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DESCRIGAO

“POLIPEPTIDOS DE FUSAO QUE CONTEM O IGF-1 E UTILIZAGOES
TERAPEUTICAS DESSES POLIPEPTIDOS”

ANTECEDENTES DA INVENQAO

Campo da Invengéo

A presente descricdo diz respeito aos polipéptidos
factor 1 de crescimento andlogo a insulina [(IGF1l) insulin-
-like growth factor 1] e factor 2 de crescimento andlogo a
insulina [ (IGF2) insulin-1ike growth factor 2], processos de
producdo desses polipéptidos, e métodos terapéuticos para a

administracdo desses polipéptidos.

Descrigdo da Arte Relacionada

Os factores de crescimento andlogos a insulina (IGFs)
constituem uma familia de proteinas que possuem propriedades
andlogas as da insulina e estimuladoras do crescimento. Os
IGFs mostram homologia estrutural similar a da pré-insulina e
provocam efeitos Dbioldgicos semelhantes. O IGFI humano
(também conhecido por somatomedina C) € um péptido badsico com
70 aminocacidos (pI 8,4) que compreende as sequéncias das
proteinas e do DNA apresentadas na SEQ ID NOs: 1-2, e
apresenta uma homologia de 43% com a pré-insulina
(Rinderknecht et al. (1978) J. Biol Chem 253:2769-2776). O
IGF2 humano €& um péptido basico com 67 aminodcidos que
compreende as sequéncias das proteinas e do DNA apresentadas
na SEQ ID NOs: 3-4. As proteinas de ligacdo especificas de
alto peso molecular que revelam capacidade de ligacéao

realmente elevada ao IGFl e ao IGF2 actuam como proteinas de



transporte ou como moduladores das funcdes do IGF1l (Holly et

al. (1989) J. Endocrinol. 122:611-618).

Os IGFl e IGF2 e suas variantes tém-se utilizado para
tratar seres humanos que sofrem de deficiéncia de hormona do
crescimento, perda de tecidos (“tissue wasting”) incluindo
queimaduras, traumatismo esquelético, infeccao, cancro,
fibrose quistica, distrofia muscular de Duchenne, distrofia
de Becker, distrofia autossémica recessiva, polimiosite, bem
como miopatias e SIDA (Patente de invencdo norte—americana N¢

5 622 932).

O ambito da presente invencdo ¢ definido pelas
reivindicacdes e qualquer informacdo que ndo seja abrangida
por essas reivindicagdes € fornecida apenas para fins

informativos.

RESUMO DA INVENGAO

Descrita(o)s na presente invencao encontram-se
composicgdes e processos que permitem dispensar moléculas de
variantes de IGFl1 e de 1IGF2 a um paciente que delas
necessite. Mais especificamente descritos na presente
invencdo encontram-se polipéptidos de fusdo gque compreendem
variantes terapéuticas de IGF1l ou de IGF2 ou seus analogos
fundidos em um componente de fusdo (F). A presente invencéao
fornece uma proteina de fusdo, que compreende: (a) pelo menos
um componente polipeptidico variante do IGFl; e (b) um
componente de fusdo que compreende o dominio Fc da IgG
humana; em qgue o componente variante do IGF €& uma proteina
IGF-1 humana de SEQ ID NO:1 compreendendo: (i) uma delecdo de
aminodcidos nas posigdes 1-3, 37 e 68-70 (A1-3, A37, A68-70)

ou (ii) uma delecéd&o de aminodcidos nas posicdes 1-3, 37 e 65-



-70 (A1-3, A37, A65-70). Os polipéptidos de fusdo da presente
invencdo sé&o capazes de permanecer activos sob o ponto de
vista terapéutico e disponiveis durante um periodo de tempo
maior do que a molécula que ocorre naturalmente e resistirem
a desactivacdo através de uma proteina de ligacdo ao IGF. Os
polipéptidos de fusdo da presente invengdo podem também
utilizar-se em diversos ensaios de diagnéstico e de

progndéstico in vitro e in vivo.

