaveis.
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[00339] A etiqueta ou bula informativa indica que a composicédo é usada para
o tratamento, melhoria e/ou prevencéo da dor de cabega (por exemplo, enxaqueca).
As instru¢des podem ser fornecidas para a pratica de qualquer dos métodos aqui des-
critos.

[00340] Os kits da invengao presente sdo em embalagens apropriadas. Em-
balagem adequada inclui, mas n&o esta limitada as ampolas, garrafas, jarros, emba-
lagens flexiveis (por exemplo, Mylar selado ou sacos de plastico), e semelhantes.
Também estdo contempladas as embalagens para o uso em combinagdo com um
dispositivo especifico, como um inalador, dispositivo de administracdo nasal (por
exemplo, um atomizador) ou um dispositivo de infus&o tal como uma minibomba. Um
kit pode ter uma porta de acesso estéril (por exemplo, o recipiente pode ser uma bolsa
ou frasco de solugéo intravenosa que tem uma rolha perfuravel por uma agulha de
injecao hipodérmica). O recipiente pode também ter uma porta de acesso estéril (por
exemplo o recipiente pode ser um saco de solugao intravenosa ou um frasco pos-
suindo uma rolha perfuravel por uma agulha de injegdo hipodérmica). Pelo menos um
agente ativo na composigao é um anticorpo antagonista anti-CGRP e/ou um anticorpo
monoclonal que modula a via de CGRP. O recipiente pode ainda compreender um
segundo agente farmaceuticamente ativo.

[00341] Os kits podem proporcionar opcionalmente componentes adicionais
tais como tampdes e informagao interpretativa. Normalmente, o kit compreende um
recipiente e uma etiqueta ou bula informativa (s) sobre ou associado com o recipiente.

[00342] Os Exemplos a seguir sdo fornecidos para ilustrar, mas nao limitar a
invencao.

Exemplos

Exemplo 1: Geracado e caracterizagcdo de anticorpos monoclonais direciona-

dos contra CGRP

[00343] Geragao de anticorpos anti-CGRP. Para gerar anticorpos anti-CGRP
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que tém reatividade cruzada entre espécies de camundongo e CGRP humano, os
camundongos foram imunizados com 25-100 ug de a-CGRP ou B-CGRP humano con-
jugado com KLH em adjuvante (50 ul por 100 ul, na pata por camundongo total) a
varios intervalos. A imunizagao foi realizada geralmente como descrito no Geerligs HJ
et al., 1989, J. Immunol. Methods 124:95-102; Kenney JS et al., 1989, J. Immunol.
Methods 121:157-166; and Wicher K et al., 1989, Int. Arch. Allergy Appl. Immunol.
89:128-135. Os camundongos foram primeiro imunizados com 50 ug de a-CGRP ou
B-CGRP humano conjugado com KLH em CFA (adjuvante completo de Freund). Apés
21 dias, os camundongos foram secundariamente imunizados com 25 nug de B-CGRP
humano (para os camundongos imunizados com o primeiro humano a-CGRP) ou a-
CGRP (para os camundongos imunizados com o primeiro humano B-CGRP) conju-
gado com KLH em IFA (adjuvante de Freund incompleto). Vinte e trés dias mais tarde,
apos a segunda imunizagao, terceira imunizagao foi realizada com 25 ug de camun-
dongo a-CGRP conjugado com KLH em IFA. Dez dias mais tarde, os titulos de anti-
corpos foram testados por meio de ELISA. Adiante a imunizagao foi realizada com 25
ug do peptideo (de camundongo a-CGRP-KLH) em IFA 34 dias ap6s a terceira imuni-
zacao. Reforgo final foi realizado com 100 pg peptideo soluvel (camundongo de a-
CGRP) 32 dias apds a imunizagdo por diante.

[00344] Os esplendcitos foram obtidos a partir do camundongo imunizado e
fundidos com células de mieloma NSO, na proporc¢éo de 10: 1, com polietileno-glicol
1500. Os hibridos foram plaqueados em placas de 96 pogos em DMEM contendo 20%
de soro de cavalo e 2-oxaloacetato/piruvato/insulina (Sigma), e sele¢cdo hipoxan-
tina/aminopterina/timidina foi iniciada. No dia 8, 100 yl de DMEM contendo soro de
cavalo a 20% foi adicionado a todos os poc¢os. Os sobrenadantes dos hibridos foram
pesquisados utilizando imunoensaio de captura de anticorpo. Determinacao da classe
de anticorpos foi feita com anticorpos especificos para a segunda classe.

[00345] Um painel de linhas celulares produtores de anticorpos monoclonais
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foi selecionado com base na sua ligagdo ao CGRP humano e de camundongo para
posterior caracterizagao. Estes anticorpos e caracteristicas estdo apresentados a se-
guir nas Tabelas 2 e 3.

[00346] Purificagéo e preparagao do fragmento Fab. Os anticorpos monoclo-
nais selecionados para posterior caracterizagcédo foram purificados a partir de sobrena-
dantes de culturas de hibridoma utilizando proteina A da cromatografia de afinidade.
Os sobrenadantes foram equilibrados a pH 8. Os sobrenadantes foram entao carre-
gados para a coluna de proteina A MabSelect (Amersham Biosciences # 17-5199-02)
equilibrada com PBS a pH 8. A coluna foi lavada com 5 volumes de coluna de PBS,
pH 8. Os anticorpos foram eluidos com tampao de citrato-fosfato de 50 mM, a pH 3.
Os anticorpos eluidos foram neutralizados com 1 M de tampé&o fosfato, pH 8. Os anti-
corpos purificados foram dialisados com PBS, pH 7,4. As concentra¢des de anticorpos
foram determinadas por SDS-PAGE, utilizando um anticorpo monoclonal de murino
da curva padréo.

[00347] Os Fab foram preparados por protedlise de papaina de anticorpos
completos utilizando o kit Immunopure Fab (Pierce #44885) e purificou-se por fluxo
através de cromatografia de proteina A, seguindo as instru¢des do fabricante. As con-
centracdes foram determinadas por ELISA e/ou eletroforese de SDS-PAGE utilizando
um Fab padrdo de concentragdo conhecida (determinada por analise de aminoaci-
dos), e por A280 utilizando 10D = 0,6 mg/ml (ou equivalente tedrico baseado na se-
quéncia de aminoacidos).

[00348] Determinacao de afinidade dos Fabs. Afinidades dos anticorpos mo-
noclonais anti-CGRP foram determinadas em ambas as 25°C ou 37 °C, utilizando o
sistema de ressonancia plasménica de superficie Biacore3000™ (SPR) (BlAcore, Inc.,
Piscataway NJ), com o proprio tamp&o de operagao do fabricante, HBS-EP (HEPES
10 mM pH 7,4, NaCIl 150 mM, EDTA 3 mM, 0,005% p/p de polissorbato 20). A afini-

dade foi determinada pela captura de peptideos de CGRP terminalmente biotinilado
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de N (pedidos personalizados a partir de GenScript Corporation, New Jersey ou global
Peptide Services, Colorado) via estreptavidina pré-imobilizada em SA chip e medi¢éo
cinética de ligagao do anticorpo Fab titulada através da superficie do CGRP. Biotini-
lado CGRP foi diluido em HBS-EP e injetado sobre o chip, a uma concentragdo de
menos do que 0,001 mg/ml. Usando o tempo de fluxo variavel entre os canais de
fichas individuais, duas gamas de densidade de antigeno foram alcangadas: <50 uni-
dades de resposta (RU) para estudos cinéticos pormenorizados e cerca de 800 RU
para estudos de concentragdo e de triagem. Duas ou trés vezes diluigdes em série em
concentragdes tipicamente abrangendo 1 uM - 0,1 nM (destinado a 0.1-10x estimado
KD) de fragmentos Fab purificados durante 1 minuto a 100 Foram ppermitidos L/min
e tempos de dissociagédo de 10 minutos foram injetados. Depois de cada ciclo de liga-
¢ao, as superficies foram regeneradas com NaOH a 25 mM em 25% p/p de etanol,
que foi tolerada ao longo de centenas de ciclos. Cinética de velocidade de associagéo
(Kon) e taxa de dissociacao (koff) foram obtidas simultaneamente através do ajuste
dos dados a um modelo 1:1 de ligacdo de Langmuir (Karlsson, R. Roos, H. Fagerstam,
L. Petersson, B. (1994). Methods Enzymology 6. 99-110), utilizando o programa BlAe-
valuation. As constantes de dissociagdo em equilibrio globais (KD) ou "afinidades" fo-
ram calculadas a partir da razdo KD = koff/kon. As afinidades dos fragmentos Fab
murino estdo apresentadas nas Tabelas 2 e 3.

[00349] Mapeamento de epitopos dos anticorpos anti-CGRP murino. Para
determinar o epitopo que os anticorpos anti-CGRP humano ligam em a-CGRP, as
afinidades dos fragmentos Fab para varios fragmentos de ligagdo de CGRP foram
medidas tal como descrito acima através da captura de fragmentos de CGRP termi-
nalmente biotinilado de N dos aminoacidos 19-37 e aminoacidos 25-37 sobre um chip
sensor SA. A Figura 1 mostra as suas afinidades de ligagdo medidas a 25°C. Como
mostrado na Figura 1, todos os anticorpos, exceto o anticorpo 4901, ligam aos frag-

mentos de a-CGRP humano 19-37 e 25-37 com afinidade semelhante para a sua
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afinidade de ligagdo ao comprimento completo humano de a-CGRP (1-37). Anticorpo
4901 se liga ao fragmento de a-CGRP humano 25-37 com seis vezes menores afini-
dade do que ligagdo ao fragmento de a-CGRP humano de corpo inteiro, principal-
mente devido a uma perda de taxa off. Os dados indicam que estes anticorpos anti-
CGRP geralmente se ligam a extremidade do terminal C de CGRP.

[00350] Varredura de alanina foi realizada para caracterizar ainda mais os
aminoacidos em a-CGRP humano envolvidos na ligagdo de anticorpos anti-CGRP.
Diferentes variantes de a-CGRP humano com substitui¢des unicas de alanina foram
geradas por sintese de peptideos. As suas sequéncias de aminoacidos s&o apresen-
tadas na Tabela 4, juntamente com todos os outros peptideos usados na analise Bia-
core. As afinidades dos fragmentos Fab dos anticorpos anti-CGRP a estas variantes
foram determinadas usando Biacore, como descrito acima. Como mostrado na Figura
1, todos os 12 anticorpos alvo de um epitopo do terminal C, com F37 de aminoacidos
sendo o residuo mais importante. A mutagdo de F37 para alanina reduziu significati-
vamente a afinidade ou mesmo completamente eliminada ligagdo dos anticorpos anti-
CGRP para o peptideo. O proximo residuo de aminoacido mais importante € G33, no
entanto, apenas os anticorpos de elevada afinidade (7E9, 8B6, 10A8 e 7D11) foram
influenciados pela substituicdo de alanina nesta posicdo. O residuo aminoacido S34
também desempenha uma significativa, mas menor, em fungéo da ligagao destes qua-
tro anticorpos de elevada afinidade.

[00351] Tabela 2. Caracteristicas dos anticorpos monoclonais anti-CGRP hu-

mano que se ligam a a-CGRP e a sua atividade antagonista

Anticor- | KD para | KD para a- Bloqueio com base | IC50 (sitios de
pos a-CGRP | CGRP hu- na célula de liga- ligacdo nM) a
humana | mana a 37 c¢ao a-CGRP hu- 25°C (temp.
ao 25°C | °C (nM) mana para seu re- | ambiente) me-
(nM) ceptor,a25°C a didos no en-
base das células saio de ligagao
(medido através de radioli-
da ativagao de gante.
cAMP)
7E9 1,0 0,9 Sim 2,5
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8B6 1,1 1,2 Sim 4,0

10A8 2,1 3,0 Sim n.d.
7D11 4,4 5,4 Sim n.d.
6H2 9,3 42 Sim 12,9
4901 61 139 Sim 58

14E10 80 179 Sim n.d.
9B8 85 183 Nao n.d.
13C2 94 379 Nao n.d.
14A9 148 581 Nao n.d.
6D5 210 647 Nao n.d.
1C5 296 652 Nao n.d.

Nota: O anticorpo 4901 esta disponivel comercialmente (Sigma, Produto No.

C7113).
nd = n&o determinado
[00352] Tabela 3. Caracteristicas dos anticorpos monoclonais anti-CGRP ca-

mundongo que se ligam a a-CGRP e a atividade antagonista

Anticor- | KD para a- | Bloqueio com base na célula | In vivo no ensaio
pos CGRP camun- | de ligacédo de a-CGRP ca- | de bloqueio do
dongo a mundongo para seu recep- | nervo safeno
37 °C (nM) tor, a 25 °C (medido atraveés
da ativagdo de cAMP)
4901 3,4 Sim Sim
7E9 47 Sim Sim
6H2 54 Nao Nao
8B6 75 Sim Sim
7D11 218 Sim Sim
10A8 451 Nao n.d.
9B8 876 Nao n.d.
14E10 | 922 Nao n.d.
13C2 > 1000 Nao n.d.
14A9 > 1000 Nao n.d.
6D5 > 1000 Nao n.d.
1C5 > 1000 Nao n.d.

"n.d." indica que nenhum teste foi realizado para o anticorpo.

[00353] Tabela 4 As sequéncias de aminoacidos de fragmentos a-CGRP hu-
mano (SEQ ID NOS: 15-40) e peptideos relacionados (SEQ ID NOS: 41-47). Todos
os peptideos sao terminalmente C amidado exceto SEQ ID NOS: 36-40. Residuos em

negrito indicam mutagdes pontuais.
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CGRP Sequéncia de aminoacidos SEQ ID NO
1-37 (WT) ACDTATCVTHRLAGLLSRSGGVVKNNFVP | 15
TNVGSKAF
8-37 VTHRLAGLLSRSGGVVKNNFVPTNVGSKA | 16
F
19-37 SGGVVKNNFVPTNVGSKAF 17
P29A (19-37) | SGGVVKNNFVATNVGSKAF 18
K35A (19-37) | SGGVVKNNFVPTNVGSAAF 19
K35E (19-37) | SGGVVKNNFVPTNVGSEAF 20
K35M (19-37) | SGGVVKNNFVPTNVGSMAF 21
K35Q (19-37) | SGGVVKNNFVPTNVGSQAF 22
F37A (19-37) | SGGVVKNNFVPTNVGSKAA 23
25-38A NNFVPTNVGSKAFA 24
25-37 NNFVPTNVGSKAF 25
F27A (25-37) | NNAVPTNVGSKAF 26
V28A (25-37) | NNFAPTNVGSKAF 27
P29A (25-37) | NNFVATNVGSKAF 28
T30A (25-37) | NNFVPANVGSKAF 29
N31A (25-37) | NNFVPTAVGSKAF 30
V32A (25-37) | NNFVPTNAGSKAF 31
G33A (25-37) | NNFVPTNVASKAF 32
S34A (25-37) | NNFVPTNVGAKAF 33
F37A (25-37) | NNFVPTNVGSKAA 34
26-37 NFVPTNVGSKAF 35
19-37-COOH | SGGVVKNNFVPTNVGSKAF 36
19-36-COOH | SGGVVKNNFVPTNVGSKA 37
1-36-COOH | ACDTATCVTHRLAGLLSRSGGVVKNNFVP | 38
TNVGSKA
1-19-COOH | ACDTATCVTHRLAGLLSRS 39
1-13-COOH | ACDTATCVTHRLA 40

camundongo

SCNTATCVTHRLAGLLSRSGGVVKDNFVP

41
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CGRP Sequéncia de aminoacidos SEQ ID NO
a (1-37) TNVGSEAF

camundongo | SGGVVKDNFVPTNVGSEAF 42
a (19-37)

humano B (1- | ACNTATCVTHRLAGLLSRSGGMVKSNFVP | 43
37) TNVGSKAF

camundongo | SCNTATCVTHRLAGLLSRSGGVVKDNFVP | 44
B (1-37) TNVGSKAF

Calcitonina CGNLSTCMLGTYTQDFNKFHTFPQTAIGV | 45
humana GAP

(1-32)

Amilina  hu- | KCNTATCATQRLANFLVHSSNNFGAILSST | 46
mana (1-37) | NVGSNTY

Adrenomedu- | YRQSMNNFQGLRSFGCRFGTCTVQKLAH | 47
lina Humana | QIYQFTDK

(1-52) DKDNVAPRSKISPQGY

Exemplo 2: Rastreio de anticorpos antagonista anti-CGRP utilizando ensaios

in vitro.

[00354] Anticorpos anti-CGRP de camundongos foram ainda pesquisados
guanto a atividade antagonista in vitro utilizando um ensaio com base celular de cAMP
e ativagao ensaio de ligagao.

[00355] A atividade antagonista medida pelo ensaio de cAMP. Cinco microli-
tros de a-CGRP humano ou de camundongo (concentragao final de 50 nM) na pre-
senga ou auséncia de um anticorpo anti-CGRP (concentracgéao final de 1-3000 nM), ou
de a-CGRP camundongos ou a-CGRP humanos (concentragao final de 0,1 nM-10 uM;
como um controle positivo para a ativagdo de c-AMP) foi dispensado em uma placa
de 384 cavidades (Nunc, Cat. No. 264657). Dez microlitros de células (humano SK-N-
MC se a-CGRP humano ¢é usado, ou de camundongo L6 da ATCC se a-CGRP ca-
mundongo é usado) em tampao de estimulagdo (20 mM de HEPES, pH 7,4, NaCl de
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146 mM, 5 mM de KCI, 1 mM de CaCl2, 1 mM de MgCI2 500 uM de 3-isobutil-1-
metilxantina (IBMX)) foram adicionados aos pogos da placa. A placa foi incubada a
temperatura ambiente durante 30 min.

[00356] Apds a incubacgéo, a ativagdo de cAMP foi realizada utilizando Ensaio
de Complementagédo do Fragmento de Enzima HitHunterTM (Applied Biosystems) se-
guindo as instrugdes do fabricante. O ensaio se baseia em uma Benzima galactosi-
dase geneticamente modificada que consiste em dois fragmentos denominados En-
zima Receptora (EA) e Enzima do Dador (ED). Quando os dois fragmentos sao sepa-
rados, a enzima é inativa. Quando os fragmentos s&o juntos podem recombinar-se
espontaneamente para formar uma enzima ativa por um processo chamado de com-
plementacdo. A plataforma de ensaio CEF utiliza um conjugado de peptideo de ED-
cAMP em que cAMP é reconhecido por anticorpos anti-cAMP. Este fragmento ED é
capaz de reassociagdo com a EA para formar uma enzima ativa. No ensaio, o anti-
corpo anti-cAMP é otimamente titulado para ligar o conjugado ED-cAMP e inibir a for-
macéo de enzima. Os niveis de cAMP em amostras de lisados celulares competem
com o conjugado de cAMP-ED para a ligagdo ao anticorpo anti-cAMP. A quantidade
de conjugado de ED livre no ensaio é proporcional a concentragdo de cAMP. Portanto,
o cAMP é medido pela formacédo de uma enzima ativa que € quantificada pela rotati-
vidade de Bsubstrato luminescente de galactosidase. O ensaio de ativagao de cAMP
foi realizado pela adigdo de 10 ul de tampao de lise e o anticorpo anti-cAMP (propor-
¢ao 1: 1) seguindo a incubagéo a temperatura ambiente durante 60 min. Em seguida,
10 ul do reagente de ED-cAMP foi adicionado a cada pogo e incubado durante 60
minutos a temperatura ambiente. Apds a incubacéo, 20 ul do reagente de EA e mistura
CL (contendo o substrato) (relacéo 1: 1) foi adicionado a cada pog¢o e incubado durante
1-3 horas ou durante a noite a temperatura ambiente. A placa foi lida a 1 segundo/pogo
no instrumento PMT ou 30 segundos/lugar no imager. Os anticorpos que inibem a

ativagao de cAMP pelo a-CGRP foram identificados (referido como "sim") nas Tabelas
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2 e 3 acima. Os dados das Tabelas 2 e 3 indicam que os anticorpos que demonstraram
a atividade antagonista no ensaio geralmente tém elevada afinidade. Por exemplo, os
anticorpos tendo KD (determinado a 25 °C) de cerca de 80 nM ou menos ao a-CGRP
humano ou tendo KD (determinado a 37°C) de cerca de 47 nM ou menos ao a-CGRP
camundongo mostrou atividade antagonista neste ensaio.