Também descrito na presente invencdo apresenta-se um
polipéptido de fusdo IGF1l, que compreende (a) pelo menos um
componente variante do IGF1l, (b) um componente de fusédo (F),
e facultativamente, (c¢) uma sequéncia de sinal, em gque o
componente variante do IGF é a proteina humana do IGF1l de SEQ
ID NO:1 gque compreende (i) uma modificacdo do C-terminal
escolhida no grupo constituido por delecdo de 3 a 6
aminoacidos, por exemplo, 68-70 (A68-70), A67-70, A66-70,
A65-70, delecédo de Lys68 (A68), substituicdo do aminodcido 68
por um outro aminodcido, delecdo dos aminocdcidos 65 a 70
(A65-70), delecdo de Lys65 (ABD), e substituicao do
aminodcido 65 por um outro aminodcido; (ii) uma modificacéo
do N-terminal escolhida no grupo constituido por delecédo dos
aminodcidos 1 a 3 (Al-3) e substituicdo de Glu3 por um
aminodcido diferente, e/ou (iii) uma modificacdo em Arg36
e/ou Arg37 escolhida no grupo constituido por delecdo de
Arg36 (A36), delecao de Arg 37 (A37), substituicdo de Arg36
por um aminodcido diferente, ©por exemplo, Arg36Ala, e
substituicdo de Arg37 por um aminodcido diferente, por
exemplo, Arg37Ala. Em uma forma de realizacdo especifica, a
proteina de fusdo que comporta IGF1l apresenta uma delecdo dos
aminodcidos 1 a 3 e de Arg37 (2D-IGFl-Fc) (A1-3, AArg37). Em

uma outra forma de realizacdo especifica, a proteina de fuséao



que comporta IGF1l apresenta uma delecdo de aminodcidos 1 a 3,
Arg37 e aminodcidos 68 a 70 (3D-IGF1-FC) (A1-3, AArg37, A68-
-70) .

A presente invencdo descreve igualmente um polipéptido
de fusado que comporta IGF2, que compreende (a) pelo menos um
componente variante do IGF2, (b) um componente de fusao (F),
e facultativamente, (c) uma sequéncia de sinal, em qgue o
componente variante do IGF €& a proteina humana do IGF2 de SEQ
ID NO:3 que compreende (i) uma modificacdo do C-terminal
escolhida no grupo constituido por delecd&o de 3 aminoéacidos,
por exemplo, 65-67 (A65-67), delecdao de Lys65 (A6d), e
substituicdo do aminocdcido 65 por um outro aminodcido; (ii)
uma modificacdo do N-terminal escolhida no grupo constituido
pela delecgdo dos aminodcidos 1 a 6 (Al-6) e substituicgdo da
Glu6 por um aminodcido diferente, e/ou (iii) uma modificacéo
em Arg37 e/ou Arg38 escolhida no grupo constituido pela
delecao da Arg37 (A37), delecéo da Arg 38 (A38), substituicéao
da Arg37 por um aminodcido diferente, por exemplo, Arg37Ala,
e substituicdo da Arg38 por um aminocdcido diferente, por

exemplo, Arg38Ala.

O componente de fusdo (F) descrito na presente invencéo
¢ um qualquer componente que intensifica a funcionalidade do
polipéptido de fusd&o. Assim, por exemplo, um F pode potenciar
a actividade bioldgica do polipéptido de fusdo, ajudar na sua
producéao e/ou no seu restabelecimento (recovery), ou
intensificar uma propriedade farmacoldgica ou o perfil
farmacocinético do polipéptido de fusdo mediante, por
exemplo, o aumento da sua semivida sérica, penetrabilidade
nos tecidos, auséncia de imunogenicidade, ou estabilidade. O
componente de fusdo pode permitir ao componente variante do

IGF evitar as proteinas de ligacdo ao soro que podem



sequestrar o IGF em um compartimento menos activo sob o ponto

de vista bioldgico.

Em aspectos preferidos descritos na presente invengédo, F
¢ um componente de multimerizacdo do grupo constituido por
(i) uma sequéncia de aminodcidos entre 1 e cerca de 500
aminodcidos de comprimento, que compreende facultativamente
pelo menos um resto de cisteina, (ii) um ziper de leucina
(“leucine zipper”), (iii) um motivo helix—-loop (“helix loop
motif”), (iv) um motivo coiled-coil (“coil-coil motif"”), e
(v) um dominio de imunoglobulina. O componente de fusdo pode
incluir um dominio derivado de uma imunoglobulina, por
exemplo, IgG, IgM ou IgA humana. Em formas de realizacéo
especificas, escolhe-se o dominio derivado da imunoglobulina
no grupo constituido pelo dominio Fc e a cadeia pesada da
IgG. O dominio Fc da IgG pode escolher-se entre o0s isotipos
IgGl, IgG2, IgG3, e IgG4, assim como qualquer alotipo dentro

de cada grupo de isotipos.