[00357] O Ensaio De Ligacao do Radioligante. Ensaio de ligagéo foi realizado
para medir a IC50 de anticorpo anti-CGRP no bloqueio do CGRP a partir da ligagao
ao receptor, como descrito anteriormente. Zimmermann et al., Peptides 16:421-4,
1995; Mallee et al., J. Biol. Chem. 277:14294-8, 2002. As membranas (25 ug) a partir
de células SK-N-MC foram incubadas durante 90 min a temperatura ambiente em
tampao de incubacgéo (50 mM Tris-HCL, pH 7.4, 5 mM MgCL2, 0.1% BSA) contendo
10 pM 1251-human a-CGRP em um volume total de 1 mL. Para determinar as concen-
tragdes de inibicdo (IC50), anticorpos ou CGRP ndo marcado (como um controle), a
partir de uma solugao de estoque maior do que cerca de 100 vezes foram dissolvidos
a varias concentragcdes no tampéao de incubacio e incubados ao mesmo tempo com
as membranas e 10 pM 125l-humano a-CGRP. A incubacao foi terminada por filtragao
através de um filtro de microfibra de vidro (GF/B, 1um) que tinham sido bloqueadas
com 0,5% polietilemimina. As curvas de resposta a dose foram representados grafi-
camente e valores Ki foram determinados usando a equacéo: Ki = IC50/(1+ (([li-
gante]/KD); onde a dissociacao constante de equilibrio KD = 8 pM para a-CGRP hu-
mano ao receptor CGRP1 como presente nas células SK-N-MC, e Bmax = 0,025
pmol/mg de proteina. O valor IC50 relatado (em termos de moléculas de 1gG), foi con-
vertido em sitios de ligac&o (por multiplicagdo por 2) de modo que ele pode ser com-
parado com as afinidades (KD) determinado pela Biacore (ver Tabela 2).

[00358] A Tabela 2 mostra o IC50 de anticorpos de murino 7E9, 8B6, 6H2 e
4901. Os dados indicam que a afinidade do anticorpo geralmente se correlaciona com

IC50: anticorpos com maior afinidade (valores KD inferiores) tém IC50 menor no
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ensaio de ligagdo de radioligante.

Exemplo 3: Efeito de anticorpos antagonistas anti-CGRP em vasodilatacdo

cutdnea induzida pela estimulacdo do nervo safeno de camundongo

[00359] Para testar a atividade antagonista dos anticorpos anti-CGRP, efeito
dos anticorpos sobre a vasodilatagdo cutanea pela estimulacdo do nervo safeno de
rato foi testada utilizando um modelo de rato descrito anteriormente. Escott et al., Br.
J. Pharmacol. 110:772-776, 1993. Neste modelo de camundongo, a estimulacéo elé-
trica do nervo safeno induz a libertacdo de CGRP das terminagdes nervosas, resul-
tando em um aumento no fluxo sanguineo da pele. O fluxo de sangue na pele do pé
de camundongos Sprague Dawley (170-300 g, de Charles River Hollister) foi medido
apos a estimulagéo do nervo safena. Os camundongos foram mantidos sob anestesia
com isoflurano a 2%. Tosilato de bretilio (30 mg/kg, administrada V) foi dada no inicio
da experiéncia para minimizar vasoconstricao devida a estimulacdo concomitante das
fibras simpaticas do nervo safeno. A temperatura corporal foi mantida a 37°C pela uso
de uma sonda retal termostaticamente ligada a um cobertor de aquecimento de tem-
peratura pad. Os compostos, incluindo os anticorpos, controle positivo (CGRP 8-37),
e veiculo (PBS, 0,01% de Tween 20) foram administrados por via intravenosa através
da veia femural direita, exceto para a experiéncia apresentada na Figura 3, o com-
posto de teste e de controle foram injetados através na veia da cauda, e para as ex-
periéncias mostradas nas Figuras 2A e 2B, os anticorpos 4901 e 7D11 foram injetados
por via intraperitoneal (IP). Composto do controle positivo CGRP 8-37 (antagonista de
vasodilatagdo), devido a sua meia-vida curta, foi dada 3-5 min antes da estimulagéo
do nervo a 400 nmol/kg (200 pl). Tan et al., Clin. Sci. 89:656-73, 1995. Os anticorpos
foram administrados em doses diferentes (1 mg/kg, 2,5 mg/kg, 5 mg/kg, 10 mg/kg, e
25 mg/kg).

[00360] Para as experiéncias apresentadas nas Figuras 2A e 2B, o anticorpo

4901 (25 mg/kg), o anticorpo 7D11 (25 mg/kg), ou controle de veiculo (PBS com
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Tween 20 a 0,01%) foi administrado por via intraperitoneal (IP) 72 horas antes da
estimulacéo de pulso elétrico. Por experiéncia apresentada na Figura 3, o anticorpo
4901 (1 mg/kg, 2,5 mg/kg, 5 mg/kg, ou 25 mg/kg) ou de controle de veiculo (PBS com
Tween 20 a 0,01%) foi administrado por via intravenosa 24 horas antes da estimulagéo
por pulsos elétricos. Apos a administracdo de anticorpos ou o veiculo de controle, o
nervo safena do membro posterior direito foi exposto cirurgicamente, cortado de forma
proximal e coberto com pelicula de plastico para evitar a secagem. Uma sonda de
laser Doppler foi colocado sobre o lado médio-dorsal da pele da pata traseira, que é a
regido inervada pelo nervo safeno. Fluxo sanguineo da pele, medido como fluxo de
células sanguineas, foi monitorado com um medidor laser de fluxo Doppler. Quando
uma linha de base estavel fluxo (menos de 5% de variagéo) foi estabelecida durante
pelo menos 5 minutos, o nervo foi colocado sobre elétrodos de platinas bipolares e
eletricamente estimuladas com 60 pulsos (2 Hz, 10 V, 1 ms, durante 30 seg) e, em
seguida, novamente 20 minutos mais tarde. Alteragdo cumulativa no fluxo sanguineo
da pele foi calculado pela area sob a curva de tempo de fluxo (AUC, que é igual a
variagédo no fluxo multiplicada pela mudanga no tempo) para cada fluxo de resposta a
estimulo de pulso elétrico. A média da resposta do fluxo sanguineo para as duas es-
timulagdes foi feita. Os animais foram mantidos sob anestesia por um periodo de uma
a trés horas.

[00361] Como mostrado na Figura 2A e Figura 2B, aumento do fluxo de san-
gue estimulados por aplicagao de pulsos eletrénicos no nervo safeno foi inibido pela
presenca de CGRP 8-37 (400 nmol/kg, administrada i.v.), anticorpo 4901 (25 mg/kg,
ip administrado), ou anticorpo 7D11 (25 mg/kg, ip administrado), em comparagdo com
o controle. CGRP 8-37 foi administrado 3-5 min antes da estimulagao do nervo safena;
e os anticorpos foram administrados 72 horas antes da estimulagdo do nervo safeno.
Como mostrado na Figura 3, aumento do fluxo de sangue estimulados por aplicagéo

de pulsos eletrénicos no nervo safeno foi inibido pela presenga de anticorpo 4901 em
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doses diferentes (1 mg/kg, 2,5 mg/kg, 5 mg/kg, e 25 mg/kg) administrado por via in-
travenosa em 24 h antes da estimulacado do nervo safeno.

[00362] Para as experiéncias apresentadas nas Figuras 4A e 4B, nervo sa-
feno foi exposta cirurgicamente antes da administragdo do anticorpo. O nervo safeno
do membro posterior direito foi exposto cirurgicamente, cortado proximalmente e co-
berto com pelicula de plastico para evitar a secagem. Uma sonda de laser Doppler foi
colocado sobre o lado médio-dorsal da pele da pata traseira, que é a regido inervada
pelo nervo safeno. Fluxo sanguineo da pele, medido como fluxo de células sangui-
neas, foi monitorado com um medidor laser de fluxo Doppler. Trinta a quarenta e cinco
minutos apds a injecéo de bretilio tosilato, quando um fluxo de linha de base estavel
(menos de 5% de variagao) foi estabelecido durante pelo menos 5 minutos, o nervo
foi colocado sobre elétrodos de platina bipolares e estimulado eletricamente (2 Hz,
10V, 1 ms, por 30 seg) e novamente 20 minutos depois. A média de fluxo da resposta
do fluxo sanguineo para estas duas estimulagdes foi usada para estabelecer a res-
posta de linha de base (tempo 0) de estimulag&o elétrica. O anticorpo 4901 (1 mg/kg
ou 10 mg/kg), 7E9 de anticorpos (10 mg/kg), o anticorpo 8B6 (10 mg/kg), ou veiculo
(PBS com Tween 20 a 0,01%) foram, em seguida, administrados por via intravenosa
(i.v.). O nervo foi subsequentemente estimulado (2Hz, 10V, 1 ms, for 30 segundos)
em 30 min, 60 min, 90 min e 120 min apds a administragdo do anticorpo ou veiculo.
Os animais foram mantidos sob anestesia por um periodo de cerca de trés horas.
Alteracdo cumulativa no fluxo sanguineo da pele foi calculado pela area sob a curva
de tempo de fluxo (AUC, que é igual a variagdo no fluxo multiplicada pela mudanca
no tempo) para cada fluxo de resposta a estimulos de impulsos elétricos.

[00363] Como mostrado na Figura 4A, aumento do fluxo de sangue estimu-
ladas por aplicac&o de pulsos eletrénicos no nervo safeno foi significativamente inibida
pela presenga de anticorpo 4901 de 1 mg/kg i.v. administrado, quando a estimulagao

de pulso eletrénico foi aplicado em 60 min, 90 min e 120 min depois a administragao
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do anticorpo, e aumentar o fluxo de sangue estimuladas por aplicagéo de pulsos ele-
trénicos no nervo safeno foi significativamente inibida pela presencga de anticorpo 4901
de 10 mg/kg i.v. administrado, quando a estimulagao de pulso eletrénico foi aplicada
em 30 min, 60 min, 90 min e 120 min apds a administragao do anticorpo. A Figura 4B
mostra que o aumento do fluxo de sangue estimulado por aplicagdo de pulsos eletr6-
nicos no nervo safeno foi significativamente inibido pela presenca de anticorpo 7E9
(10 mg/kg, i.v. administrado) quando a estimulagéo de pulso eletrénico foi aplicado em
30 min, 60 min, 90 min, e 120 minutos apds a administracdo do anticorpo, e pela
presencga de anticorpo 8B6 (10 mg/kg, i.v. administrado) quando a estimulagdo de
pulso eletrdnico foi aplicado 30 min apds a administragao do anticorpo.

[00364] Estes dados indicam que os anticorpos 4901, 7E9, 7D11, e 8B6 sao
eficazes no bloqueio da atividade de CGRP como medido por vasodilatagdo cutanea
induzida pela estimulagédo do nervo safeno de camundongo.

Exemplo 4 Caracterizacdo do anticorpo anti-CGRP de G1 e dos suas varian-

[00365] As sequéncias de aminoacidos para a regido da cadeia leve e a re-
gido variavel da cadeia pesada variavel do anticorpo anti-CGRP de G1 sdo mostrados
na Figura 5. Os seguintes métodos foram usados para expressao e caracterizagéo de
anticorpo G1 e seus variantes.

[00366] Vetores de Expressdo Usados. A expressao do fragmento Fab dos
anticorpos estava sob controle de um promotor LacZ indutivel de IPTG semelhante ao
descrito em Barbas (2001) Phage display: a laboratory manual, Cold Spring Harbor,
NY, Cold Spring Harbor Laboratory Press pg. 2.10. Vector pComb3X), no entanto,
modificagdes incluiram a adicdo e a expressao dos seguintes dominios adicionais: o
dominio constante da cadeia leve de kapa humana e o dominio constante CH1 de
imunoglobulina humana 1gG2, a regido C da cadeia de Ig da gama-2, numero de

acesso da proteina P01859; cadeia leve de Imunoglobulina kappa (Homo sapiens),
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numero de acesso da proteina CAA09181.

[00367] Pequena escala de preparagéo Fab. A partir de E. coli transformada
(ou utilizando células TG1 competentes por eletroporagédo ou células 10 superiores
guimicamente competentes) com uma biblioteca de Fab, as colénias individuais foram
usadas para inocular tanto uma placa mestre (agar de LB + carbenicilina (50 ug/mL)
+ 2% glicose) e uma placa de trabalho (2 ml/pogo, de 96 pogos/placa) em que cada
poco continha 1,5 ml de LB + carbenicilina (50 ug/mL) + 2% de glucose. Um gas per-
meavel do adesivo de vedacgéo (ABgene, Surrey, UK) foi aplicado sobre a placa. Am-
bas as placas foram incubadas a 30 °C durante 12-16h; a placa de trabalho foi agitada
vigorosamente. A placa mestre foi armazenada a 4 °C até ser necessaria, enquanto
que as células a partir da placa de trabalho foram sedimentadas (4000 rpm, 4 °C, 20
min) e resuspensas em 1,0 ml de LB carbenicilina (50 ug/ml) + IPTG 0,5 mM para
induzir a expressao de Fabs pela agitagédo vigorosa durante 5 h a 30 °C. As células
induzidas foram centrifugas a 4000 rpm, 4 ° C durante 20 minutos e resuspensas em
0,6 ml de tampéao de Biacore HB-SEP (Hepes 10 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, EDTA 3
mM, 0,005% p/p P20). Lise de células resuspensas HB-SEP foi realizada por conge-
lamento (-80 °C) e depois de descongelar a 37°C. Os lisados celulares foram centri-
fugados a 4000 rpm, 4 °C durante 1 hora para separar os detritos a partir dos sobre-
nadantes contendo Fab, que foram filtrados, subsequentemente, 0,2 (um) utilizando
Sistema de ensaio de Millipore MultiScreen de 96 Placas de Filtracdo de Pocgos e dis-
tribuidor de vacuo. BlAcore foi usado para analisar os sobrenadantes filtrados por in-
jecao através de CGRPs no chip sensor. Clones selecionados por afinidade expres-
sando Fabs foram resgatados a partir da placa principal, que forneceu DNA modelo
para PCR, sequenciamento e preparacao de plasmideos.

[00368] Larga escala de preparagéo Fab. Para obter os parametros cinéticos,
os Fabs foram expressos em uma escala maior como se segue. Frascos Erlenmeyer

contendo 150 ml de LB + carbenicilina (50 ug/mL) + 2% de glucose foram inoculados
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com 1 mL de um "arranque" da cultura durante a noite a partir de um clone de expres-
séo de Fab por E. coli selecionado por afinidade. O restante da cultura iniciadora (~ 3
mL) foi usado para preparar DNA do plasmideo (mini-prep QlAprep, kit Qiagen) para
sequenciagdo e manipulagdo adicional. A grande cultura foi incubada a 30 °C com
agitagdo vigorosa até uma OD600nm de 1,0 foi atingido (tipicamente 12-16 h). As
células foram sedimentadas por centrifugagédo a 4000 rpm, 4 °C durante 20 minutos,
e resuspensas em 150 ml de LB + carbenicilina IPTG (50 ug/ml) + 0,5 mM. Apo6s 5 h
expresséo a 30 °C, as células foram sedimentadas por centrifugagéo a 4000 rpm, 4
°C durante 20 minutos, resuspensas em 10 mL de tampao de Biacore HBS-EP, e
lisadas usando uma unica congelagao (-80°C)/ciclo de descongelamento (37°C). Os
lisados celulares foram sedimentados por centrifugagdo a 4000 rpm, 4 °C durante 1
hora, e o sobrenadante foi recolhido e filtrado (0,2 um). Os sobrenadantes filtrados
foram carregados em Ni-NTA Superflow Sepharose (Qiagen, Valencia. CA) colunas
equilibrada com PBS, pH 8, em seguida, lavada com 5 volumes de coluna de PBS,
pH 8. Fabs individuais em diferentes fragdes eluidas com PBS (pH 8) imidazole 300
mM. As fragbes contendo Fabs foram reunidas e dialisadas em PBS, em seguida
quantificado por ELISA antes da caracterizag&o por afinidade.

[00369] Preparacao do Anticorpo Total. Para a expressao de anticorpos com-
pletos, regides variaveis das cadeias pesada e leve foram clonadas em vetores de
expressado de mamifero e transfectadas utilizando Lipofectamina nas células HEK 293
para a expressao transitéria. Os anticorpos foram purificados utilizando proteina A,
utilizando métodos padrao.

[00370] Vetor pDb.CGRP.hFcGI é um vetor de expressdo que compreende a
cadeia pesada do anticorpo G1, e € adequado para expressao transitéria ou estavel
da cadeia pesada. Vetor pDb.CGRP.hFcGIl tem sequéncias de nucleotideos que cor-
respondem as seguintes regides: a regido de promotor de citomegalovirus murino (nu-

cleotideos 7-612); um intron sintético (nucleotideos 613-1679); regido de codificagédo
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de DHFR (nucleotideos 688-1253); peptideo de sinal horménio de crescimento hu-
mano (nucleotideos 1899-1976); cadeia pesada da regido variavel de G1 (nucleoti-
deos 1977-2621); cadeia pesada de 1gG2 da regido constante humana contendo as
seguintes mutagdes: A330P331 para S330S331 (numeragédo de aminoacidos com re-
feréncia a sequéncia de 1gG2 do tipo selvagem; ver Eur. J. Immunol. (1999) 29:2613-
2624). Vetor pDb.CGRP.hFcGl foi depositado na ATCC em 15 de julho de 2005 e foi
atribuida ao No. de Acesso ATCC PTA-6867.

[00371] Vetor pEb.CGRP.hKGI é um vetor de expressado que compreende a
cadeia leve do anticorpo G1, e € adequado para expressao transitéria da cadeia leve.
Vetor pEb.CGRP.hKGI tem sequéncias de nucleotideos que correspondem as seguin-
tes regides: a regido de promotor de citomegalovirus murino (nucleotideos 2-613);
intron de EF-1 humano (nucleotideos 614-1149); peptideo de sinal hormona de cres-
cimento humano (nucleotideos 1160-1237); anticorpo G1 da regido variavel de cadeia
leve (nucleotideos 1238-1558); regido constante da cadeia de kapa humano (nucleo-
tideos 1559-1882). Vetor pEb.CGRP.hKGI foi depositado na ATCC em 15 de julho de
2005 e foi atribuida ao No. de Acesso ATCC PTA-6866.

[00372] Ensaio de Biacore para a determinagao de afinidade. Afinidades do
anticorpo monoclonal de G1 e seus variantes foram determinados em ambas as 25
°C ou 37 °C utilizando o sistema de ressonancia de plasmon de superficie Bia-
core3000™ (SPR) (BlAcore, Inc., Piscataway NJ). A afinidade foi determinada pela
captura do CGPR terminalmente biotinilado de N ou fragmentos via estreptavidina pré-
imobilizada (chip sensor SA) e medir a cinética de ligagdo do anticorpo dos fragmentos
Fab ou variantes G1 titulado entre os CGRP ou fragmento no chip. Todos os ensaios
foram conduzidos no tampao de execugédo de Biacore HBS-EP (HEPES 10 mM pH
7,4, NaCl 150 mM, EDTA 3 mM, 0,005% p/p de polissorbato 20). Superficies de CGRP
foram preparadas por diluir o CGRP do biotinilado de N até uma concentracédo de

menos do que 0,001 mg/mL em tamp&o HBS-EP e injetando-o através do chip sensor
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SA, utilizando tempos de contato variaveis. Superficies de baixa capacidade, corres-
pondendo aos niveis de captura <50 unidades de resposta (RU) foram usadas para
estudos de cinética de alta resolugéo, enquanto superficies de alta capacidade (cerca
de 800 RU de CGRP capturada) foram usadas para estudos de concentragao, triagem,
e determinacdes de solucdo de afinidade. Os dados cinéticos foram obtidos por dilui-
¢ao de anticorpo Fab de G1 em série em incrementos de duas ou trés vezes a con-
centragdes abrangendo 1uM-0,1 nM (que visa 0.1-10x o KD estimado). As amostras
foram tipicamente injetadas por um minuto a 100 uL/min foram permitidas e tempo de
dissociac¢ao de pelo menos 10 minutos. Depois de cada ciclo de ligagéo, as superficies
foram regeneradas com NaOH a 25 mM em 25% p/p de etanol, que foi tolerada ao
longo de centenas de ciclos. Uma série de titulagdo inteira (normalmente gerada em
duplicado) estava apta a nivel global para um modelo 1: 1 de Langmuir de ligagcéo
usando o programa BlAevaluation. Este voltou a um par unico de constantes cinéticas
de associagdo e dissociagao (respectivamente, kon e koff) para cada interacao de
ligacdo, cuja proporg¢ao deu a constante de equilibrio de dissociagédo (KD = koff/kon).
Afinidades (valores KD) assim determinados estdo apresentados nas Tabelas 6 e 7.
[00373] Analise de alta resolugdo de interagdes de ligagdo com taxas off ex-
tremamente lentas. Para interagdes com taxas off extremamente lentas (em particular,
o anticorpo G1 de ligagédo Fab ao [ -CGRP humana no chip a 25 °C), as afinidades
foram obtidas em uma experiéncia de duas partes. O protocolo acima descrito foi
usado com as seguintes modificagdes. A taxa constante de associagdo (kon) foi de-
terminada por injecdo de uma série de titulagdo de 2 vezes (em duplicado) que mede
550 nm-1 nM durante 30 segundos a 100 uL/min e permitindo que apenas uma fase
de dissociagédo de 30 seg. A taxa constante de dissociagao (koff) foi determinada por
injecao de trés concentragdes (alta, média e baixa) de uma mesma série de titulagao,
em duplicado, durante 30 segundos e permitindo uma fase de dissociagao de 2 horas.

A afinidade (KD) de cada interacdo foi obtida combinando a valores kon e koff obtidos
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nos dois tipos de experiéncias, conforme mostrado na Tabela 5.

[00374] Determinacado de solugdo de afinidade por Biacore. A afinidade de
solugao de anticorpo G1 para [1[1-CGRP camundongo e F37A (19-37) [1-CGRP hu-
mano foi medida por Biacore a 37 °C. A superficie do chip CGRP de alta capacidade
foi usada (o [J-CGRP humano de elevada afinidade foi escolhido para fins de detec-
¢ao) e tampao de execugao HBS-EP foi fluido em 5 uL/min. Fragmento Fab do anti-
corpo G1 a uma concentragédo constante de 5 nM (destinado a ser igual ou inferior ao
esperado KD da interagdo baseada em solugao) foi pré-incubada com peptideo com-
petindo, ou [111-CGRP camundongo ou F37A (19-37) [1-CGRP humano, em concen-
tragdes finais abrangendo de 1 nM a 1 uM em 3 diluigbes em série. As solugdes Fab
de anticorpos G1 na auséncia ou na presenga do peptideo competidor a base de so-
lugdo, foram injetadas através de CGRP no chip e a depleg&o das respostas de ligagao
detectada na superficie do chip como resultado da solugdo de competicao foi monito-
rizado.

[00375] Estas respostas de ligagdo foram convertidas em "concentragdes de
Fab livres", utilizando uma curva de calibragdo, que foi construida por titulacdo de
anticorpo Fab G1 sozinho (5, 2,5, 1,25, 0,625, 0,325 e 0 nM) em todo o CGRP no chip.
"Concentragdes de Fab livres" foram representadas graficamente contra a concentra-
¢ao de peptideo competidor baseado em solugdo usado para gerar cada ponto de
dados e ajuste para um modelo de afinidade de solugdo utilizando o programa BlAe-
valuation. As afinidades de solugao determinadas (indiretamente) desta maneira sao
mostradas nas Tabelas 5 e 7 e foram usadas para validar as afinidades obtidas
quando Fabs sao injetados diretamente através de CGRPs N-biotiniladas em um chip
SA. O acordo estreito entre as afinidades determinadas por estes dois métodos con-
firma que titular uma versao N-biotinilada do CGRP ao chip n&o altera a sua atividade
de ligagao de solugao nativa.

[00376] A Tabela 5 abaixo mostra as afinidades de ligagdo do anticorpo G1
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ao a-CGRP humano, B-CGRP humano, a-CGRP de rato e B-CGRP de rato determi-
nado por BlAcore, fluindo fragmentos Fab através de CGRPs N-biotiniladas em um
chip SA. Para melhor resolver as afinidades de ligagdo de interacbes com offrates
extremamente lento, também as afinidades foram determinadas em uma experiéncia
de duas partes, para complementar esta orientacdo de ensaio, também foi determi-
nada a afinidade da interac&do da solugdo de a-CGRP de rato (como descrito acima).
O acordo estreito entre as afinidades medidas em ambas as orientagdes do ensaio
confirma que a afinidade de ligacdo a-CGRP de rato nativo em solugédo nao é alterada
quando é N-biotinilada e titulada a um chip SA.

[00377] Tabela 5. Afinidades de ligagdo dos Fabs anticorpo G1 titulados atra-
vés de CGRPs no chip

CGRP no chip Temp. (°C) | kon koff (1/s) KD (nM)
(1/Ms)
a-CGRP Humana | 25 1,86 x 7,80 x 10- | 0,042 (7%,
105 6 n=4)*
a-CGRP Humana | 37 5,78 x 3,63 x10- | 0,063 (4%,
105 5 n=2)*
B-CGRP Humana | 37 4,51 x 6,98 x 10- | 0,155
105 5
a-CGRP de Rato | 25 5,08 x 6,18 x 10- | 1,22 (12%,
104 5 n=2)*
a-CGRP de Rato | 37 1,55 x 3,99x10- | 2,57
105 4 (Solugao KD=
10 (50%, n=4)**
B-CGRP de Rato | 37 5,16 x 7,85x10- | 0,152
105 5

[00378] *Afinidades para a-CGRPs (de rato e humanas) foram determinadas
em uma experiéncia de duas partes de alta resolugdo, na qual a fase de dissociagao
foi monitorada por 2 horas (os valores para kon, koff, and KD representam a média de
n réplicas de experiéncias com o desvio médio expresso com uma variancia percen-
tual). Afinidades para B-CGRPs (rato e humano) foram determinadas por analise glo-
bal utilizando apenas uma fase de dissociacdo de 20 min, o que nao era suficiente-
mente preciso para quantificar os seus extremamente offrates (seus offrates provavel-

mente mais lentos do que o indicado aqui e, portanto, suas afinidades sao
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provavelmente ainda maiores). Anticorpo G1 Fab dissociado de forma extremamente
lenta a partir de todos os CGRPs (exceto a-rato CGRP) com offrates que aproximaram
o limite de resolugdo do ensaio Biacore (especialmente a 25°C).

[00379] ** Solucdo de afinidade determinada medindo a diminuigdo das res-
postas de ligagao detectadas pelo CGRP no chip para anticorpo G1 Fab pré-incubado
com ratos baseados em solu¢gdes a-CGRP concorrentes.

[00380] A Tabela 6 abaixo mostra anticorpos possuindo a variagdo da se-
quéncia de aminoacidos, em comparacao com o anticorpo G1 e suas afinidades quer
no a-CGRP de rato quer no a-CGRP humana. Todas as substituicdes de aminoacidos
das variantes mostradas na Tabela 6 s&o descritas em relagao a sequéncia de G1. As
afinidades de ligagao dos fragmentos Fab foram determinadas por Biacore fazendo-
os fluir através de CGRPs em um chip SA.

[00381] Tabela 6. As sequéncias de aminoacidos e os dados de afinidade de

ligagdo para variantes de anticorpo G1 determinadas a 37°C por Biacore.
Clone L1 L2 H2 HC-FW3 a-rato a-rato | a-humang a-hu-
koff (1/s) | KD (nM koff (1/s) | mano
KD (nM
G1 3,99x10-4 2,57 | 3,63 x10-; 0,063
M1 A100L | 1,10x10-3 1,73x10-4
M2 L99A | 2,6x10-3 |58 3,1x10-4 | 3
A100R
M3 L99A | 2,0x10-3 | 61 2,1x10-4 | 1.7
A100S
M4 L99A | 1,52x10-3 84,4 | 6,95x10-§ 0,43
A100V
M5 L99A | 7,35x10-4 40,8 | 3,22x10-5 0,20
A100Y
M6 L99N | 7,84x10-4 43,6 | 1,33x10-4 0,83

Peticao 870230059351, de 07/07/2023, pég. 174/231




161/210

Clone L1 L2 H2 HC-FW3 a-rato a-rato | a-humang a-hu-
koff (1/s) | KD (nM koff (1/s) | mano
KD (nM
M7 L99N | 9,18x10-4 51,0 |2,43x10-4 1,52
A100C
M8 L99N | 7,45x10-4 41,4 | 9,20x10-§ 0,58
A100G
M9 L99N | n.d. n.d. 1,00x10-§ 0,06
A100Y
M10 L99S 1,51x10-3 83,9 | 1,73x10-4 1,08
A100S
M11 L99S | 4,83x10-3 268,3 | 2,83x10-4 1,77
A100T
M12 L99S 1,94x10-3 107,8 | 1,01x10-4 0,63
A100V
M1 LO9T 1,84x10-3 102,2 | 1,86x10-4 1,16
A100G
M14 L99T n.d. n.d. 1,00x10-§ 0,06
A100K
M15 L99T 1,15x10-3 63,9 | 1,58x10-§ 0,10
A100P
M16 L99T | 9,96x10-4 55,3 | 1,65x10-4 1,03
A100S
M17 L99T | 2,06x10-3 114,4 | 1,85x10-4 1,16
A100
M18 L99 1,22x10-3 67,8 | 7,03x10-5 0,44
A100G
M19 L99V | n.d. n.d. 1,00x10-§ 0,06
A100R
M20 | R28W L99R | 1,44x10-3 80,0 | 1,36x10-4 0,85
A100L
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Clone L1 L2 H2 HC-FW3 a-rato a-rato | a-humang a-hu-
koff (1/s) | KD (nM koff (1/s) | mano
KD (nM

M21 | R28W L99S | 6,95x10-4 15,2 | 1,42x10-4 1,23

M22 | R28W LO9T 1,10x10-3 61,1 1,16x10-4 0,73

M23 | R28G L99T | 7,99x10-4 44,4 | 1,30x10-4 0,81
A100V

M24 | R28L L99T 1,04x10-3 57,8 | 1,48x10-4 0,93
A100V

M25 | R28N LO9T 1,4x10-3 | 76 1.4x10-4 | 1,3
A100V

M26 | R28N A57G| L99T | 9,24x10-4 51,3 | 1,48x10-4 0,93
A100V

M27 | R28N L99T | 3,41x10-3 189,4 | 3,57x10-4 2,23
T30A A100V

M28 | R28N E54R| L99T 1,25x10-3 69,4 | 9,96x10-§ 0,62
T30D A57N| A100V

M29 | R28N L99T | 3,59x10-3 199,4 | 3,80x10-4 2,38
T30G A100V

M30 | R28N E54K| L99T | 6,38x10-3 354,4 | 5,90x10-4 3,69
T30G A57E| A100V

M31 | R28N E54K| L99T | 3,61x10-3 200,6 | 3,47x10-4 2,17
T30G A57G| A100V

M32 | R28N E54K| L99T | 2,96x10-3 164,4 | 2,71x10-4 1,69
T30G A57H| A100V

M33 | R28N E54K| L99T | 9,22x10-3 512,2 | 7,50x10-4 4,69
T30G A57N| A100V

S58G

M34 | R28N E54K| L99T | 2,17x10-3 120,6 | 6,46x10-4 4,04

T30G A57N| A100V
S58T
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Clone L1 L2 H2 HC-FW3 a-rato a-rato | a-humang a-hu-
koff (1/s) | KD (nM koff (1/s) | mano
KD (nM
M35 | R28N E54K| L99T | 3,99x10-3 221,7 | 3,39x10-4 2,12
T30G A57S| A100V
M36 | R28N L99T | 4,79x10-3 266,1 | 2,39x10-4 1,49
T30R A100V
M37 | R28N A57G| L99T 1,45x10-3 80,6 | 2,26x10-4 1,41
T30S A100V
M38 | R28N L99T | 5,11x10-3 283,9 | 2,18x10-4 1,36
T30W A100V
M39 | R28N| G50A| A57N| L99T | 9,95x10-3 552,8 | 4,25x10-4 2,66
L56T | S58Y | A100V
M40 | R28N| G50A| E54K| L99T | 0,36 20000,( 1,28x10-3 8,00
L56T | A57L | A100V
M41 | R28N| G50A| E54K| L99T | 4,53x10-3 251,7 | 2,10x10-4 1,31
L56T | AS7N| A100V
E64D
M42 | R28N| G50A| E54K| L99T | 7,52x10-3 417,8 | 4,17x10-4 2,61
L56T | A57N| A100V
H61F
M43 | R28N| G50A| E54K| L99T | 4,53x10-3 251,7 | 2,63x10-4 1,64
L56T | A57N| A100V
S58C
M44 | R28N| G50A| E54K| L99T | 6,13x10-3 443 2,10x10-4 2,05
L56T | AS7N| A100V
S58E
M45 | R28N| G50A| E54K| L99T | 5,58x10-3 259 2,11x10-4 1,85
L56T | AS7N| A100V
S58E
E64D
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Clone L1 L2 H2 HC-FW3 a-rato a-rato | a-humang a-hu-
koff (1/s) | KD (nM koff (1/s) | mano
KD (nM
M46 | R28N| G50A| E54K| L99T | 2,94x10-3 163,3 | 5,39x10-4 3,37
L56T | AS7N| A100V
S58E
H61F
M47 | R28N| G50A| E54K| L99T | 8,23x10-3 457,2 | 3,32x10-4 2,08
L56T | AS7N| A100V
S58G
M48 | R28N| G50A| E54K| L99T | 0,0343 | 1905,6| 8,42x10-4 5,26
L56T | AS7N| A100V
S58L
M49 | R28N| G50A| E54K| L99T | 0,0148 |822,2 | 5,95x10-4 3,72
L56T | AS7N| A100V
S58Y
H61F
M50 | R28N| G50A| E54K| L99T | 5,30x10-3 294,4 | 4,06x10-4 2,54
L56T | AS7R| A100V
M51 | R28N| L561 | E54K| L99T 1,18x10-3 65,6 | 1,31x10-4 0,82
A57G| A100V
M52 | R28N| L561 | E54K| L99T | 2,29x10-3 127,2 | 2,81x10-4 1,76
A57N| A100V
S58A
M53 | R28N| L561 | E54K| L99T 1,91x10-3 106,1 | 3,74x10-4 2,34
A57N| A100V
S58G
M54 | R28N| G50A| E54K| L99T | 2,16x10-3 120,0 | 1,79x10-3 11,19
T30A A57N| A100V
S58P
M55 | R28N| L56S | E54K| L99T | 5,85x10-3 325,0 | 4,78x10-4 2,99
T30A A57N| A100V
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Clone L1 L2 H2 HC-FW3 a-rato a-rato | a-humang a-hu-
koff (1/s) | KD (nM koff (1/s) | mano
KD (nM
S58E
E64D
M56 | R28N| L56S | E54K| L99T | 9,35x10-3 519,4 | 4,79x10-4 2,99
T30D A57N| A100V
H61F
M57 | R28N| L56S | E54K| L99T | 0,0104 | 1,200 | 3,22x10-4 3,08
T30D A57N| A100V
S58E
M58 | R28N| L56S | E54K| L99T Nenhuma n.d. 1,95x10-3 12,19
T30D A57N| A100V | ligagao
S58I
H61F
M59 | R28N| L56S | E54K| L99T | 0,0123 |683,3 | 5,24x10-4 3,28
T30D A57N| A100V
S58N
H61F
M60 | R28N| L56S | E54K| L99T | 0,0272 | 1511,1] 9,11x10-4 5,69
T30D A57N| A100V
S58R
H61F
M61 | R28N| A51H| E54Q| L99T | 5,21x10-3 289,4 | 4,59x10-4 2,87
T30G A57N| A100V
H61F
M62 | R28N| A51H| E54K| L99T | 5,75x10-3 242 5,57x10-4 5,86
T30G| L56T | A57N| A100V
S58E
M63 | R28N| G50A| E54K| L99T | 2,65x10-3 147,2 | 1,50x10-3 9,38
T30G A57N| A100V
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Clone L1 L2 H2 HC-FW3 a-rato a-rato | a-humang a-hu-
koff (1/s) | KD (nM koff (1/s) | mano
KD (nM
S58T
M64 | R28N| G50A| E54K| L99T | 0,0234 | 1300,0| 1,32x10-3 8,25
T30G A57N| A100V
S58V
M65 | R28N| G50A| E54K| L99T | 4,07x10-3 226,1 | 8,03x10-4 5,02
T30G| L561 | A57C| A100V
M66 | R28N| L561 | E54K| L99T | 5,11x10-3 283,9 | 5,20x10-4 3,25
T30G A57E| A100V
M67 | R28N| L561 | E54K| L99T 1,71x10-3 95,0 | 8,20x10-4 5,13
T30G A57F | A100V
M68 | R28N| L561 | E54K| L99T | 6,76x10-3 375,6 | 4,28x10-4 2,68
T30G A57N| A100V
S58D
E64D
M69 | R28N| L561 | E54K| L99T 1,81x10-3 100,6 | 7,33x10-4 4,58
T30G A57N| A100V
S58E
M70 | R28N| L561 | E54K| L99T | 6,07x10-3 337,2 | 5,59x10-4 3,49
T30G A57S| A100V
M71 | R28N| L561 | E54K| L99T | 2,12x10-3 117,8 | 1,28x10-3 8,00
T30G A57Y| A100V
M72 | R28N| L56S | E54K| L99T | 3,95x10-3 219,4 | 4,00x10-4 2,50
T30G A100V
M73 | R28N| L56S | E54K| L99T | 3,00x10-3 166,7 | 2,55x10-4 1,59
T30G A57N| A100V
S58Y
E64D
M74 | R28N| L56S | E54K| L99T | 6,03x10-3 335,0 | 5,97x10-4 3,73
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Clone L1 L2 H2 HC-FW3 a-rato a-rato | a-humang a-hu-
koff (1/s) | KD (nM koff (1/s) | mano
KD (nM
T30G A57S| A100V
M75 | R28N| L56S | E54K| L99T 1,87x10-2 1038,9| 1,16x10-3 7,25
T30G A57V| A100V
M76 | R28N| G50A| A57G| L99T 1,16x10-3 64,4 3,64x10-4 2,28
T30S | L56T A100V
M77 | R28N| G50A| E54K| L99T 0,0143 |[794,4 | 4,77x10-4 2,98
T30S | L56T | A57D| A100V
M78 | R28N| G50A| E54K| L99T 0,167 9277,8| 1,31x10-3 8,19
T30S | L56T | A57N| A100V
S58T
M79 | R28N| G50A| E54K| L99T | 0,19 10555,( 1,29x10-3 8,06
T30S | L56T | A57P| A100V
M80 | R28N| L561 | E54K| L99T | 0,0993 | 5516,7|2,09x10-3 13,06
T30S A57N| A100V
S58V
M81 | R28N| L56S | E54K| L99T 4,29x10-3 238,3 | 4,90x10-4 3,06
T30S A57N| A100V
S58E
M82 | R28N| AS1H| A57N| L99T 6,99x10-3 388,3 | 8,77x10-4 5,48
T30V | L56T A100V
M83 | R28N| A51H| E54K| L99T Nenhuma n.d. 9,33x10-4 5,83
T30V | L56T | AS7N| A100V | ligacao
S5M
H61F
M84 | R28N| A51H| E54N| L99T 1,76x10-2 977,8 | 1,08x10-3 6,75
T30V | L56T | A57N| A100V
[00382] Todas as CDRs incluindo tanto CDRs Kabat e Chothia. Os residuos

de aminoacidos sdo numerados sequencialmente (ver Figura 5). Todos os clones tém
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sequéncias L3+H1+H3 idénticas ao G1.