Descrito ainda na presente invencdo encontra-se um
polipéptido de fusd&o que comporta o IGFl, gque consiste em (1)
um componente variante do IGF1l que inclui a proteina do IGF1
humano de SEQ ID NO:1 que compreende a delecao dos
aminodcidos 1 a 3 (Al1-3 ou delGPE), delecdo da Arg36 (A36), e
uma delecdo de 3 a 6 aminodcidos no C-terminal (A68-70), (ii)
um dominio Fc¢ de uma IgG, e facultativamente, (iii) uma

sequéncia de sinal.

Um outro aspecto descrito na presente invencao
representa um polipéptido de fusdo qgque comporta IGF2, dgue
consiste em (i) um componente variante do IGF2 que inclui a
proteina humana IGF2 de SEQ ID NO:3 que compreende a delecédo

dos aminoé&cidos 1 a 6 (Al-6 ou delAYRPSE), a delecéd&o da Arg37



(A37), e uma delecdo de 3 aminodcidos no C-terminal (A65-67),
(ii) um dominio Fc de uma IgG, e facultativamente, (iii) uma

sequéncia de sinal.

Em outros aspectos descritos na presente invencao, o
componente de fusdo (F) é um ligando de “targeting” (condugdao
até ao alvo), ou um seu derivado ou fragmento, capaz de se
ligar especificamente a uma proteina pré-selecionada da
superficie celular, administrando assim o mencionado IGF1l ou
IGF2 a uma célula-alvo, por exemplo, uma célula muscular. Em
formas de realizacdo especificas, o componente de “targeting”
¢ o ligando MuSK, ou um fragmento do ligando MuSK capaz de se
ligar ao receptor do ligando MuSK. Em formas de realizacéo
especificas, o ligando especifico de MuSK é uma agrina ou um
seu fragmento ou derivado capaz de se ligar a MuSK, ou um
anticorpo anti-MuSK ou um seu fragmento ou derivado,
incluindo, por exemplo, um scFv. Em outras formas de
realizagdo especificas, o ligando de “targeting” ao muasculo
do polipéptido de fusé&o de “targeting” ao musculo compreende
trés ou mais dominios extracelulares de proteinas caderinas
como caderinas musculares (M-caderina), ou seus derivados ou
fragmentos, capazes de se ligarem especificamente a células
musculares ou outras células que expressem caderinas
musculares homofilicas. Em uma forma de realizacéao
especifica, o ligando de “targeting” ao musculo é constituido
essencialmente pelos trés (3) ou quatro (4) primeiros

dominios extracelulares dos N-terminais da M-caderina.

Em outros aspectos descritos na presente invencao, o
componente de fusdo (F) de acordo com a presente invencao é
um outro composto activo, que pode ser qualquer agente que se
deseje administrar em um local pré-seleccionado para fins

terapéuticos. O agente activo ou terapéutico é um ligando



para um segundo receptor da superficie celular, e é capaz de
se ligar e de activar um segundo receptor. O agente activo ou
terapéutico é um agente capaz de bloguear a actividade de um
outro agente gue estd activo na célula-alvo. O agente activo
ou terapéutico é escolhido no grupo constituido por IL-15,
miotrofina, urocortina, urocortina II, um IGFl ou IGF2
natural ou mutante, insulina, o pré-dominio de miostatina,
hGH, proliferina, folistatina, FSTL1, e FLRG, e seus

fragmentos activos sob o ponto de vista bioldgico.

O polipéptido ou polipéptido de fusdo da presente
invencéo pode ainda codificar facultativamente um
constituinte sequéncia de sinal (SS). Quando uma SS faz parte
do polipéptido, pode utilizar-se qualguer SS conhecida na
arte, incluindo sequéncias sintéticas ou naturais
provenientes de qualgquer fonte, por exemplo, de uma proteina
segregada ou ligada a membrana. Geralmente, uma sequéncia de
sinal €& colocada no inicio ou amino-terminal do polipéptido

de fusao da presente invencao.

Os componentes dos polipéptidos de fusdo da presente
invengcdo podem ligar-se directamente uns aos outros ou
ligarem-se através de uma ou mais sequéncias espacadoras. Em
uma forma de realizacao preferida, os componentes fundem-se
directamente uns com os outros. Em uma outra forma de
realizacdo preferida, os componentes unem-se com um espacador
de 1 a 200 aminoacido(s). Para ligar os componentes
polipeptidicos pode utilizar-se qualquer espacador conhecido
na arte. Uma sequéncia espacadora pode também incluir uma
sequéncia utilizada para aumentar a expressdo do polipéptido
de fusdo, preparar sitios de restricdo, permitir que o0s
dominios dos componentes formem estruturas tercidrias e

quaternarias perfeitas e/ou melhorar a interacgdo de um



componente com o seu receptor. Em uma forma de realizacdo, o
polipéptido de fusdo da presente invencdo compreende uma ou
mais sequéncias peptidicas entre um ou mais componente(s) que

consiste (consistem) entre 1 a 25 aminoacido(s).

Os componentes dos polipéptidos de fusdo da presente
invencdo podem dispor-se em diversas configuragbes e podem
incluir mais do qgue um polipéptido wvariante do IGF, por
exemplo, IGF-F; IGF-IGF-F; IGF-F-IGF; F-IGF; F-IGF-IGF, etc.
No entanto, quando F representa uma Fc, essa Fc deve ocorrer
no C-terminal do polipéptido de fusdo. Da mesma forma, em
fusdes que compreendem um segundo componente activo, como
hormona do crescimento humana (hGH), a configuracdo deve ser

variante do IGF-hGH.

Em um segundo aspecto, a presente invencdo exibe um
dcido nucleico que codifica um polipéptido de fusdo de acordo

com a presente invencéo.

Em um terceiro aspecto, a presente invencdo exibe um
vector que compreende uma molécula de 4acido nucleico de
acordo com a presente invencdo. Em outros quarto e gquinto
aspectos, a presente invencéao engloba vectores que
compreendem moléculas de &cidos nucleicos de acordo com a
presente invencgao, incluindo vectores de expressao que
compreendem as moléculas dos &acidos nucleicos ligados de um
modo eficiente a uma sequéncia de controle de expressao, e
sistemas hospedeiro-vector para a producgdo de um polipéptido
de fusdo que inclui o vector de expressdao, em uma célula
hospedeira adequada; sistemas hospedeiro-vector em que a
célula hospedeira adequada ¢, sem limitacdo, uma célula
bacteriana, de levedura, de insecto, ou de mamifero. Exemplos

de células adequadas incluem células de E. coli, B. subtilis,



BHK, COS e CHO. Além disso sao englobados polipéptidos de
fusdo da presente invencao modificados por acetilacdo ou
PEGuilacdo. Na arte conhecem-se bem processos para acetilacéo

ou PEGuilacdo de uma proteina.

Em um sexto aspecto relacionado, a presente invencéo
apresenta um processo de producdo de um polipéptido de fuséao
de acordo com a presente invencdo, gque consiste em cultivar
uma célula hospedeira transfectada com um vector que
compreende uma molécula de &cido nucleico de acordo com a
presente invencao, sob condig¢des adequadas para a expressao
da proteina proveniente da célula hospedeira, e recuperacdo

do polipéptido assim produzido.

Em um sétimo aspecto, a presente invencdo proporciona
uma proteina de fusdo de acordo com a mesma invencdo para
utilizacdo em um método de tratamento do corpo humano ou de
outro animal. A presente invencdo fornece ainda uma proteina
de fusdo para utilizagdo em um método terapéutico para o
tratamento de uma doenca ou afeccdo escolhida entre atrofia
muscular, nanismo, infarto do miocardio, osteoporose,
fraqueza ou fragilidade relacionada com a idade, sarcopénia,
uma doenca ou afeccdo que implique perda de massa corporal,
caquéxia, insuficiéncia cardiaca congestiva, talassémia,
diabetes, hiperglicémia e anemia, ou para o tratamento de um
paciente em risco de desenvolver essa doenca ou afeccgao. A
presente invencdo fornece adicionalmente a utilizacd&o de uma
proteina de fusdo de acordo <com a mesma invengdo na
fabricacdo de um medicamento para o tratamento de uma doenca
ou afeccédo escolhida entre atrofia muscular, nanismo, infarto
do miocéardio, osteoporose, fraqueza ou fragilidade
relacionada com a idade, sarcopénia, uma doenca ou afeccgdo