[00383] KD = koff/kon. Todos os valores koff foram determinados em um
modo de triagem, exceto aquelas que sao sublinhados, que foram obtidos por analise
global de uma série de concentragédo Fab (G1 foi analisado em um modo de alta re-
solugdo). Os valores sublinhados KD foram, por conseguinte, determinados experi-
mentalmente através da medigdo kon. Outros valores kon foram estimados como
sendo o0 mesmo como M25.

[00384] nd = ndo determinado

[00385] Para determinar o epitopo em a-CGRP humano que é reconhecido
pelo anticorpo G1, foram usados ensaios Biacore descritos acima. a-CGRP humana
foi comprada como uma versao N-biotinilada para permitir a sua captura de alta afini-
dade através de chips sensores SA. A ligacado do fragmento Fab G1 para a a-CGRP
humana no chip na auséncia ou na presenca de um peptideo CGRP foi determinada.
Tipicamente, uma solugao peptideo/Fab 2000:1 mol (por exemplo, 10 uM de peptideo
em 50 nM G1 Fab) foi injetada através de a-CGRP humana no chip. A Figura 6 mostra
a percentagem de ligagédo bloqueada por peptideo concorrente. Os dados apresenta-
dos na Figura 6 indicam que os peptideos que bloqueiam a ligagdo 100% de Fab G1
a a-CGRP humana sao 1-37 (WT), 8-37, 26-37, P29A (19-37), K35A (19-37), K35E
(19-37), e K35M (19-37) da a-CGRP humana; 1-37 de B-CGRP (WT); 1-37 a-CGRP
de rato (WT); e 1-37 B-CGRP de rato (WT). Todos estes peptideos estdo amidados
na extremidade C-terminal. Peptideos F37a (19-37) e (19-37 este ultimo n&o amida-
dos no C-terminal) de a-CGRP humana também bloquearam cerca de 80% a 90% da
ligacdo de G1 Fab a a-CGRP humana. Peptideo 1-36 (n&o amidados no C-terminal)
de a-CGRP humana bloqueou cerca de 40% da ligagado de Fab G1 a a-CGRP hu-
mana. Fragmento de peptideo 19-36 (amidados no C-terminal) de a-CGRP humana;
fragmentos de peptideos 1-13 e 1-19 de a-CGRP humana (nenhum dos quais estao

amidados no C-terminal); e amilina humana, calcitonina e adrenomedulina (todos
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amidado no C-terminal) ndo competiu com a ligagdo de Fab G1 a a-CGRP humana
no chip. Estes dados demonstram que G1 tem como alvo um epitopo C-terminal de
CGRP e que tanto a identidade do residuo mais terminal (F37) e a sua amidagéao é
importante para a ligagao.

[00386] As afinidades de ligagdo de Fab G1 para variantes de a-CGRP hu-
mana (a 37°C) foi também determinada. A Tabela 7 abaixo mostra as afinidades como
medidas diretamente por titulagdo de G1 Fab entre a-CGRP humana N-biotinilada e
variantes no chip. Os dados da Tabela 7 indicam que anticorpo G1 se liga a um epi-
topo C-terminal com F37 e G33 sendo os residuos mais importantes. O G1 ndo se liga
a CGRP quando um residuo de aminoacido adicional (alanina) é adi-cionado no C-
terminal (o qual € amidado).

[00387] Tabela 7. As afinidades de ligagdo de Fab G1 a a-CGRP humana e

variantes medidas a 37°C (ver Tabela 4 para as suas sequéncias de aminoacidos)

CGRP no chip | kon (1/Ms) | koff (1/s) KD (nM)
1-37 (WT) 4,68x105 | 7,63x10-5 | 0,16 (alta resolugcao KD = 0,06)
19-37 4,60x105 | 7,30x10-5 | 0,16
25-37 3,10x105 | 8,80x10-5 | 0,28
F27A (25-37) | 3,25x105 | 1,24x10-4 | 0,38
V28A (25-37) |3,32x105 |9,38x10-5 |0,28
P29A (25-37) | 2,26x105 | 1,78x10-4 | 0,79
T30A (25-37) | 1,79x105 | 8,41x10-5 | 0,47
N31A (25-37) |2,17x105 | 1,14x10-4 | 0,53
V32A (25-37) | 2,02x105 | 3,46x10-4 | 1,71
G33A (25-37) | 2,07x105 | 0,0291 141
S34A (25-37) | 2,51x105 | 7,64x10-4 | 3,04
K35A (19-37) | 2,23x105 |2,97x10-4 | 1,33
K35E (19-37) | 5,95x104 | 5,79x10-4 | 9,73
K35M (19-37) | 2,63x105 | 1,34x10-4 | 0,51
K35Q (19-37) | 1,95x105 | 2,70x10-4 | 1,38
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CGRP no chip | kon (1/Ms) | koff (1/s) KD (nM)
F37A (25-37) | 8,90x104 | 8,48x10-3 | 95 (solugdo KD =172 nM)
38A (25-38A) | - - Nenhuma ligacéo detectada

[00388] Os dados acima indicam que o epitopo que o anticorpo G1 liga esta
na extremidade C-terminal de a-CGRP humana, e os aminoacidos 33 e 37 na a-CGRP
humana sao importantes para a ligagdo do anticorpo G1. Além disso, a amidagao do
residuo F37 € importante para a ligagao.

Exemplo 5: Efeito de anticorpo G1 anti-CGRP antagonista em vasodilatacdo

cutdnea induzida pela estimulacdo do nervo safeno de rato

[00389] Para testar a atividade antagonista de anticorpo G1 anti-CGRP, efeito
do anticorpo sobre a vasodilatacdo cutanea pela estimulagdo do nervo safeno de rato
foi testada utilizando um modelo de rato descrito no Exemplo 3. Resumidamente, os
ratos foram mantidos a anestesia com isoflurano a 2%. Tosilato de bretilio (30 mg/kg,
administrada 1V) foi dada no inicio da experiéncia para minimizar vasoconstricdo de-
vida a estimulagao concomitante das fibras simpaticas do nervo safeno. A temperatura
corporal foi mantida a 37°C pelo uso de uma sonda retal termostaticamente ligada a
um cobertor de aquecimento de temperatura controlada. O nervo safeno do membro
posterior direito foi exposto cirurgicamente, cortado proximalmente e coberto com
filme plastico para evitar a secagem. Uma sonda de laser Doppler foi colocado sobre
o lado médio-dorsal da pele da pata traseira, que é a regido inervada pelo nervo sa-
feno. Fluxo sanguineo da pele, medido como fluxo de células sanguineas, foi monito-
rado com um medidor laser de fluxo Doppler. Em experiéncias para determinar os
efeitos de anticorpo dentro de duas horas apdés a injegéo de trinta a quarenta e cinco
minutos apds a injecéo de bretilio tosilato, quando um fluxo de linha de base estavel
(menos de 5% de variagao) foi estabelecido durante pelo menos 5 minutos, o nervo
foi colocado sobre elétrodos de platina bipolares e estimulado eletricamente (2 Hz,
10V, 1 ms, por 30 seg) e novamente 20 minutos depois. A média de fluxo da resposta

do fluxo sanguineo para estas duas estimulagbes foi usada para estabelecer a

Peticaio 870230059351, de 07/07/2023, pég. 184/231



171/210

resposta de linha de base (tempo 0) de estimulag&o elétrica. Anticorpo G1 (1 mg/kg
ou 10 mg/kg) ou veiculo (PBS com 0,01% de Tween 20 de volume igual a 10 mg/kg
G1) foram, em seguida, administrados por via intravenosa (IV). O nervo foi subse-
guentemente estimulado (2Hz, 10V, 1 ms, for 30 segundos) em 30 min, 60 min, 90
min e 120 min apos a administragdo do anticorpo. Os animais foram mantidos sob
anestesia por um periodo de cerca de trés horas. Alteracdo cumulativa no fluxo san-
guineo da pele foi calculado pela area sob a curva de tempo de fluxo (AUC, que é
igual a variagao no fluxo multiplicada pela mudanga no tempo) para cada fluxo de
resposta a estimulos de impulsos elétricos.

[00390] Como mostrado na Figura 7, o aumento de fluxo de sangue estimu-
lado por aplicagao de impulsos eletrénicos no nervo safeno foi significativamente ini-
bido pela presencga de anticorpo G1 a 1 mg/kg (administrado IV), em comparagao com
o veiculo, quando o nervo safeno foi eletricamente estimulado a 90 min apds a admi-
nistragdo do anticorpo. Aumento de fluxo de sangue estimulado por aplicagéo de im-
pulsos eletrénicos no nervo safeno foi significativamente inibido pela presenga do an-
ticorpo G1 a 10 mg/kg (administrado V), em comparagcdo com o veiculo, quando o
nervo safeno foi estimulado eletricamente aos 90 minutos e 120 minutos apos admi-
nistragao do anticorpo.

[00391] Em experiéncias para determinar os efeitos dos anticorpos em pon-
tos de tempo mais longos no ensaio de safena, ratos foram injetados IV com as doses
indicadas de anticorpo de 24 horas ou 7 dias antes de preparar o animal para a esti-
mulacao do nervo safeno como descrito acima. Nestas experiéncias foi possivel esta-
belecer uma linha de base de resposta em ratos individuais para estimulag&o por pul-
sos elétricos antes da dosagem, os grupos assim tratados foram comparados com
animais tratados com veiculo (PBS, 0,01% Tween 20) em 24 horas ou 7 dias.

[00392] Como mostrado nas Figuras 8A e 8B aumenta o fluxo de sangue na

pele da pata traseira dorso-medial evocada pela estimulagédo do nervo safeno foram
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significativamente inibidos nos grupos de animais doseados com 10 mg/kg ou 3 mg/kg
G1 em qualquer das 24 horas ou 7 dias antes da estimulacdo, em comparagdo com
0s grupos doseados com veiculo nos mesmos pontos de tempo.

[00393] A figura 8C representa uma analise de ajuste de curva aplicada aos
dados de resposta de dose representada nas figuras 8A e 8B para determinar a dose
necessaria para 50% de efeito maximo (EC50). O EC50 24 horas é 1,3 mg/kg e o
EC50 em 7 dias é ligeiramente mais baixo (0,8 mg/kg).

Exemplo 6: Efeito agudo de ensaio do anticorpo antagonista anti-CGRP

mu7E9 em uma artéria dural (janela craniana fechada)

[00394] Modelo de Janela Craniana Fechada: O objetivo desta experiéncia
foi determinar o efeito agudo de anticorpos antagonista anti-CGRP e compara-lo com
o efeito agudo do antagonista do receptor de CGRP BIBN4096BS. As experiéncias
foram realizadas como anteriormente descrito (Williamson et al., Cephalalgia
17(4):518-24 (1997)) com as seguintes modificagdes. Ratos Sprague Dawley (300-
400g) foram anestesiadas com 70 mg/kg de pentobarbital de IP. A anestesia foi man-
tida com pentobarbital 20 mg/kg/hora IV. Os ratos foram canulados na veia jugular
para a administracdo de todos os medicamentos. A pressao arterial foi monitorada
com uma sonda (cateter mikro-tip, Millar Instruments) enfiada através da artéria femo-
ral para a aorta abdominal. Os ratos foram traqueostomizados e frequéncia respirato-
ria foi mantida a 75 respiragdes por minuto em um volume de 3,5 ml. Apds a fixagao
da cabecga de um instrumento estereotaxico e a remog¢ao do couro cabeludo, uma
janela 2x6mm na zona parietal esquerda apenas lateralmente a sutura sagital foi feita
diluindo o0 osso com uma broca de dentista. Utilizando um micromanipulador, um ele-
trodo de platina bipolar foi reduzido sobre a superficie e coberta com 6leo mineral
pesado. Lateralmente a janela do eletrodo de uma outra janela de milimetro 5x6 foi
criado e preenchido com 6leo mineral pesado, através do qual o didmetro de um ramo

da artéria meningea média (MMA) foi monitorada continuamente com uma camara
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CCD e um analisador de dimenséo de video (Living Systems). Os ratos foram des-
cansados por ndo menos de 45 minutos apds a preparacdo. Uma resposta de linha
de base para a estimulagao elétrica foi estabelecida (15 V, 10 hz, 0,5 ms pulses, 30
segundos) e, em seguida, os ratos foram doseados IV com o composto experimental
(10 mg/kg mu7E9, 3000 1g/kg BIBN4096BS ou PBS 0,01% de Tween 20). Estimula-
cOes elétricas adicionais foram feitas em 5 (BIBN4096BS), 30, 60, 90 e 120 minutos
apos a dosagem. Todos os dados foram gravados utilizando programa grafico (ADIns-
truments).

[00395] Como mostrado na Figura 9 mu7E9 a 10 mg/kg bloqueia dilatagdo
MMA significativamente evocada por estimulagdo do campo elétrico dentro de 60 mi-
nutos apds a dosagem e mantém o efeito em toda a durag&o do ensaio (120 minutos).
Para efeitos de comparacédo BIBN4096BS bloqueia dilatagdo MMA dentro de 5 minu-
tos apos a administragdo, mas o efeito desapareceu completamente em 90 minutos.
A magnitude do bloqueio € comparavel entre BIBN4096BS e mu7E9.

Exemplo 7: Efeito crénico de ensaio do anticorpo antagonista anti-CGRP G1

em uma artéria dural (janela craniana fechada)

[00396] O objetivo desta experiéncia foi determinar se o anticorpo anti CGRP
ainda poderia bloquear dilatagdo MMA estimulada eletricamente 7 dias apds a dosa-
gem. Preparacgéao dos ratos foi idéntica a da experiéncia aguda descrita acima (Exem-
plo 6) com as seguintes exceg¢des. Os ratos foram injetados por via IV (10mg/kg,
3mg/kg ou 1mg/kg G1) 7 dias antes da criacdo da preparagao e estimulagao da janela
craniana fechada. Foi impossivel estabelecer uma resposta de dilatagdo linha de base
para estimulacdo elétrica antes da dosagem como na experiéncia aguda de modo que
os grupos de anticorpo foram comparados com grupo de controle doseado de dilata-
¢ao do MMA em um veiculo (PBS, 0,01% de Tween 20). Depois que os ratos foram
deixados em repouso durante ndo menos do que 45 minutos, a dura-mater foi eletri-

camente estimulada em intervalos de 30 minutos. As estimulagdes foram em pulsos
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de 2,5V, 5V, 10V, 15V e 20V, todos a 10 Hz, 0,5 ms de 30 segundos.

[00397] Como mostrado na Figura 10 G1 a 10 mg/kg e 3 mg/kg bloquearam
significativamente dilatagdo MMA evocados por estimulagéo elétrica na gama de 10 a
20 volts. Estes dados demonstram que G1 pode bloquear dilatacdo MMA eletrica-
mente estimulada até 7 dias apds a dosagem.

Exemplo 8: Modelo de retirada de morfina de ondas de calor

[00398] O modelo de retirada de morfina de rato € um modelo de roedor es-
tabelecido para mecanismos de ondas de calor na menopausa (Sipe et al, Brain Res
1028 (2): 191-202 (2004); Merchenthaler et al, Maturitas 30: 307-316 (1998); Katovich
et al., Brain Res. 494: 85-94 (1989); . Simpkins et al, Life Sciences 32: 1957-1966
(1983)). Basicamente, os ratos sdo viciados em morfina através da implantagdo de
granulos de morfina sob a pele. Apos a dependéncia, os animais sao injetados com
naloxona (antagonista opiaceo), que os envia para a retirada imediatamente. Esta re-
tirada € acompanhada por um aumento da temperatura da pele, uma diminui¢ao da
temperatura corporal central, um aumento do ritmo cardiaco e um aumento no soro
de hormonio luteinizante. Estes s&o todos semelhantes em magnitude e velocidade
do que ocorre nas ondas de calor humanas (Simpkins et al, Life Sciences 32: 1957-
1966 (1983)). Além disso, quando os ratos sdo tratados com estradiol antes da indu-
¢ao de retirada, os sintomas de ondas de calor sdo reduzidos (Merchenthaler et al,
Maturitas 30: 307-316 (1998)). E por isso que acredita-se que o modelo de retirada da
morfina imita ondas de calor clinicas.

[00399] Ratas ovariectomizadas foram pedidas de Charles River Laborato-
ries. Nao inferior a 7 dias apds a ovariectomia dependéncia de morfina foi criada atra-
vés da implantagdo de uma pastilha de morfina (75 mg de base de morfina) por via
subcutanea. Dois dias mais tarde foram implantados mais 2 grénulos. No dia seguinte
ratos foram injetados intravenosamente com 10 mg/kg 4901 [**] ou veiculo (PBS,

0,01% Tween). Dois dias apds a segunda granulagédo os ratos foram anestesiados
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com cetamina (90 mg/kg) e ligeiramente restringidos. Uma temperatura de superficie
termopar foi colada na base da cauda e um termopar retal € usado para medir a tem-
peratura central. Os dados foram gravados utilizando software grafico (ADInstru-
ments). Depois da gravagdo de 15 minutos de temperatura de linha de base estavel,
naloxona (1 mg/kg) foi injetado por via subcuténea. A temperatura foi registrada con-
tinuamente durante os préximos 60 minutos. Os resultados sdo mostrados nas Figuras
11A e 11B.

Exemplo 9: Tratamento Da Enxaqueca Crénica

[00400] Um individuo humano do sexo masculino de 45 anos é identificado
como tendo tido enxaqueca crénica por pelo menos trés meses. ldentificacdo de ter
tido enxaqueca cronica é conseguida por observagdo de uma historia de dores de
cabeca frequentes sugestivas de enxaqueca cronica (por exemplo, 15 dias por més)
durante pelo menos trés meses anteriores a triagem. Verificagdo de frequéncia de dor
de cabeca é conseguida através de informagdes de linha de base de dores de cabeca
prospectivamente coletadas em pelo menos, 15 dias, com pelo menos 8 dias por més
cumprindo qualquer uma das seguintes opgodes: i. qualificar-se como sendo um ataque
de enxaqueca; e/ou ii. precedida ou acompanhada de aura de enxaqueca.