que implique perda de massa corporal, caquéxia, insuficiéncia
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cardiaca congestiva, talassémia, diabetes, hiperglicémia e
anemia, ou para o tratamento de um paciente em risco de
desenvolver essa doenca ou afeccdo. Na presente invencgao
descrevem-se também métodos terapéuticos para o tratamento de
uma doenca ou afeccdao, que consistem em administrar uma
quantidade eficaz sob o ponto de vista terapéutico da
proteina de fusdo que comporta um IGF de acordo com a
presente invencdo a um paciente que dela necessite, ou a um
paciente em risco de desenvolver essa doenca ou afeccgao.
Quando a doenca ou afeccado é muscular, como atrofia, o método
terapéutico descrito na presente invencdo consiste na
administracdo de uma quantidade eficaz sob o ponto de vista
terapéutico de uma proteina de fusdo gque comporta um IGF de
acordo com a presente invencdo a um paciente que dela
necessite, em que a doenca ou afeccdo relacionada com o0s
musculos melhora ou é inibida. A afeccdo ou doenca tratada
relacionada com os musculos pode ter origem em uma série de
fontes, incluindo, ©por exemplo: desnervagcao; neuropatia
metabélica ou inflamatdria, degenerativa; atrofias musculares
espinhais infantis e Jjuvenis; neuropatia motora auto-imunita-
ria; em doencas crénicas, incluindo caquéxia resultante de
cancro, SIDA, Jejum ou rabdomidlise; e em sindromes de
distrofia muscular como a de Duchenne. Os métodos
terapéuticos descritos na presente invencdo sdo uUteis para
tratar qualquer afeccdo que seja consequéncia de uma
deficiéncia de um IGF ou que possa melhorar através de niveis
crescentes de um IGF, incluindo nanismo e doenca cardiaca,
por exemplo, melhor sobrevivéncia dos tecidos cardiacos apds

infarto do miocérdio.

Assim, em um oitavo aspecto, a presente invencéao
apresenta composicdes farmacéuticas gque compreendem uma

proteina de fusdo de acordo com a presente invencdo com um
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veiculo aceitdvel sob o ponto de wvista farmacéutico. As
composicbes farmacéuticas descritas na presente invencéo
podem incluir proteinas de fusdo ou acidos nucleicos que as
codificam, juntamente com um veiculo aceitdvel sob o ponto de

vista farmacéutico.

Outros objectivos e outras vantagens tornar-se-ao
evidentes a partir de uma revisdo da seguinte descricéo

detalhada.

BREVE DESCRIQAO DAS FIGURAS

A Fig. 1 representa um grafico que mostra a concentracdo
sérica da variante 2D-IGF1l-Fc (d) ou 3D-IGF1l-Fc (M) do IGF1
em murganhos CD-1 as 0, 24, 48, 72, 96, 120, 144 e 168 horas

(n = 5 por grupo) (Média + SEM).

DESCRIGCAO DETALHADA

Quando wutilizadas nesta descrigcdo detalhada e nas
reivindicag¢des anexas, as formas singulares “um”, “uma” (“a”,
“an”) e “o”, “a” (“the”) incluem referéncias plurais a menos
que o contexto claramente imponha de outro modo. Assim por
exemplo, referéncias a “um método” incluem um(a) ou mais
processo(s), e/ou fase(s) do tipo descrito na presente
invencdo e/ou que se tornardo evidentes para os peritos na
especialidade apdés a leitura dessa descricdo e assim por

diante.

Salvo indicacdo em contrdrio, todos os termos técnicos e
cientificos wutilizados na presente invencgdo apresentam o
mesmo significado como cemunmente entendido por qualqgquer

perito experiente na arte a qual pertence a presente
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invencdo. Embora se possam utilizar na prdtica ou em ensaios
da presente invencdo quaisquer métodos e materiais similares
ou equivalentes aos descritos na mesma invencdo, os métodos e

materiais preferidos descrevem-se seguidamente.