[00401] A fim de reduzir a incidéncia de enxaqueca no individuo, o individuo
€ administrado com uma dose de 225 mg de anticorpo anti-CGRP antagonista (por
exemplo, anticorpo G1). O anticorpo antagonista anti-CGRP é fornecido como uma
formulacéo liquida a uma concentragdo de 150 mg/mL. A dose de 225 mg é adminis-
trada como uma injecdo subcutanea de 1,5 mL na parte traseira de uma parte superior
do brago do corpo do individuo. Alternativamente, a dose pode ser fornecida para o
individuo através de infusdo intravenosa. Em tais casos, 5,85 mL de 150 mg/mL de
anticorpo-CGRP pode ser combinado com 0,9% de Solugéo de Cloreto De Sdédio (so-
lugdo salina normal) em uma bolsa de IV para um volume total de 130 mL na bolsa.

100 mL do volume do saco |V é infundido intravenosamente ao individuo ao longo de
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uma hora, para uma dose total de 225 mg. A dosagem é repetida a cada vinte e oito
dias até se observar uma reducgao da incidéncia de enxaqueca. Uma redug¢ao na inci-
déncia de enxaqueca crénica € examinada utilizando uma variedade de critérios que
incluem o numero de dias de dor de cabeca, o numero de horas durante as quais
ocorre dores de cabega (por exemplo, horas de dor de cabega), a gravidade das dores
de cabeca, e o numero de dias de enxaqueca observada no individuo.

Exemplo 10: Tratamento Da Enxaqueca Crbnica

[00402] Um individuo humano do sexo feminino de 37 anos é identificado
como tendo tido enxaqueca crénica por pelo menos trés meses. ldentificacdo de ter
tido enxaqueca cronica é conseguida por observagdo de uma historia de dores de
cabeca frequentes sugestivas de enxaqueca cronica (por exemplo, 15 dias por més)
durante pelo menos trés meses anteriores a triagem. Verificagdo de frequéncia de dor
de cabeca € conseguida através de informagdes de linha de base de dores de cabeca
prospectivamente coletadas em pelo menos, 15 dias, com pelo menos 8 dias por més
cumprindo qualquer uma das seguintes opgodes: i. qualificar-se como sendo um ataque
de enxaqueca; e/ou ii. precedida ou acompanhada de aura de enxaqueca.

[00403] A fim de reduzir a incidéncia de enxaqueca no individuo, o individuo
€ administrado com uma dose de carga inicial de 675 mg de anticorpo anti-CGRP
antagonista (por exemplo, anticorpo G1). O anticorpo antagonista anti-CGRP é forne-
cido como uma formulagao liquida a uma concentragdo de 150 mg/mL. A dose de
carga de 675 mg é administrada como trés injecdes de 225 mg subcuténeas de 1,5
ml a varias regides (por exemplo, pate de tras da parte superior dos bragos, abdémen
inferior/barriga/cintura, frente das coxas, etc.) do corpo do individuo. A dosagem é
repetida a cada vinte e oito dias a 225 mg (por exemplo, através de uma inje¢ao sub-
cutanea de 1,5 mL no brago do individuo) até se observar uma redugao da incidéncia
de enxaqueca. Uma redugao na incidéncia de enxaqueca crénica € examinada utili-

zando uma variedade de critérios que incluem o numero de dias de dor de cabecga, o
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numero de horas durante as quais ocorre dores de cabecga (por exemplo, horas de dor
de cabega), a gravidade das dores de cabeca, e 0 numero de dias de enxaqueca
observada no individuo.

Exemplo 11: Tratamento Da Enxaqueca Crbnica

[00404] Um individuo humano do sexo masculino de 23 anos é identificado
como tendo tido enxaqueca crénica por pelo menos trés meses. ldentificacdo de ter
tido enxaqueca cronica é conseguida por observagdo de uma historia de dores de
cabeca frequentes sugestivas de enxaqueca cronica (por exemplo, 15 dias por més)
durante pelo menos trés meses anteriores a triagem. Verificagdo de frequéncia de dor
de cabeca € conseguida através de informagdes de linha de base de dores de cabeca
prospectivamente coletadas em pelo menos, 15 dias, com pelo menos 8 dias por més
cumprindo qualquer UMA das seguintes opg¢des: i. qualificar-se como sendo um ata-
que de enxaqueca; e/ou ii. precedida ou acompanhada de aura de enxaqueca.

[00405] A fim de reduzir a incidéncia de enxaqueca no individuo, o individuo
€ administrado com uma dose de 900 mg de anticorpo anti-CGRP antagonista (por
exemplo, anticorpo G1). O anticorpo antagonista anti-CGRP é fornecido como uma
formulacéo liquida a uma concentragdo de 150 mg/mL. A dose de 900 mg é adminis-
trada como quatro injegbes subcutaneas 225 mg de 1,5 mL a varias regides (por
exemplo, parte de tras da parte superior do brago, abdome inferior/barriga/cintura,
frente das coxas, etc) do corpo do individuo. A dosagem é repetida a cada vinte e oito
dias até se observar uma reducgao da incidéncia de enxaqueca. Uma redug¢ao na inci-
déncia de enxaqueca cronica € examinada utilizando uma variedade de critérios que
incluem o numero de dias de dor de cabeca, o numero de horas durante as quais
ocorre dores de cabega (por exemplo, horas de dor de cabega), a gravidade das dores
de cabeca, e o numero de dias de enxaqueca observada no individuo.

Exemplo 12: Tratamento de Enxaqueca Episddica

[00406] Um individuo humano do sexo masculino de 28 anos de idade é
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identificado como tendo tido enxaqueca episddica em alta frequéncia. Individuos séo
identificados como tendo enxaqueca episodica em alta frequéncia utilizando critérios
que incluem: ter uma histéria de dores de cabeg¢a em mais de 8 dias por més por pelo
menos 3 meses antes de triagem; e verificagdo da frequéncia de dor de cabega atra-
vés de informacao de base coletadas prospectivamente demonstrar dores de cabeca
(de qualquer tipo), de 8 a 14 dias, com pelo menos 8 dias, preenchendo os critérios
para, pelo menos, um dos seguintes: i. enxaqueca; Il. enxaqueca provavel; e/ou iii.
uso de compostos de triptano ou ergotamina.

[00407] A fim de reduzir a incidéncia de enxaqueca no individuo, o individuo
€ administrado com uma dose de 675 mg de anticorpo anti-CGRP antagonista (por
exemplo, anticorpo G1). O anticorpo antagonista anti-CGRP é fornecido como uma
formulacéo liquida a uma concentragdo de 150 mg/mL. A dose de 675 mg é adminis-
trada como trés inje¢cdes subcuténeas de 225 mg de 1,5 mL a varias regides (por
exemplo, parte de tras da parte superior do brago, abdome inferior/barriga/cintura,
frente das coxas, Etc) do corpo do individuo. A dosagem é repetida a cada vinte e oito
dias até se observar uma reducgao da incidéncia de enxaqueca. Uma redug¢ao na inci-
déncia de enxaqueca episbédica é examinada utilizando uma variedade de critérios
que incluem o numero de dias de dor de cabeca, o numero de horas durante as quais
ocorre dores de cabega (por exemplo, horas de dor de cabega), a gravidade das dores
de cabeca, e o numero de dias de enxaqueca observada no individuo.

Exemplo 13: Tratamento de Enxaqueca Episddica

[00408] Um individuo humano do sexo feminino de 52 anos é identificado
como tendo tido enxaqueca episddica em alta frequéncia. Individuos s&o identificados
como tendo enxaqueca episddica em alta frequéncia utilizando critérios que incluem:
ter uma histéria de dores de cabeca em mais de 8 dias por més por pelo menos 3
meses antes de triagem; e verificagdo da frequéncia de dor de cabega através de

informacgédo de base coletadas prospectivamente demonstrar dores de cabega (de
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qualquer tipo), de 8 a 14 dias, com pelo menos 8 dias, preenchendo os critérios para,
pelo menos, um dos seguintes: i. enxaqueca; Il. enxaqueca provavel; e/ou iii. uso de
compostos de triptano ou ergotamina.

[00409] A fim de reduzir a incidéncia de enxaqueca no individuo, o individuo
€ administrado com uma dose de 225 mg de anticorpo anti-CGRP antagonista (por
exemplo, anticorpo G1). O anticorpo antagonista anti-CGRP é fornecido como uma
formulacéo liquida a uma concentragdo de 150 mg/mL. A dose de 225 mg é adminis-
trada como uma injecdo subcutanea de 1,5 mL na parte traseira de uma parte superior
do brago do corpo do individuo. A dosagem é repetida a cada vinte e oito dias até se
observar uma reducao da incidéncia de enxaqueca. Uma reducdo na incidéncia de
enxaqueca episodica € examinada utilizando uma variedade de observagdes que in-
cluem o numero de dias de dor de cabecga, o numero de horas durante as quais ocorre
dores de cabeca, a gravidade das dores de cabega, e o numero de dias de enxaqueca
no individuo.

Exemplo 14: Toxicologia Ndo Clinica e Farmacocinética

[00410] Anti-CGRP G1 anticorpo antagonista foi bem tolerado em estudos de
toxicidade de 1 més-IV de doses repetidas em ratos Sprague-Dawley (SD) e macacos
cynomolgus e nenhuma toxicidade do 6rgdo alvo foi determinada em qualquer um
destes estudos. Nenhum nivel de evento adverso observado (NOAEL) de 100
mg/kg/semana foi estabelecido para ambos os estudos com ratos e macacos. Este
nivel de dose correspondeu a exposig¢ao sistémica, com uma concentragdo maxima
(Cmax) de 2570 e 3440 pg/mL e as areas sob a curva (AUC (0-168h)) de 194000
Mgeh/mL e 299000 pgeh/mL (Dia 22) em ratos e macacos, respectivamente.

[00411] Em um estudo com ratos IV/SC de 3 meses, ndo foram identificados
quaisquer toxicidades de érgéos-alvo e G1 foi bem tolerado até a dose mais elevada
testada, 300 mg/kg. Em um estudo em macacos de trés meses, observou-se inflama-

¢ao perivascular da artéria ciliar, como resultado da deposi¢cao de complexos imunes
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a =100mg/kg. Esta descoberta foi atribuida a resposta imunogénica do macaco para
um anticorpo humanizado e n&o foi considerada como sendo clinicamente relevante.
A dose mais elevada testada de 300 mg/kg no presente estudo em macacos s&o pelo
menos 10 vezes maior do que a maior dose clinica antecipada de 2000 mg ou 29
mg/kg em uma base de mg/kg (assumindo um peso médio individuo de 70 kg).

Exemplo 15: Farmacocinética Clinica

[00412] O PK de anticorpo G1 apds exposi¢do Unica IV foi examinado em
quatro estudos randomizados e controlados por placebo duplo-cegos examinando do-
ses entre 10 e 2,000 mg. As concentragdes plasmaticas maximas (Cmax) foram al-
cangadas logo apos o final da infus&do intravenosa de 1 hora. O tempo médio para
Cmax (Tmax) variou de 1,0 a 3,0 horas, seguido por um declinio multifasico. Cmax e
a exposigao total aumentou de forma quase linear com doses crescentes de G1. Meia-
vida terminal (t2) variou de 36,4 a 48,3 dias. Nao ha evidéncia de metabolismo G1 no
figado, o modo primario do metabolismo é por degradacgéo proteossdémica.

[00413] Um estudo definiu a farmacocinética de 30 mg e 300 mg doses ad-
ministradas duas vezes, duas semanas de intervalo. As concentragcdes maximas e a
area sob o perfil temporal de concentragdo aumentou com o aumento da dose. A meia-
vida terminal aparente (t2) apos a segunda dose foi de 41,2 dias (30 mg) e 50,0 dias
(300 mg) (média aritmética). As taxas de acumulagdo de plasma de G1 apos duas
doses administradas IV a 15 dias de intervalo, foram 1,5 (30 mg) e 1,4 (300 mg).

Exemplo 16: Sequranca Clinica e Farmacocinética

[00414] Em seis estudos, anticorpo G1 foi administrado a 118 homens e mu-
Iheres saudaveis, enquanto 57 individuos do sexo masculino e feminino receberam
placebo. O estudo incluiu doses IV individuais que variam de 0,2 mg até 2,000 mg,
duas doses IV de até 300 mg administradas uma vez a cada 14 dias, e administragéao
SC de 225 e 900 mg. Os seis estudos incluidos: dois estudos de dose unica IV esca-

lada de PK e farmacodinédmica (PD) em homens saudaveis (estudos B0141001 e
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B0141002); um estudo cross-over de coorte duplo controlado por placebo para exa-
minar os efeitos agudos da administragcdo IV de anticorpo G1 sobre a resposta de
dilatagdo por capsaicina em voluntarios saudaveis (B0141006); um estudo de dose de
grupo paralelo repetida de anticorpo G1 em masculinos saudaveis e voluntarios do
sexo feminino (B0141007); um estudo de dose unica avaliando a segurancga e tolera-
bilidade de doses até 2,000 mg administrados IV a voluntarios femininos saudaveis
(B0141008), e um estudo comparando a relativa segurancga e biodisponibilidade entre
administracao IV e SC (G1-SC-IV).

[00415] Os seis estudos estdo resumidos a seguir na Tabela 11. Dos cinco
estudos IV (B0141001, B0O141002, B0141006, B0141007 e B0141008), trés tiveram
projetos e avaliagbes praticamente idénticas. Estudo B014100 testou doses de 0,2
mg, 1 mg e 3 mg dados como uma unica infusdo IV de uma hora. O estudo teve um
projeto paralelo. Os participantes foram confinados na clinica durante sete dias apés
a infusdo, com multiplas avaliagdes sobre cada um desses dias. Apos a alta, os paci-
entes foram reavaliados uma semana apds descarga (dia14), e, em seguida, um, dois
e trés meses apos a infusdo. Estudo B0141002 testou doses variando de 10 mg a
1000 mg como uma unica administrag&do. Finalmente, Estudo B0141008 testou doses
de 300 mg, 1000 mg, 1500 mg ou 2000 mg. Estudo B0141006 era diferente dos outros,
uma vez que também tem como obijetivo integrar leituras farmacodinédmicas atraves
da medicao da inibicdo da dilatacdo por capsaicina até uma semana apos a infusao
IV do anticorpo G1.

[00416] Para os estudos |V, eventos adversos (EAs) perfis foram relatados
apenas para o primeiro periodo dosado. Estudo B0141007 testou varias doses de an-
ticorpo G1 em 30 ou 300 mg IV dada duas semanas de intervalo, utilizando um projeto
paralelo. Cada individuo elegivel foi atribuida uma sequéncia de randomizagéo atra-
vés de um sistema interativo baseado na Web que continha a designagéo do trata-

mento. O esquema de randomizagao foi desenvolvido pelo estatistico principal. Os
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participantes em todos os estudos eram homens geralmente saudaveis e mulheres
(de 18 a 65 anos de idade); todos os participantes assinaram termo de consentimento
informado. Todos os estudos foram aprovados pelos conselhos de investigagcéo
(IRBs). AEs foram definidos como qualquer ocorréncia médica desfavoravel, em par-
ticipantes de estudos clinicos, com ou sem relagdo causal com o farmaco do estudo.
AEs observados apo6s a administracdo do farmaco em estudo ou placebo foram deno-
minados " emergente do tratamento "AE (TEAEs) independentemente do potencial de
causalidade com o farmaco do estudo. Todos os individuos que experimentam TEAEs
foram seguidos em intervalos de tempo apropriados até que o evento tivesse resolvido
ou até que o evento tivesse estabilizado e/ou chegaram a uma nova linha de base.
Todas os TEAEs foram classificados como sendo leve, moderada ou grave. AEs gra-
ves (EAG) foram definidos a priori como qualquer ocorréncia médica desfavoravel,
que em qualquer dose resultou em morte, foi uma ameaca a vida (ou seja, o individuo
estava em risco iminente de morte no momento do evento), exigiu a hospitalizagdo ou
o prolongamento de hospitalizagao existente, resultou na incapacidade deficiéncia/in-
capacidade persistente (por exemplo, uma interrupgao substancial da capacidade do
individuo para realizar as fungdes normais de vida), resultou em uma anomalia/defeito
de nascencga ou qualquer outro evento clinicamente importante. O tratamento relacio-
nado com AE (TRAEs) estava sendo considerado quando uma das seguintes situa-
¢Oes estava presente: 1) uma relagao temporal entre os primeiros sintomas da AE e
administracdo do medicamento experimental podia ser identificado; 2) a AE nao po-
deria ser facilmente explicada pelo estado clinico do paciente, a doencga intercorrente,
ou terapias concomitantes; 3) a AE diminuiu com a descontinuagédo da reduc¢do do
produto ou dose de investigagao.

[00417] A presséo arterial, frequéncia cardiaca e temperatura oral foram me-
didas na triagem, pré-dose, imediatamente apods o final da infuséo e varias vezes du-

rante confinamentos dos pacientes nas clinicas, bem como em todas as visitas
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clinicas. Os exames laboratoriais incluiram quimicas do soro, hematologia e urinalise.
Hematologia, quimica, coagulacdo e exames laboratoriais de seguranga de urina fo-
ram realizadas em varios horarios de estudo. Os ECGs foram registrados na triagem,
pré-dose no Dia 1, imediatamente apos o final da infusdo e outras cinco vezes durante
o primeiro dia, bem como em todas as visitas clinicas. Valores QTcF foram derivadas
utilizando a formula de corregao (QTcF) da frequéncia cardiaca de Fridericia. Valores
absolutos e mudancgas de linha de base para os parametros de ECG intervalo QT,
frequéncia cardiaca, intervalo QTcF, intervalo PR e QRS foram avaliados por coorte,
tratamento e pds-dose de tempo. Além das avaliagbes de seguranga descritos acima,
Protocolo B014008 incluiu avaliagdes completas oftalmicas no inicio do estudo e em
trés momentos apods a dosagem (Dia 28, Dia 84 e Dia 168).

[00418] Os dados clinicos e sinais vitais foram resumidas utilizando tabelas
descritivas e estatisticas de resumo. Laboratério e outros dados de seguranga foram
resumidos como uma fungao de qualquer alteragéo (valores fora do intervalo de refe-
réncia), assim como quaisquer alteragdes clinicamente relevantes, que foram defini-
das a priori. As tabelas de resumo foram estratificadas por dose, e os dados foram
reunidos através dos estudos. Além disso, as comparag¢des de dados consolidados
para todas as exposi¢des anticorpo G1 foram contrastadas com placebo. Placebo
também foi contrastado com doses de anticorpo G1 de 100 mg e mais elevadas (100
mg, 300 mg, 1000 mg, 1500 mg e 2000 mg), e com doses de anticorpo G1 de 1000
mg e mais elevadas (1000 mg, 1500 mg e 2000 mg).