Descrigdo Geral

A presente descricdo engloba polipéptidos de fusédo e
dcidos nucleicos que os codificam que compreendem um ou mais
componente (s) variante(s) do IGF e um componente de fuséo
(F), gque pode incluir um componente de multimerizacao, um
componente de “targeting”, e/ou um ou malis agente(s)

activo(s) ou terapéutico(s) adicional (ais).

Definigdes

Os fragmentos ou derivados “activos sob o ponto de vista
biolégico” de um componente dos polipéptidos de fusdo de
acordo com a presente invencdo englobam qualgquer molécula que
ocorra naturalmente, ou seus mutantes ou derivados capazes de
obter o efeito desejado no sitio alvo. Por exemplo, descritas
na presente invencdo encontram-se variantes do IGF1l, que
apresentam propriedades melhoradas quanto a actividade e
estabilidade. A presente invencdo prevé a utilizacdo de um
mutante ou derivado de moléculas do IGF1l descritas na
presente 1invencdo que sao capazes de se ligarem ao receptor
do IGF1l. Um fragmento “activo sob o ponto de vista bioldgico”
de derivados de qualquer componente de “targeting” (conducgéao
até ao alvo) é uma gualquer porcdo ou um seu mutante capaz de
se ligar a célula alvo. Assim, por exemplo, guando o ligando
de “targeting” ¢é a agrina, um fragmento ou derivado activo
sob o ponto de vista bioldgico €& qualquer porcdo ou mutante

da agrina capaz de se ligar ao receptor MuSK.
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O termo “tratamento” (“treatment”/“treating”), e termos
similares utilizam-se na presente invencdo geralmente com a
intencdo de obter o efeito farmacoldgico e/ou fisioldgico
desejado. O efeito pode ser profildctico, em termos de total
ou parcialmente prevenir uma doencga, afeccao, ou  seus
sintomas, e/ou pode ser terapéutico em termos de uma cura
parcial ou total de uma doenga ou afecgdo e/ou efeitos
adversos atribuiveis a doenca ou afeccao. 0 termo
“tratamento” quando wutilizado na presente invencao cobre
qualgquer tratamento de uma doenca ou afeccdo de um mamifero,
especialmente do homem, e inclui: (a) a prevencado da doenga
ou afeccédo ocorrer em um paciente com predisposicido para essa
doenca ou afeccdo mas que ainda nao foi diagnosticada; (b) a
inibicdo da doenca ou afeccgado, ou seja, o controlo do seu
desenvolvimento, ou (c) o alivio da doenca ou afeccdo, ou
seja, a 1inducdo da regressadao da doenca ou afecgcao. A
populacdao de pacientes tratados da doenca pelo processo
inclui pacientes que sofrem da afeccdo ou doenca indesejavel,
assim como pacientes em risco de desenvolver a afecgcdo ou

doenca.

A expressdo “dose eficaz sob o ponto de vista
terapéutico” significa a dose que produz o efeito desejado
para o qual a mesma se administra. A dose exacta dependerd da
finalidade do tratamento, e serd estabelecida por qualqguer
perito experiente na arte utilizando técnicas conhecidas
(ver, por exemplo, Lloyd (1999) The Art, Science and

Technology of Pharmaceutical Compounding) .

Quando utilizado na presente invencdo, o termo “afeccéo
ou doenca” (“condition” / “disease”) engloba geralmente uma
afeccéo de um hospedeiro mamifero, especialmente do

hospedeiro homem, a qual €& indesejdvel e/ou prejudicial para
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esse hospedeiro. Assim, o) tratamento de uma afeccéao
relacionada com o0s musculos utilizando um polipéptido de
fuséao que especificamente tem como alvo 0S musculos
esqueléticos englobard o tratamento de um mamifero, em
especial, de um humano, gque apresenta sintomas que reflectem
activacdo diminuida dos receptores musculares alvo, ou gue se
espera que apresentem tais niveis reduzidos em resposta a uma
doenca, afeccdo ou tratamento. O tratamento de uma afeccdo ou
doenca relacionada com os musculos engloba o tratamento de um
paciente humano em gque aumentando a activacdo de um receptor
muscular alvo com o polipéptido de fusdo especifico da
presente invencéao resulta a melhoria de um sintoma
indesejdvel gerado pela afeccdo ou doenca relacionada com o0s
musculos. Quando utilizada na presente invencdo, a expresséo
“afeccdo relacionada com os musculos” inclui também uma
afeccdo na qual é desejavel alterar, ou transitoriamente, ou
a longo prazo, a activagcadao de um receptor muscular alvo

especifico.