[00419] No estudo IV/SC (G1-SC-IV), trinta e seis individuos foram distribui-
dos aleatoriamente para receber uma unica administragdo do anticorpo G1 (225 ou
900 mg) ou placebo, entregue tanto como um (SC) de injecdo subcutédnea de bolus
ou de uma infuséo IV de 1 hora. Os individuos foram confinados na unidade de pes-
quisa clinica durante sete dias apds a administracéo, e retornou a clinica periodica-

mente para visitas adicionais ambulatoriais para estudar dia 90. Os ECGs foram
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realizados extensivamente no Dia 1 (pré-dose, Horas 1, 6, 12), Dia 3, Dia 7, enquanto
os individuos foram confinados e uma vez no fim do estudo (dia 90). Os sinais vitais,

incluindo temperatura, pressao arterial e frequéncia cardiaca, foram coletados antes

da dose, dias 1, 3, 7 e 90.
Tabela 11
Estudo Populagao de estudo O Tratamento com Anticorpo G1
B0141001 | Homens adultos sauda- | Por via intravenosa (V) de infusédo
veis (n = 24) unica de 0,2, 1 ou 3 mg em coortes
de oito (seis/coorte, tratamento
ativo; dois em coorte placebo)
B0141002 | Homens adultos sauda- | IV infus&o unica de 10, 30, 100,
veis (n = 40) 300 ou
1000 mg em coortes de oito
(seis/coorte, tratamento ativo; 10
no coorte de placebo)
B0141006 | Homens adultos sauda- | Dois coortes modificados cross-
veis (n = 12) over, placebo ou 300 mg infusdo IV
em coortes de seis. No primeiro pe-
riodo, todos os participantes rece-
beram placebo. Para o segundo
periodo (incluido aqui), 12 partici-
pantes receberam placebo e 11 re-
ceberam 300 mg.
B0141007 | Homens adultos sauda- | Duas IV infusbes duas semanas de
veis e mulheres intervalo a 30 ou 300 mg em coor-
(n=21) tes de 10 ou 11 (seis/coorte, trata-
mento ativo; nove no coorte de pla-
cebo)
B0141008 | Mulheres adultas Infus&o IV unica de 300, 1000,
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Estudo Populagao de estudo O Tratamento com Anticorpo G1
saudaveis (n = 31) 1500, ou 2000 mg (cinco em 2000
mg de coorte; seis/coorte grupos
de tratamento restantes; oito em
coorte de placebo)
G1-SC-IV | Trinta e seis individuos | Injecdo de bolus subcutanea unica
(n=36) (SC) ou infusdo IV unica de 225 ou
900 mg

[00420] Do outro lado da ampla gama de dosagens avaliadas nos cinco es-
tudos IV (0,2 a 2,000 mg), anticorpo G1 IV foi aceitavelmente tolerado. A Tabela 8
resume a taxa global de eventos adversos (AE) por dose para os estudos IV. Com
base nestes resultados de tolerabilidade, as preocupagdes de segurancga evidentes
nao surgiram. Em todos os ensaios nos estudos |V, os participantes que receberam
placebo relataram uma média de 1,3 eventos adversos emergentes do tratamento
(TEAESs). Estes sao todos os acontecimentos notificados, independentemente da opi-
niao do investigador da relagdo com o farmaco do estudo. Em todas as doses IV G1,
a taxa foi de 1,4 TEAEs/individuo. Os individuos que receberam doses G1 de 100 mg
ou superior tiveram uma média de 1,5 TEAESs; aqueles recebendo doses de 1,000 mg

ou superior tiveram uma média de 1,6 TEAEs.

Tabela 8
o . Descontinuagdes
] . Individuo| Individuo .
. Ndmero | Individuos Individuos de dose
Individuos com com . )
_ de com Descontinuados Reduzida
Avaliados AE AE
AEs - AE — Para ou
para AE grave — | grave — .
n (N) n (N) aAES —n (N) temporarias
n(N) n(N)
—-n(N)
Pla-
45 57 (11) 23 (8) 0 0 2(1) 0
cebo
0,2m
6 5(0) 2 (0) 0 0 0 0
g
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1mg

1(1)

3(0)

3mg

10 (2)

4(1)

10mg

5(1)

4 (1)

30mg

12

21 (11)

8 (5)

o O ©o| ©

o Ol o] ©

o| O o] ©

100m

S5 (1)

4 (1)

300m

29

47 (10)

1000

mg

12

17 (4)

1500

mg

8 (0)

2000

mg

12 (2)

(1)

[00421] AE = eventos adversos; n = qualquer evento, o tratamento relacio-
nado ou nao; (N) = tratamento considerado relacionado pelo investigador. Nota: Para
protocolo B0141006 (placebo e 300 mg), apenas os dados para o primeiro periodo de
tratamento ativo foi incluido, devido & sua natureza cross-over

[00422] Nos estudos IV, eventos adversos relacionados ao tratamento
(TRAEs ou AES que podem estar relacionados a terapia de acordo com o investigador
principal) foram relatados em 21,2% dos individuos que receberam IV G1, em compa-
ragao com 17,7% nos que receberam placebo. Em doses de 100 mg de G1 ou supe-
rior, TRAEs ocorreu em 22,4% dos participantes. Em doses de 1,000 mg ou mais,
TRAESs ocorreu em 21,7% dos participantes. O anticorpo G1 nao parece estar associ-
ado com quaisquer padrdes clinicamente relevantes das mudancas nos sinais vitais
(pressao arterial sistélica e diastdlica [BP], temperatura e frequéncia cardiaca [HR]),
eletrocardiograma (ECG) anomalias (incluindo QTcB e QTcF), rea¢des a infusdes no
local, ou achados laboratoriais clinicos. Houve efeitos limitados em testes da funcao
hepatica (aspartato aminotransferase [AST], alanina aminotransferase [ALT], bilirru-

bina total, e fosfatase alcalina), com um aumento de grau 1 em bilirrubina total em um
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individuo que recebeu placebo (Estudo B0141001), e um aumento de grau 1 da ALT
em um individuo que recebeu placebo (Estudo B0141002). Alteragbes da fungéo he-
patica clinicamente significativas ndo foram observadas entre individuos que recebe-
ram qualquer uma das doses estudadas de G1. Ndo havia nenhuma evidéncia de
diferencas entre G1 e placebo em testes hematoldgicos que avaliam a fungéo renal,
eletrolitos, ou em testes de urina.

[00423] No estudo IV/SC (G1-SC-IV), seguranca e tolerabilidade foram com-
paraveis entre rotas de distribuicdo SC e IV. A média de frequéncia cardiaca e pressao
arterial (diastdlica e sistolica) ndo foram afetadas pelo tratamento anticorpo G1, nem
houve quaisquer alteragdes significativas em nenhum dos parametros cardiovascula-
res apos o tratamento com SC anticorpo G1. Um resumo das TRAEs observadas du-

rante o estudo SC é mostrado abaixo na Tabela 12.

Tabela 12
900 mg 225 mg Placebo (N=6)
(N=6) (N=6)
Doencgas Gl 2 (33,3%) 0 1(16,7%)
CNS 0 1(16,7%) | O
Infecgbes e Infestagdes 0 0 0
Tecidos Conectivo e Mus-
0 0 0
culoesqueletal
Respiratoria 0 0 0
Doencas Reprodutivas e
0 0 0
da Mama
LesGes 0 0 0
Gravidez 0 0 0
Renal 1(16,7%) 0 0
Vascular 0 0 0

[00424] Nos estudos de dose unica (B0141001, B0141002, B0141006 e

B0141008), parametros farmacocinéticos (PK) foram calculados para doses
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compreendidas entre 30 mg e 2,000 mg. Média de meia-vida terminal de grupo (t1/2)
variou de aproximadamente 40 a 48 dias. Cmax e a exposi¢éo total (assessed by
AUCinf) aumentou com o aumento da dose. O aumento na AUCinf parecia ser apro-
ximadamente proporcional a dose entre 30 e 1000 mg e parecia ser maior do que
proporcional a dose entre 1,000 e 2,000 mg. O volume de distribuicdo era baixo, entre
6-10 L.

[00425] No estudo de duas doses (B0141007), a meia-vida terminal aparente
depois de uma segunda dose situou-se entre 41 e 50 dias. As concentragdes plasma-
ticas acumularam apods a segunda dose, com uma taxa de acumulagao de cerca de
1,5. Além disso, no estudo IV/SC (G1-SC-IV), as avaliagbes farmacocinéticas indica-
ram G1 tiveram uma meia-vida terminal semelhante, quando entregaram SC como IV.

Exemplo 17: Prevencio da enxaqueca crénica em um estudo clinico de anti-

corpo G1

[00426] Um estudo multicéntrico, randomizado, duplo-cego, dupla-simulagéo,
grupo paralelo, controlado por placebo de doses multiplas comparando anti-CGRP G1
anticorpo antagonista ao placebo foi realizado em individuos com enxaqueca crénica.
Individuos de qualificados entraram em uma linha de base, 28 dias periodo de pré-
tratamento. Individuos tiveram suas informacdes de dor de cabeca e saude captura-
das diariamente durante todo o estudo, utilizando um sistema de diario eletrénico de
dor de cabeca. Nenhuma alteracdo em medicamentos para enxaqueca foi autorizada
durante o periodo de estudo ou pré-tratamento. Os critérios de inclusado foram os se-
guintes: (1) machos ou fémeas com idade entre 18 e 65 anos; (2) um documento de
consentimento informado assinado e datado, indicando que o individuo tenha sido
informado de todos os aspectos pertinentes do estudo, incluindo quaisquer riscos co-
nhecidos e potenciais e tratamentos alternativos disponiveis; (3) enxaqueca cronica
satisfazendo os critérios de diagndstico listados na Classificagao Internacional de Ce-

faléias (ICHD-Ill beta version, 2013); (4) os individuos podem utilizar até dois
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medicamentos diferentes diarios de enxaqueca preventivas para enxaqueca (por
exemplo, topiramato, propranolol, amitriptilina) ou para outras condigdes médicas (por
exemplo, propranolol sendo usado para hipertens&o) se a dose e o regime foi estavel
por pelo menos 2 meses antes do inicio da de 28 dias de execug&o no periodo; (5)
indice de Massa Corporal (IMC) de 17,5 a 34,5 kg/m2, e um peso total do corpo entre
50 kg e 120 kg, inclusive; (6) individuo € ou ndo de potencial reprodutivo, tal como
definido nos métodos ou se individuo € de potencial reprodutivo, eles concordam, quer
para permanecer abstinente ou utilizar (ou fazer seu parceiro utilizar) um método acei-
tavel de controle de natalidade dentro da duragao prevista do estudo; (7) demonstrar
a conformidade com o diario eletrénico de dor de cabega durante o periodo de pré-
tratamento de entrada de dados de dor de cabega em um minimo de 24/28 dias (85%
de conformidade). Critérios de diagndstico de enxaqueca cronica em (3) acima foram
os seguintes: (a) historia de dores de cabega frequentes, sugerindo enxaqueca cro-
nica (15 dias por més) por pelo menos trés meses antes da triagem; (B) verificagao
da frequéncia de dor de cabeca através de informacdes de linha de base coletados
prospectivamente durante a fase de pré-tratamento de 28 dias demonstrando dores
de cabecga em pelo menos 15 dias, com pelo menos 8 dias por més que preencham
qualquer um de (i) qualificar como sendo um ataque de enxaqueca, (ii) precedida ou
acompanhada de aura de enxaqueca, ou (iii) aliviada por derivados de ergotamina ou
triptano.

[00427] Os critérios de exclusdo exigem que os individuos ndo satisfagam a
qualquer das seguintes: (1) O inicio da enxaqueca cronica apds a idade de 50 anos;
(2) individuo tem recebido toxina onabotulinum A para enxaqueca ou por quaisquer
razdes medicas ou estéticas que requerem injegdes na cabeca, face ou pescogo du-
rante os seis meses anteriores a triagem; (3) individuo utiliza medicamentos contendo
opioides (incluindo codeina) ou barbituricos (incluindo Fiorinal®, Fioracet®, ou qual-

quer outra combinagdo que contenha butalbital) em mais de 4 dias por més para o
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tratamento de enxaqueca ou por qualquer outro motivo (4) falhou > 2 categorias de
medicamentos ou> 3 medicamentos preventivos (dentro de duas categorias de medi-
camentos) devido a falta de eficacia para o tratamento profilatico da enxaqueca epi-
sbdica ou crénica apdés um julgamento terapéutico adequado; (5) doenga hematolo-
gica, renal, enddcrina, pulmonar, gastrointestinal, geniturinaria, neurolégica ou ocular
clinicamente significativa a discrigdo do investigador; (6) individuos com evidéncia ou
histéria clinica de problemas psiquiatricos clinicamente significativos, incluindo de-
pressédo severa, transtorno do panico ou transtorno de ansiedade generalizada (de
acordo com critérios do Diagnostic and Statistical Manual de 5% edigdo [DSM-5)); (7)
a pressao arterial sistélica na triagem acima de 160 mm Hg ou inferior a 90 mm Hg;
(8) a presséo arterial diastélica na triagem acima de 110 mm Hg ou inferior a 50 mm
de Hg; (9) histéria de doenga cardiovascular clinicamente significativa ou isquemia
vascular (tal como do miocardio, neurolégico [por exemplo, isquemia cerebral], isque-
mia de extremidade ou outro evento isquémico); (10) historia de cancer anterior ou
atual, com a excegao dos individuos com carcinoma de células basais que foi exci-
sado; (11) mulheres gravidas ou amamentando; (12) Historia de reagdes de hipersen-
sibilidade a proteinas injetadas, incluindo anticorpos monoclonais; (13) tratamento
com um farmaco experimental dentro de 30 dias da entrada no estudo (14) anormali-
dade clinicamente significativa na linha de base 12-superficie principal do ECG, inclu-
indo pausas sinusais >2 segundos, segundo ou terceiro bloqueio cardiaco ou outras
anormalidades julgadas clinicamente significativas pelo investigador. (15) uma linha
de base 12-principal do ECG demonstrando QTcF >450 mseg para homens e 470
mseg para mulheres na triagem (se QTcF excedeu esses valores, o ECG foi repetido
e a media dos trés valores QTcF usados para determinar a elegibilidade potencial do
individuo; QTc obtido utilizando calculo Fridericia); (16) qualquer achado que, no jul-
gamento do investigador é significativamente clinicamente anormal, incluindo valores

de hematologia, quimicas de sangue, testes de coagulagdo ou urindlise (testes
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anormais foram permitidos de ser repetidos para confirmacgé&o) (17) enzimas hepaticas
(alanina aminotransferase [ALT], aspartato aminotransferase [AST], fosfatase alca-
lina) > 1,3 vezes acima do limite normal (ULN) apos confirmag&o em um teste repetido;
(18) creatinina sérica >1,5 vezes o ULN, proteinuria clinicamente significativa (vareta
de urina +4) ou evidéncia de doencga renal.

[00428] Individuos confirmados como tendo enxaqueca cronica e elevada
conformidade com o diario de dor diaria durante o periodo de pré-tratamento foram
randomizados na visita 2 (dia 1) em um dos trés bragos de tratamento. A randomiza-
¢ao foi realizada utilizando um sistema eletrénico de resposta interativa na web. Os
individuos foram estratificados com base no sexo e uso de medicamentos de enxa-
gueca de linha de base. O tratamento foi administrado uma vez por més (cada 28 dias)
para um total de trés tratamentos ao longo de um periodo de 3 meses. Administragao
do tratamento ocorreu na visita 2 (dia 1; primeira dose), visita 3 (dia 29; segunda dose),
e visita 4 (dia 57, a terceira e ultima dose). Avaliagbes de saida final do estudo foram
realizadas na visita 5 (dia 85), cerca de 28 dias apos a terceira e ultima dose. As
injecées foram administradas por via subcutanea durante um periodo de 3 meses
(cada 28 dias) a individuos em cada um dos grupos seguintes: (1) aqueles randomi-
zados para o brago de 900 mg recebeu quatro injecbes ativas a cada 28 dias; (2)
aqueles randomizados para o brago de 675/225 mg receberam trés inje¢des ativas e
uma de placebo durante o primeiro tratamento, e uma injecao ativa e trés de placebo
para o segundo e terceiro tratamentos; (3) aqueles randomizados para placebo rece-
beram quatro injegdes de placebo a cada 28 dias. Inje¢des ativas continham 225 mg
de anticorpo G1. Endpoints foram obtidos a partir de um diario eletrénico de dor diaria,
um sistema interativo baseado na web que gravaram os dados para o periodo anterior
de 24 horas. Duragao global de dor de cabega foi registrada numericamente, em ho-
ras, bem como o numero de horas com dor de cabeca em cada nivel de gravidade.

Gravidade dor de cabecga foi subjetivamente avaliada pelo individuo em momentos

Peticaio 870230059351, de 07/07/2023, pég. 205/231



192/210

pré-definidos da seguinte forma: nenhuma dor, dor leve, dor moderada e dor intensa.
Os individuos também foram convidados para registrar se os seguintes sintomas as-
sociados estavam presentes ou ausentes em pontos de tempo pré-definidos: fotofo-
bia, fonofobia, nauseas e vémitos. Um ponto de extremidade adicional foi derivado de
monitoramento do uso de triptanos (por exemplo, sumatriptano) como um medica-
mento anti-dor de cabega aguda por individuos do estudo ao longo do curso do estudo.

Um resumo da disposi¢cdo e demografia de individuos do estudo € apresentado na

Tabela 9.
Tabela 9
Placebo 675/225 900 mg Total
mg
Randomizado 89 88 87 264
Concluido 77 72 (81,8%) | 76 225
(86,5%) (87,4%)
Analisados como 89 ( 87 (98,9%) | 85 261
ITT 100%) (97,7%) (98,9%)
Em Analise de Se- | 89 ( 88 (100%) | 86 263
guranga 100%) (98,9%) (99,6%)
Nao Foi concluido | 12 16 (18,2%) | 11 39 (14,8%)
(13,5%) (12,6%)
Idade (anos mé- 40,7 40 41,5 40,75
dios)
% de mulheres 85,4% 86,3% 86,2% 85,9%
Anos com enxa- 20,4 15,8 18,7 18,3
queca

[00429] A diminuigdo média em nuimero de horas de dor de cabega em rela-
¢ao a linha de base em cada uma das semanas 1, 2 e 3 (W1, W2, W3 e, respectiva-
mente) para cada um dos grupos € representada graficamente na FIGURA 15. Os

resultados mostram uma diminuigao significativa em ambos os grupos de tratamento

Peti¢&io 870230059351, de 07/07/2023, péag. 206/231



193/210

em relagcédo ao grupo de placebo em cada um de W1, W2 e W3, incluindo a primeira
semana.

[00430] A diminuicdo média em numero de horas de dor de cabeca em rela-
¢ao a linha de base em cada um dos meses 1, 2, e 3 (M1, M2, e M3, respectivamente)
para cada um dos grupos é representada graficamente na FIGURA 12. Os resultados
mostram uma diminuic&o significativa em ambos os grupos de tratamento relativa-
mente ao grupo placebo em todos os trés pontos de tempo, incluindo apds a primeira
dose. A significancia estatistica em relagao ao grupo placebo, para os dados na Figura
12 é fornecida pelos valores de p indicados.

[00431] Numero médio de horas de dor de cabega em cada grupo no inicio
do estudo e na visita 2, 3 e 4 (V2, V3 e V4, respectivamente) é representado grafica-
mente na FIGURA 13. Os resultados mostram uma diminui¢ao significativa em ambos
os grupos de tratamento relativamente ao grupo placebo em todos os trés pontos de
tempo, incluindo apds a primeira dose.

[00432] A diminuicdo média em nimero de horas de dor de cabega moderada
ou severa em relagdo a linha de base em cada um dos meses 1, 2, e 3 (M1, M2, e M3,
respectivamente) para cada um dos grupos é representada na FIGURA 14. Os resul-
tados mostram uma diminuigao estatisticamente significativa em ambos os grupos de
tratamento relativamente ao grupo placebo em todos os trés pontos de tempo, inclu-
indo apos a primeira dose. A significancia estatistica em relagdo ao grupo placebo &
fornecida pelos valores p indicados.

[00433] A diminuigdo média em numero de usos dos triptanos como uma me-
dicagao de resgate aguda em relagao a linha de base em cada um dos meses 1, 2, e
3 (M1, M2, e M3, respectivamente) para cada um dos grupos é representada grafica-
mente na FIGURA 16. Os resultados mostram uma diminui¢do significativa em uso de
triptanos em ambos os grupos de tratamento relativamente ao grupo placebo em todos

os trés pontos de tempo, incluindo apds a primeira dose. A significancia estatistica em
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relacdo ao grupo placebo é fornecida pelos valores p indicados na FIGURA 16.
[00434] Uma diminuigdo significativa no nimero de horas de dor de cabeca
também foi observada em individuos que utilizam medicamentos preventivos (por
exemplo, topiramato e amitriptilina ou propranolol) em relagdo a um grupo de placebo.
[00435] Ambas as doses foram bem toleradas, e nenhum problema de segu-
ranca emergiu. Um resumo dos acontecimentos adversos emergentes do tratamento
(TEAE) por grupo é fornecido na Tabela 10. A diferenga no TEAE relacionado é quase
totalmente explicada por eventos relacionados com injegéo leves (eritema, algum des-
conforto). O TEAE grave ndo estava relacionados com farmacos (sem eventos adver-

sos relacionados com o farmaco).

Tabela 10
Placebo N (%) | 675/225 mg N 900 mg N (%)
(%)
TEAE 36 (40,4) 47 (53,4) 41 (47,7)
TEAE relacionada | 15 (16,9) 25 (28,4) 28 (32,6)
TEAE grave 1(1,1) 1(1,1) 2(2,3)
TEAE Causando 1(1,1) 6 (6,8) 5(5,8)
Descontinuagao
Obitos 0 0 0

Exemplo 18: Prevencido de alta frequéncia de enxaqueca episédica em um

estudo clinico de anticorpo G1

[00436] Um estudo multicéntrico, randomizado, duplo-cego, controlado por
placebo, estudo de grupo paralelo comparando anti-CGRP anticorpo G1 com o pla-
cebo foi realizado em individuos com alta frequéncia de enxaqueca episodica (HFEM).
O desenho do estudo seguiu o do Exemplo 17, com duas diferengas. Em primeiro
lugar, os critérios de inclusao (3) foi por individuos que preenchem os critérios para a
enxaqueca episodica de acordo com a segunda edi¢cado do The International Headache

Society (Olesen e Steiner 2004), que experimentam a enxaqueca em alta frequéncia
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da seguinte forma: (a) Historico de dores de cabega em mais de 8 dias por més para
pelo menos 3 meses antes de triagem; (B) a verificagdo da frequéncia de dor de ca-
beca através de informacao de linha de base coletada prospectivamente durante os a
fase pré-tratamento de 28 dias demonstrando dor de cabega (de qualquer tipo) de 8 a
14 dias, com pelo menos 8 dias cumprindo critérios para pelo menos um dos (i) enxa-
queca, (ii) provavel enxaqueca, ou (iii) o uso de compostos de triptano ou ergotamina.
Em segundo lugar, esquemas de dosagem foram alterados para os grupos que rece-
beram G1. Especificamente, as inje¢cdes foram administradas por via subcutanea du-
rante um periodo de 3 meses (cada 28 dias) a individuos em cada um dos grupos
seqguintes: (1) aqueles randomizados para o brago de 675 mg receberam 675 mg de
G1 a cada 28 dias; (2) aqueles randomizados para o brago de 225 mg recebem 225
mg de G1 a cada 28 dias; e (3) aqueles randomizados para placebo recebem uma
injecado de placebo a cada 28 dias. Um resumo da disposi¢cao e demografia de indivi-
duos no estudo € apresentado na Tabela 13. Endpoints do estudo incluiram reducao
do numero de dias de enxaqueca e diminuicdo do numero de dias de dor de cabeca

de qualquer gravidade.

ITT

Tabela 13
Placebo 225 mg 675 mg Total
Randomizado 104 96 97 297
Analisados como | 104 (100%) | 95 (99%) | 96 (99%) 295 (99%)

Em Analise de

104 (100%)

96 (100%)

97 (100%)

297 (100%)

Seguranga

Idade (anos mé- 42,0 40,8 40,7 41,2
dios)

% de mulheres 88% 91% 85% 88%
% branco 82% 77% 76% 78%

[00437] A diminuigdo média em numero de dias de enxaqueca em relagéo a

linha de base em cada um dos meses 1, 2, e 3 (M1, M2, e M3, respectivamente) para

Peti¢&io 870230059351, de 07/07/2023, pag. 209/231



196/210

cada um dos grupos é representada na FIGURA 17. Os resultados mostram uma di-
minuicdo estatisticamente significativa em ambos os grupos de tratamento relativa-
mente ao grupo placebo em todos os trés pontos de tempo, incluindo apds a primeira
dose. A significancia estatistica em relagéo ao grupo placebo é fornecida pelos valores
p indicados.

[00438] A diminuicdo média em numero de dias de dor de cabega de qualquer
gravidade em relag&o a linha de base em cada um dos meses 1, 2, e 3 (M1, M2, e M3,
respectivamente) para cada um dos grupos é representada na FIGURA 18. Os resul-
tados mostram uma diminuigao estatisticamente significativa em ambos os grupos de
tratamento relativamente ao grupo placebo em todos os trés pontos de tempo, inclu-
indo apos a primeira dose. A significancia estatistica em relagdo ao grupo placebo &
fornecida pelos valores p indicados.

[00439] Ambas as doses foram bem toleradas, e nenhum problema de segu-
ranca emergiu. Um resumo dos acontecimentos adversos emergentes do tratamento
(TEAE) por grupo é fornecido na Tabela 14. Os quatro TEAEs graves foram devidos
a um caso de fratura de fibula, um caso de tremor devido a interrupgdo da medicagcao

e dois casos de enxaqueca que requerem tratamento de sala de emergéncia (ER).

Tabela 14
Placebo N 225 mgN 675 mg N (%)
(%) (%)
TEAE 58 (56) 44 (46) 57 (59)
TEAE relacionada 24 (23%) 26 (27%) 24 (25%)
TEAE grave 0 2 (2%) 2 (2%)
TEAE grave 0 0 0
relacionado
TEAE Causando 0 4 (4%) 2 (2%)
Descontinuagao
Obitos 0 0 0

Exemplo 19: Sequranca nao clinica
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[00440] Dois estudos que avaliam a seguranga de anticorpo G1 foram reali-
zados em macacos cinomolgos. No primeiro estudo, foi avaliada a seguranga de uma
unica dose de anticorpo G1. No segundo estudo, foi avaliada a seguranca de doses
repetidas de anticorpo G1. Cada um dos estudos e os seus resultados s&o ainda des-
critos em pormenor abaixo. Para ambos os estudos de dose repetida e unica, anti-
corpo G1 foi formulado como uma solugdo de 51,4 mg/mL em histidina 20 mM, 84
mg/mL de dihidrato de trealose, 0,2 mg/mL de polissorbato 80, 0,05 mg/mL de dihi-
drato de dissodio de EDTA e 0,1 mg/mL de L-metionina, a pH ~ 5,5. Veiculo foi formu-
lado de forma idéntica sem anticorpo G1. Além disso, em ambos os estudos, as amos-
tras de sangue foram colhidas periodicamente para analise de concentragdo de
plasma de anticorpo G1 utilizando um método validado de ELISA.

[00441] Os dados foram agregados pela primeira vez em tabelas de resumo
e figuras utilizando GraphPad Prism (versao 6,0) e Excel 2010 (Microsoft). Para es-
tudo de exposic¢ao unica, dados de telemetria foram analisados utilizando ANOVA. A
analise foi realizada utilizando SAS Langamento 8,2. A fim de normalizar o intervalo
QT ao longo de um intervalo de R-R

[00442] intervalos, Fatores de Corregdo Animal individual (IACFs) foram ge-
rados para cada animal, relacionando cada intervalo-RR com o seu intervalo QT as-
sociado. A regressao linear da relagdo QT/intervalo-RR foi determinado para o con-
junto de dados. O declive desta regresséo linear foi usada como o IACF para o animal
associado em todos os tratamentos. Este IACF foi usado para calcular o intervalo QT
corrigido (QTc) utilizando a seguinte equacéo:

[00443] QT-I(c) = intervalo QT corrigido para a frequéncia cardiaca = QT-I -
[(RR - 300)*(IACF)].

[00444] Para o estudo de dose multipla, ANOVA de 1 fator foi também usado
para analisar os dados. Se a analise de variancia foi significativa (P < 0,05), pos-teste

de Dunnett foi usado para as comparagdes entre os grupos. Para cada um dos sexos,
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o grupo tratado foi comparado com o grupo de controle (veiculo) ao nivel de probabi-
lidade de duas caudas de 5%.

Estudo de telemetria de dose unica

[00445] Oito macacos adultos cinomolgos machos (Primatas Charles River)
foram cirurgicamente instrumentados com telémetros e deixados a recuperar durante
pelo menos duas semanas. Implantes (DSI TL11M2-D70-PCT) e receptores (RMC-1)
foram fabricados pela Data Sciences International.

[00446] Os animais foram aclimatados a gaiolas de telemetria de aquisigéo
de dados, pelo menos, durante a noite antes da dosagem. Durante a aclimatagéo,
gravacgao de pré-estudo dos parametros hemodinémicos foi realizado para verificar se
os transdutores e equipamentos estavam funcionando corretamente. Durante a aqui-
sicdo de dados de telemetria, os animais foram alojados individualmente em gaiolas
equipadas com os receptores de telemetria. Em dias de nio coleta, os animais foram
alojados em gaiolas sem os receptores de telemetria. Os animais foram mantidos em
um ciclo diario de 12-horas de luz e 12 horas de escuro, com agua ad libitum e ali-
mentados com dieta primata certificada.

[00447] Para a primeira fase do estudo, aos animais (8 machos) foram admi-
nistrados apenas veiculo, e os dados de telemetria foram coletados comegando ~ 1
hora de pré-dose até 22 horas pds-dose. Seis dias apds a administragao do veiculo,
0S mesmos animais receberam uma unica administragdo IV de anticorpo G1 (100
mg/kg, uma dose ~ 10 vezes maior do que a EC50 farmacolégica em macacos cino-
molgos). Dados eletrocardiograficos e hemodinamicas telemetrados foram novamente
registrados continuamente de todos os animais. Além disso, estes animais foram mo-
nitorados durante ~ 24 horas nos dias 3, 7, 10 e 14 depois de receber a dose unica do
anticorpo G1. Telemetria ECG e sinais de presséao arterial foram transmitidos atraves
dos dispositivos de radio-telemetria implantados para receptores montados em cada

gaiola. Os sinais adquiridos foram passados através de uma matriz de troca de dados
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(DSI modelo DEM) e em um sistema de aquisigdo de dados baseado em PC (software
DSI Ponemah P3 versao 3,4); o software de analise de dados foi Emka Technologies
verséo 2,4,0,20

[00448] (Emka Technologies). A taxa de amostragem analdgica/digital foi de
1,000 Hz para os dados telemetrados de ECG e 500 Hz para os dados de pressao
arterial. Os dados foram registrados como médias de 1 min.

[00449] Pressao arterial sistélica (SBP) média do grupo foi semelhante antes
e apos o tratamento com anticorpo G1 ao longo do primeiro dia apos a administragéo
e nos dias subsequentes (animais telemetrados nos dias 3, 7, 10 e 14 em intervalos
de tempo idénticos como o dia 1). Nas horas de 1-4 apds a administragdo quando as
concentragdes sanguineas anticorpo G1 estavam em niveis maximos (concentragéo
meédia de 3,500 mg/mL em 4 horas), as médias de PAS foram de 111 mmHg, em
comparagao com 113 mmHg ao mesmo intervalo de tempo apos a administragao do
veiculo. Além disso, a SBP foi de 110 mmHg nos dias 3 e 7, 109 mmHg no dia 10 e
110 mmHg no dia 14 apds a administragdo do anticorpo G1. Dados SBP semelhantes
foram registrados para outros intervalos de tempo. Uma vez que este foi um estudo
cruzado projetado, os animais tratados serviram como seus proprios controles.
Quando os dados foram analisados como diferengas na pressao arterial apés a admi-
nistracdo do anticorpo G1 comparado com o tratamento do veiculo, ha pequenas re-
ducdes estatisticamente significativas na SBP no ultimo intervalo de tempo nos dias
7,10 e 14.

[00450] Apds o tratamento com anticorpo G1, pressdo arterial diastolica
(DBP) foi anotada como sendo cerca de 3 mmHg inferior aos valores médios obtidos
apos a administragédo do veiculo. Das horas 5-22, a média do grupo para o grupo de
veiculo e anticorpo G1 foram semelhantes. A mesma tendéncia foi observada em ou-
tros dias, quando um ligeiro decréscimo na DBP (variando de 2,62-3,5 mmHg) ocorreu

no primeiro intervalo medido, com algumas mudangas de magnitude similares vistas
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esporadicamente nos dias 7-10 no intervalo de horas 7-22. Semelhante ao que foi
visto pela DBP, pequenas diminuigdes na frequéncia cardiaca foram vistas durante a
primeira avaliacdo (horas 1-4) em relagado ao tratamento do veiculo. As diferengas
eram indetectaveis durante as avaliagcdes intermediarias e foram mais uma vez vistas
entre as horas 18-22 em todos os dias.

[00451] Além disso, no que diz respeito a resultados de ECG, nao houve al-
teragdes estatisticamente significativas no intervalo QTc em qualquer ponto de tempo,
em relacdo ao tratamento com veiculo. Embora as mudancas estatisticamente signifi-
cativas na RR, PR, RS e QT foram vistos ao longo do periodo de 14 dias, quando
comparado com o veiculo, todos eles foram menores em valor absoluto.

Estudo de segurancga de dose repetida

[00452] O estudo de seguranca de dose repetida incluiu 48 adultos, pareados
por sexo (6 por sexo por grupo) de macacos cinomolgos anticorpos G1-naive (Prima-
tas Charles River). Os animais receberam veiculo ou anticorpo G1 como uma injegao
intravenosa, uma vez por semana durante 14 semanas em doses de 10 mg/kg, 100
mg/kg ou 300 mg/kg. Em cada grupo, dois animais de cada sexo foram deixados re-
cuperar durante um adicional de 4 meses apos o fim da dosagem.

Medigbes deECG e pressao arterial foram registradas uma vez durante a fase
de pré-estudo, duas vezes depois que estado estavel foi alcangado (antes da dosa-
gem e 4 horas apos a dose no dia 85) e uma vez ~ 1 semana apoés o fim da dosagem
(dia 103 da fase de recuperacgdo). Os animais foram anestesiados com cetamina e
ECGs foram gravados utilizando oito derivagdes. Medi¢cdo de ECGs (incluindo a fre-
quéncia cardiaca) foi feita com os dados capturados utilizando o sistema de Life Sci-
ence Suite Ponemah Physiology Platform via DSI, utilizando derivagdes |, Il, aVF,
CG4RL e CVA4LL, como padrao. A correcao da frequéncia cardiaca para o intervalo
QT (QTc) foi calculada utilizando a formula Bazett.

[00453] A pressao sanguinea foi registrada antes da primeira dose, apés 12
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semanas de dosagem (13 doses) e, aproximadamente, 1 semana apoés o fim da do-
sagem. Nenhuma alteragéo significativa foi notada na SBP ou DBP em qualquer dos
grupos de animais tratados em relagéo aos animais tratados com veiculo. Frequéncias
cardiacas médias do grupo eram relativamente consistentes nos grupos de dose e
pontos de tempo medidos, sem diferengas estatisticas medidas. As concentragdes
plasmaticas de anticorpo G1 foram medidas durante a primeira semana de adminis-
tracdo e, no momento das avaliagbes da pressao sanguinea e do ECG, demonstrando
acumulagado com dosagem semanal repetida.

[00454] Além disso, com relagdo ao ECG, ndo houve diferengas significativas
no intervalo QT em todas as doses e intervalos de tempo. Além disso, nenhuma mu-
danca significativa ou relevante no ECG foi observada para qualquer um dos parame-
tros do ECG avaliados ao longo do estudo.

[00455] Em suma, o anticorpo G1 foi muito bem tolerado em ambos os estu-
dos, sem alteragdes clinicamente significativas observadas em qualquer parametro
hemodinamico, nem quaisquer alteracdes relevantes observadas em qualquer para-
metro ECG. Em macacos cinomolgos, parametros cardiovasculares e hemodinamicos
nao parecem ser afetados pela inibicdo de longo prazo de CGRP com anticorpo G1.

[00456] Entende-se que os exemplos e modalidades aqui descritos sdo ape-
nas para fins ilustrativos, e que varias modificacdes ou alteracdes na luz vao ser su-
geridas para pessoas versadas na técnica e devem ser incluidas dentro do sentido e
do alcance deste pedido. Todas as publicagcdes, patentes e pedidos de patente aqui
sao incorporados por referéncia em sua totalidade, para todos os propdsitos, na
mesma medida como se cada publicacao individual ou pedido de patente fosse espe-
cificamente e individualmente indicado para ser incorporado por referéncia.

Depésito de Material biolégico

[00457] Os seguintes materiais foram depositados com a American Type Cul-

ture Collection, 10801 University Boulevard, Manassas, Virginia 20110-2209, USA
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(ATCC):
Material Anticorpo No. ATCC Acesso Data de Deposito:
No.
pDb.CGRP.hFcGl | Cadeia pesada G1 PTA-6867 15 de julho de 2005
pEb.CGRP.hKGI Cadeia leve G1 PTA-6866 15 de julho de 2005

[00458] Vetor pEb.CGRP.hKGI é um polinucleotideo que codifica para a re-
gido variavel de cadeia leve de G1 e a regidao constante de cadeia leve kappa; e o
vetor pDb.CGRP.hFcGl é um polinucleotideo que codifica a cadeia pesada da regiao
variavel e a regido constante G1 a cadeia pesada de IgG2 contendo as seguintes
mutagdes: A330P331 a S330S331 (humeragdo de aminoacidos com referéncia a se-
quéncia de IgG2 do tipo selvagem; ver Eur. J. Immunol. (1999) 29:2613-2624).

[00459] Estes depositos foram feitos sob as disposi¢cdes do Tratado de Bu-
dapeste sobre o Reconhecimento Internacional do Depédsito de Microrganismos para
Efeitos do Procedimento em Matéria de Patentes e seus Regulamentos (Tratado de
Budapeste). Isto assegura a manutencao de uma cultura viavel do depdsito durante
30 anos a partir da data do depdsito. O depédsito sera disponibilizado pela ATCC sob
os termos do Tratado de Budapeste, e individuo a um acordo entre Rinat Neurosci-
ence Corp e a ATCC, que assegura a disponibilidade permanente e ndo restrita da
progénie da cultura do depdsito ao publico apds concessao da patente US pertinente
ou apos aberta ao publico de qualquer pedido de patente estrangeira ou U.S., o que
ocorrer primeiro, e assegura a disponibilidade da progénie a alguém determinado pelo
Comissario de Patentes e Marcas Comerciais dos EUA de ter direito aos mesmos de
acordo com USC 35 Secédo 122 e as regras do Comissario nos termos da mesma
(incluindo CFR 37 Secgéo 1,14 com particular referéncia para 886 OG 638).