Componente Variante do IGFl ou do IGF2

O primeiro componente dos polipéptidos descritos na
presente invencdo € uma variante do IGF1l ou IGF2 (“wariante
do IGF”). No caso do IGF1l, tais variantes compreendem o IGF1
humano maduro (SEQ ID NO:1) incluindo as seguintes
modificagdes: (i) uma delecdo de 3 a 6 aminodcidos no C-ter-
minal, por exemplo, Lys65 a Ala70; (ii) uma modificacé&o no N-
-terminal escolhida no grupo constituido por delecdo dos
aminodcidos 1 a 3 e substituicdo de Glu3 por um aminoédcido
diferente, como uma alanina, valina, histidina ou arginina,
por exemplo, Glu3Arg ou Glu3Ala, e/ou (iii) uma modificacdo
em Arg36 e/ou Arg37 escolhida no grupo constituido por

delecdo de Arg36, delecdo de Arg 37, substituicdo de Arg36
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por um aminodcido diferente, ©por exemplo, Arg36Ala, e
substituicdo de Arg37 por um aminodcido diferente, por

exemplo, Arg37Ala.

No caso do IGF2, tais variantes incluem a proteina IGF2
humana de SEQ ID NO:3 que compreende (i) uma modificacdo do
C-terminal escolhida no grupo constituido por delecdo de 3
aminodcidos, por exemplo, 65 a 67 (A65-67), delecdo de Lys65
(ABS), e substituicdo do aminodcido 65 por um outro
aminodcido; (ii) uma modificacdo do N-terminal escolhida no
grupo constituido por delecgdo dos aminocdcidos 1 a 6 (Al-6) e
substituicdo de Glu6é por um aminodcido diferente, como
alanina, wvalina, histidina ou arginina, por exemplo Glub6Arg
ou GlubAla; e/ou (iii) uma modificacdo em Arg37 e/ou Arg38
escolhida no grupo constituido por delecdo de Arg37 (A37),
delecao de Arg 38 (A38), substituicdo de Arg37 por um
aminodcido diferente, por exemplo, Arg37Ala, e substituicéo

de Arg38 por um aminodcido diferente, por exemplo, Arg38Ala.

Tais modificagbdes impedem a clivagem do componente de
fusdo na variante do IGF1l ou do IGF2, aumentando assim a sua

estabilidade e semivida.

Componente Ligando de “Targeting” (condugdo até ao alvo)

Em alguns aspectos, o) componente de fuséo dos
polipéptidos de fusdo descritos na presente invencdo é um
ligando de “targeting” (conducdo até ao alvo). Um ligando de
“targeting” é uma molécula, por exemplo, uma proteina ou um
seu fragmento que se liga especificamente com alta afinidade
a um alvo em uma célula pré-selecionada, tal como uma
proteina de superficie como, por exemplo, um receptor que

estd presente em um grau muito maior no alvo celular
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previamente seleccionado do que em qualquer outro tecido do
COorpo. Por exemplo, conforme descrito nas Patentes de
invencdo norte-americanas 5 814 478 e 6 413 740, o receptor
MuSK ¢é altamente especifico do musculo. Assim, o ligando
agrina cognato, bem como as suas porgdes de ligacdao ao MuSK
constituem um exemplo de um ligando “targeting” util como um
componente de fusdo nos polipéptidos de fusdo descritos na
presente invencdo. Um outro exemplo de um ligando de
“targeting” €& um grupo de dominios de caderina provenientes
de uma caderina humana. Assim, os dominios da caderina humana
provenientes de, por exemplo, caderina muscular humana podem
utilizar-se na “targeting” (conducdo até ao alvo) de
polipéptidos de fusdo descritos na presente invengdo para
atingir (“"to target”) células musculares. O componente
ligando de “targeting” dos polipéptidos de fusdo descritos na
presente invencdo podem incluir wum ligando que o©ocorra
naturalmente ou obtido por técnicas de engenharia genética,
ou um seu fragmento, capaz de se ligar a uma célula alvo

previamente seleccionada.