[00460] O cessionario do presente pedido concordou que se uma cultura dos
materiais depositados vier a morrer ou se perder ou for destruida quando cultivada

sob condicbes adequadas, os materiais serdo prontamente substituidos apds
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notificacdo, com outro do mesmo. A disponibilidade do material depositado n&o deve
ser interpretada como uma licenca para a pratica da invengcdo em contravencao dos
direitos concedidos sob a autoridade de qualquer governo de acordo com as suas leis
de patentes.

[00461] Sequéncias de Anticorpos

[00462] Regido variavel da sequéncia de aminoacidos de cadeia pesada G1
(SEQ ID NO:1)

[00463] EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYWISWVRQAPGKG
LEWVAEIRSESDASATHYAEAVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCLAY
FDYGLAIQNYWGQGTLVTVSS

[00464] Regiao variavel de sequéncia de aminoacidos de cadeia leve G1
(SEQ ID NO: 2)

[00465] EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCKASKRVTTYVSWYQQKPGQAPR
LLIYGASNRYLGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCSQSYNYPYTFGQGT
KLEIK

[00466] G1 CDR H1 (CDR estendido) (SEQ ID NO:3)

[00467] GFTFSNYWIS

[00468] G1 CDR H2 (CDR estendido) (SEQ ID NO:4)

[00469] EIRSESDASATHYAEAVKG

[00470] G1 CDR H3 (SEQ ID NO:5)

[00471] YFDYGLAIQNY

[00472] G1 CDR L1 (SEQ ID NO:6)

[00473] KASKRVTTYVS

[00474] G1 CDR L2 (SEQ ID NO:7)

[00475] GASNRYL

[00476] G1 CDR L3 (SEQ ID NO:8)

[00477] SQSYNYPYT
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[00478] Regiao variavel de sequéncia de nucleotideos de cadeia pesada G1
(SEQ ID NO:9)

[00479] gaagttcagctggttgaatccggtggtggtetggticagecaggtggttcectgegtetg-
tcctgegcetgcettccggtttcacctictccaactactggatctcetgggttcgtcaggcetectggtaaaggtctggaatgggt
tgctgaaatccgtticcgaatccgacgcegtccgcetacccattacgctgaagcetgttaaagg-
tcgtttcaccatctcccgtgacaacgctaagaactccectgtacctgcagatgaactcectgegtgctgaagacaccgcet
gtttactactgcctggcttactttgactacggtctggctatccagaactactggggtcaggg-
taccctggttaccgtttcctcc

[00480] Regiao variavel de sequéncia de nucleotideos de cadeia leve G1
(SEQ ID NO:10)

[00481] gaaatcgttctgacccagtcceeggcetacectgteectgtccccaggtgaacgtgctac-
cctgtcctgcaaagcttccaaacgggttaccacctacgtttcctggtaccagcagaaacccggtcaggctcectcgtctg
ctgatctacggtgcttccaaccgttacctcggtatcccagctcegtttctccggttceggtt-
ccggtaccgacttcaccctgaccatctcctccctggaacccgaagacttcgcetgtttactactgcagtcagtcctacaact
acccctacaccttcggtcagggtaccaaactggaaatcaaa

[00482] Sequéncia de aminoacidos de anticorpos completa de cadeia pesada
G1 (incluindo 19G2 modificada tal como aqui descrito) (SEQ ID NO: 11)

[00483] EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAASGFTFSNYWISWVRQAPGKG
LEWVAEIRSESDASATHYAEAVKGRFTISRDNAKNSLYLQMNSLRAEDTAVYYCLAY
FDYGLAIQNYWGQGTLVTVSSASTKGPSVFPLAPCSRSTSESTAALGCLVKDYFPE
PVTVSWNSGALTSGVHTFPAVLQSSGLYSLSSVVTVPSSNFGTQTYTCNVDHKPSN
TKVDKTVERKCCVECPPCPAPPVAGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVVVDVSH
EDPEVQFNWYVDGVEVHNAKTKPREEQFNSTFRVVSVLTVVHQDWLNGKEYKCK
VSNKGLPSSIEKTISKTKGQPREPQVYTLPPSREEMTKNQVSLTCLVKGFYPSDIAV
EWESNGQPENNYKTTPPMLDSDGSFFLYSKLTVDKSRWQQGNVFSCSVMHEALH
NHYTQKSLSLSPGK

[00484] Sequéncia de aminoacidos de anticorpos completa de cadeia leve
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G1(SEQ ID NO:12)

[00485] EIVLTQSPATLSLSPGERATLSCKASKRVTTYVSWYQQKPGQAPR
LLIYGASNRYLGIPARFSGSGSGTDFTLTISSLEPEDFAVYYCSQSYNYPYTFGQGT
KLEIKRTVAAPSVFIFPPSDEQLKSGTASVVCLLNNFYPREAKVQWKVDNALQSGNS
QESVTEQDSKDSTYSLSSTLTLSKADYEKHKVYACEVTHQGLSSPVTKSFNRGEC

[00486] Sequéncia de nucleotideos de anticorpos completa de cadeia pesada
G1 (incluindo 19G2 modificada tal como aqui descrito) (SEQ ID NO: 13)

[00487] gaagttcagctggttgaatccggtggtggtetggticagecaggtggttcectgegtetg-
tcctgegcetgcettccggtttcacctictccaactactggatctcetgggttcgtcaggcetectggtaaaggtctggaatgggt
tgctgaaatccgtticcgaatccgacgcegtccgcetacccattacgctgaagcetgttaaagg-
tcgtttcaccatctcccgtgacaacgctaagaactccctgtacctgcagatgaactcectgegtgctgaagacaccgcet
gtttactactgcctggcttactttgactacggtctggctatccagaactactggggtcaggg-
taccctggttaccgtttcctccgectccaccaagggceccatctgtcttcccactggecccatgctcccgcagceacctecg
agagcacagccgccctgggcetgectggtcaaggactacttcccagaacctgtgaccgtg-
tcctggaactctggegcetctgaccagcggcegtgcacaccttcccagetgtectgcagtectcaggtctctactcectcag
cagcgtggtgaccgtgccatccagcaacttcggcacccagacctacacctgcaacgtagat-
cacaagccaagcaacaccaaggtcgacaagaccgtggagagaaagtgttgtgtggagtgtccaccttgtccagccc
ctccagtggccggaccatccgtgttectgttccctccaaagccaaaggacac-
cctgatgatctccagaaccccagaggtgacctgtgtggtggtggacgtgtcccacgaggacccagaggtgcagttca
actggtatgtggacggagtggaggtgcacaacgccaagaccaagccaagagaggagcagtt-
caactccaccttcagagtggtgagcgtgctgaccgtggtgcaccaggactggctgaacggaaaggagtataagtgta
aggtgtccaacaagggactgccatccagcatcgagaagaccatctccaagaccaagggacag-
ccaagagagccacaggtgtataccctgcccccatccagagaggagatgaccaagaaccaggtgtccctgacctgte
tggtgaagggattctatccatccgacatcgccgtggagtgggagtccaacggacagcca-
gagaacaactataagaccacccctccaatgctggactccgacggatccttcttcctgtaticcaagctgaccgtggaca
agtccagatggcagcagggaaacgtgttctcttgttccgtgatgcacgaggccctgcacaac-

cactatacccagaagagcctgtccctgtctccaggaaagtaa
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[00488] Sequéncia de nucleotideos de anticorpos completa de cadeia leve
G1 (SEQ ID NO: 14)

[00489] gaaatcgttctgacccagtcceeggcetacectgteectgtccccaggtgaacgtgcetac-
cctgtcctgcaaagcttccaaacgggttaccacctacgtttcctggtaccagcagaaacccggtcaggctcectcgtctg
ctgatctacggtgcttccaaccgttacctcggtatcccagctcegtttctccggttceggtt-
ccggtaccgacttcaccctgaccatctcctccctggaacccgaagacttcgcetgtttactactgcagtcagtcctacaact
acccctacaccttcggtcagggtaccaaactggaaatcaaacgcactgtggctgcac-
catctgtcttcatcttccctccatctgatgagcagttgaaatccggaactgcctcetgttgtgtgectgctgaataacttctatce
gcgcgaggccaaagtacagtggaaggtggataacgccctccaatccggtaactcccagga-
gagtgtcacagagcaggacagcaaggacagcacctacagcctcagcagcaccctgaccctgagcaaagcagac
tacgagaaacacaaagtctacgcctgcgaagtcacccatcagggcctgagttctccagtca-
caaagagcttcaaccgcggtgagtgctaa

[00490] Comparacgdo de sequéncia de aminoacidos de humano e rato CGRP
(a-CGRP humano (SEQ ID NO:15); B-CGRP humano (SEQ ID NO:43); a-CGRP rato
(SEQ ID NO:41); e B-CGRP rato (SEQ ID NO:44)):

[00491] NH2-ACDTATCVTHRLAGLLSRSGGVVKNNFVPTNVGSKAF-
CONH2 (a-CGRP humano)

[00492] NH2-ACNTATCVTHRLAGLLSRSGGMVKSNFVPTNVGSKAF-
CONH2 (B-CGRP humano)

[00493] NH2-SCNTATCVTHRLAGLLSRSGGVVKDNFVPTNVGSEAF-
CONH2 (a-CGRP rato)

[00494] NH2-SCNTATCVTHRLAGLLSRSGGVVKDNFVPTNVGSKAF-
CONH2 (B-CGRP rato)

[00495] Sequéncia de aminoacidos de regido variavel LCVR17 de cadeia
leve (SEQ ID NO:58)

[00496] DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIDNYLNWYQQKPGKAPK
LLIYYTSEYHSGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCQQGDALPPTFGQGT
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KLEIK

[00497] Sequéncia de aminoacidos de regido variavel HCVR22 de cadeia pe-
sada (SEQ ID NO:59)

[00498] QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFGNYWMQWVRQAPG
QGLEWMGAIYEGTGDTRYIQKFAGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAR
LSDYVSGFSYWGQGTLVTVSS

[00499] Sequéncia de aminoacidos de regido variavel LCVR18 de cadeia leve
(SEQ ID NO:60)

[00500] DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIDNYLNWYQQKPGKAPK
LLIYYTSEYHSGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCQQGDALPPTFGQGT
KLEIK

[00501] Sequéncia de aminoacidos de regido variavel HCVR23 de cadeia pe-
sada (SEQ ID NO:61)

[00502] QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFGNYWMQWVRQAPG
QGLEWMGAIYEGTGKTVYIQKFAGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAR
LSDYVSGFSYWGQGTLVTVSS

[00503] Sequéncia de aminoacidos de regido variavel de cadeia leve LCVR19
(SEQ ID NO:62)

[00504] DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASKDISKYLNWYQQKPGKAPK
LLIYYTSGYHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQGDALPPTFGGGT
KVEIK

[00505] Sequéncia de aminoacidos de regido variavel HCVR24 de cadeia pe-
sada (SEQ ID NO:63)

[00506] QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFGNYWMQWVRQAPG
QGLEWMGAIYEGTGKTVYIQKFADRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARL
SDYVSGFGYWGQGTTVTVSS

[00507] Sequéncia de aminoacidos de regido variavel LCVR20 de cadeia leve
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(SEQ ID NO:64)

[00508] DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASRPIDKYLNWYQQKPGKAPK
LLIYYTSEYHSGVPSRFSGSGSGTDFTFTISSLQPEDIATYYCQQGDALPPTFGQGT
KLEIK

[00509] Sequéncia de aminoacidos de regido variavel HCVR25 de cadeia pe-
sada (SEQ ID NO:65)

[00510] QVQLVQSGAEVKKPGASVKVSCKASGYTFGNYWMQWVRQAPG
QGLEWMGAIYEGTGKTVYIQKFAGRVTMTRDTSTSTVYMELSSLRSEDTAVYYCAR
LSDYVSGFGYWGQGTLVTVSS

[00511] Sequéncia de aminoacidos de regido variavel LCVR21 de cadeia leve
(SEQ ID NO:66)

[00512] DIQMTQSPSSLSASVGDRVTITCRASQDIDKYLNWYQQKPGKAPK
LLIYYTSGYHSGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDFATYYCQQGDALPPTFGGGT
KVEIK

[00513] Sequéncia de aminoacidos de regido variavel de cadeia pesada
HCVR26 (SEQ ID NO:67)

[00514] QVQLVQSGAEVKKPGSSVKVSCKASGYTFGNYWMQWVRQAPG
QGLEWMGAIYEGTGKTVYIQKFAGRVTITADKSTSTAYMELSSLRSEDTAVYYCARL
SDYVSGFGYWGQGTTVTVSS

[00515] Sequéncia de aminoacidos de regido variavel LCVR27 de cadeia leve
(SEQ ID NO:68)

[00516] QVLTQSPSSLSASVGDRVTINCQASQSVYHNTYLAWYQQKPGKV
PKQLIYDASTLASGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCLGSYDCTNGDCF
VFGGGTKVEIKR

[00517] Sequéncia de aminoacidos de regido variavel HCVR28 de cadeia pe-
sada (SEQ ID NO:69)

[00518] EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGIDLSGYYMNWVRQAPGK
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GLEWVGVIGINGATYYASWAKGRFTISRDNSKTTVYLQMNSLRAEDTAVYFCARGD
IWGQGTLVTVSS

[00519] Sequéncia de aminoacidos de regido variavel LCVR29 de cadeia leve
(SEQ ID NO:70)

[00520] QVLTQSPSSLSASVGDRVTINCQASQSVYDNNYLAWYQQKPGKV
PKQLIYSTSTLASGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCLGSYDCSSGDCF
VFGGGTKVEIKR

[00521] Sequéncia de aminoacidos de regido variavel HCVR30 de cadeia pe-
sada (SEQ ID NO:71)

[00522] EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGLDLSSYYMQWVRQAPGK
GLEWVGVIGINDNTYYASWAKGRFTISRDNSKTTVYLQMNSLRAEDTAVYFCARGD
IWGQGTLVTVSS

[00523] Sequéncia de aminoacidos de regido variavel LCVR31 de cadeia leve
(SEQ ID NO:72)

[00524] QVLTQSPSSLSASVGDRVTINCQASQSVYDNNYLAWYQQKPGKV
PKQLIYSTSTLASGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCLGSYDCSSGDCF
VFGGGTKVEIKR

[00525] Sequéncia de aminoacidos de regido variavel HCVR32 de cadeia pe-
sada (SEQ ID NO:73)

[00526] EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGLDLSSYYMQWVRQAPGK
GLEWVGVIGINDNTYYASWAKGRFTISRDNSKTTVYLQMNSLRAEDTAVYFCARGD
IWGQGTLVTVSS

[00527] Sequéncia de aminoacidos de regido variavel LCVR33 de cadeia leve
(SEQ ID NO:74)

[00528] QVLTQTPSPVSAAVGSTVTINCQASQSVYHNTYLAWYQQKPGQP
PKQLIYDASTLASGVPSRFSGSGSGTQFTLTISGVQCNDAAAYYCLGSYDCTNGDC
FVFGGGTEVVVKR
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[00529] Sequéncia de aminoacidos de regido variavel HCVR34 de cadeia
pesada (SEQ ID NO:75)

[00530] QSLEESGGRLVTPGTPLTLTCSVSGIDLSGYYMNWVRQAPGKGL
EWIGVIGINGATYYASWAKGRFTISKTSSTTVDLKMTSLTTEDTATYFCARGDIWGP
GTLVTVSS

[00531] Sequéncia de aminoacidos de regido variavel LCVR35 de cadeia leve
(SEQ ID NO:76)

[00532] QVLTQSPSSLSASVGDRVTINCQASQSVYHNTYLAWYQQKPGKV
PKQLIYDASTLASGVPSRFSGSGSGTDFTLTISSLQPEDVATYYCLGSYDCTNGDCF
VFGGGTKVEIKR

[00533] Sequéncia de aminoacidos de regido variavel HCVR36 de cadeia
pesada (SEQ ID NO:77)

[00534] EVQLVESGGGLVQPGGSLRLSCAVSGIDLSGYYMNWVRQAPGK
GLEWVGVIGINGATYYASWAKGRFTISRDNSKTTVYLQMNSLRAEDTAVYFCARGD
IWGQGTLVTVSS

[00535] Sequéncia de aminoacidos de regido variavel LCVR37 de cadeia leve
(SEQ ID NO:78)

[00536] QSVLTQPPSVSAAPGQKVTISCSGSSSNIGNNYVSWYQQLPGTAP
KLLIYDNNKRPSGIPDRFSGSKSGTSTTLGITGLQTGDEADYYCGTWDSRLSAVVFG
GGTKLTVL

[00537] Sequéncia de aminoacidos de regido variavel HCVR38 de cadeia pe-
sada (SEQ ID NO:79)

[00538] QVQLVESGGGVVQPGRSLRLSCAASGFTFSSFGMHWVRQAPGK
GLEWVAVISFDGSIKYSVDSVKGRFTISRDNSKNTLFLQMNSLRAEDTAVYYCARDR
LNYYDSSGYYHYKYYGMAVWGQGTTVTVSS
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REIVINDICACOES

1. Composigao para o tratamento ou reducido da incidéncia de enxaqueca
em um individuo CARACTERIZADA pelo fato de que compreende um anticorpo
monoclonal que inibe a via do peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP)
a uma concentragéo de 150 mg/mL,

em que o anticorpo monoclonal compreende uma CDR H1 como
apresentada na SEQ ID: 3; uma CDR H2 como apresentada na SEQ ID NO: 4; uma
CDR H3 como apresentada na SEQ ID NO: 5; uma CDR L1 como apresentada na
SEQ ID NO: 6; uma CDR L2 como apresentada na SEQ ID NO: 7; e uma CDR L3
como apresentada na SEQ ID NO: 8.

2. Composicao, de acordo com a reivindicagdao 1, CARACTERIZADA pelo
fato de que a composicado € uma formulagcédo subcutanea ou intravenosa.

3. Composicao, de acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZADA pelo
fato de que a referida composigcéo esta contida em uma seringa pré-preenchida em
um volume de menos do que 2 mL.

4. Composicao, de acordo com a reivindicagcado 3, CARACTERIZADA pelo
fato de que a referida composigcéo esta contida em uma seringa pré-preenchida em
um volume de 1,5 mL.

5. Composicéo, de acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZADA pelo
fato de que compreende o anticorpo monoclonal a uma concentragao de 225 mg/1,5
mL.

6. Composicdo, de acordo com a reivindicagdao 1, CARACTERIZADA pelo
fato de que a enxaqueca é enxaqueca crénica.

7. Composicao, de acordo com a reivindicagdao 1, CARACTERIZADA pelo
fato de que a enxaqueca € enxaqueca episodica.

8. Composicao, de acordo com a reivindicagao 1, CARACTERIZADA pelo

fato de que o anticorpo monoclonal € humano ou humanizado.
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Figura 2A
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Figura 2B

12000
11000 wE
10000

9000

8000

7000

6000 B

50000"

40000 -

30000" -
33000- — _“ﬁ

000" v
. po = L.

Sem Ab 7D11 4901
25mg/kg IP 25mg/kg IP

AUC

Peticao 870200109075, de 28/08/2020, pag. 231/252



4/23

Figura 3
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Figura 4A
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Figura 4B
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Figura §
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Figura6
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Figura: 7
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Figura 8A
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Figura 8B
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Figura 8C
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Figura 9
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Figura 10
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Figura 11A
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Figura 11B
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