Em um outro aspecto descrito na presente invencdo, o
componente ligando de “targeting” dos polipéptidos de fuséao
de “targeting” consiste em pelo menos trés, quatro ou cinco
dominios de caderina muscular (M-caderina), ou seus derivados
ou fragmentos, <capazes de se ligarem especificamente a
células alvo que expressam caderinas homofilicas. (Shimoyama
et al. (1998) J. Biol. Chem. 273 (1l6): 10011-10018; Shibata
et al. (1997) J. Biol. Chem. 272(8):5236-5270). Em um outro
aspecto, o polipéptido de fusdo descrito compreende pelo
menos trés dominios de caderina do dominio extracelular da M-
—caderina humana (ou seus fragmentos ou derivados activos sob

0 ponto de vista bioldgico que sejam capazes de se ligarem a
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M-caderina homofilica), fundida ao componente variante do

IGF1.

Outros exemplos de ligandos de “targeting” incluem
também, mas sem caracter limitativo, anticorpos e seus
fragmentos (“portions”) que se ligam a uma proteina
previamente seleccionada da superficie de células com alta
afinidade. Por “alta afinidade” entende-se uma constante de
equilibrio de dissociacdo de pelo menos 107" molar, conforme
determinado por processos de ensaio conhecidos na arte, por
exemplo andlise BiaCore. Em um aspecto, o componente ligando
de “targeting” dos polipéptidos de fusdo de “targeting”
descritos na presente invencdo podem incluir também um ou
mais dominios de ligacdo as imunoglobulinas isolados de
anticorpos gerados contra uma proteina de superficie
escolhida especifica de um tecido ou um receptor alvo
especifico de um tecido. O termo “imunoglobulina ou
anticorpo” quando utilizado na presente invencdo refere-se a
um polipéptido de um mamifero, incluindo o homem, que
compreende uma regido de “framework” (ou regido de esqueleto)
proveniente de um gene de imunoglobulina ou de seus
fragmentos que se ligam especificamente e reconhecem um
antigénio, que, no caso da presente invencdo, € uma proteina
de superficie especifica de um tecido, um receptor especifico
de um tecido alvo, ou uma sua fracgcdo. Se utilizarmos o
polipéptido de fusdo de “targeting” como uma terapéutica em
mamiferos, as regides de ligacdo as imunoglobulinas devem ter
origem nas correspondentes imunoglobulinas de mamiferos. Se o
polipéptido de fusédo de “targeting” se destina a utilizacéo
ndo terapéutica, como para diagnéstico e ensaios ELISA, as
regides de ligacdo as imunoglobulinas podem derivar do homem
ou de mamiferos ndo humanos, como murganhos. Os genes ou

fragmentos de genes humanos de imunoglobulinas incluem as



18

regides constantes kapa, lambda, alfa, gama, delta, épsilon,
e mu, bem como uma miriade de genes de regides varidveis de
imunoglobulinas. As cadeias leves classificam—-se como kapa ou
lambda. As cadeias pesadas classificam-se como gamma, mu,
alfa, delta, ou épsilon, que por sua vez definem as classes
de imunoglobulinas, IgG, IgM, IgA, IgD, e IgE,
respectivamente. Dentro de <cada <classe de IgG, existem
diferentes isotipos (por exemplo, IgGl, IgG2, etc.). De um
modo caracteristico, a regido de ligacdo ao antigénio de um
anticorpo sera a mais crucial na determinacao da

especificidade e da afinidade de ligacgao.

Uma unidade estrutural de imunoglobulina (anticorpo)
exemplificativa da IgG humana compreende um tetramero. Cada
tetrdmero ¢é composto por dois pares idénticos de cadeias
polipeptidicas, possuindo cada par uma cadeia leve (cerca de
25 kD) e uma cadeia pesada (cerca de 50-70 kD). O N-terminal
de cada cadeia define uma regido varidvel de cerca de 100 a
110 ou mais aminodcidos responsdvel principalmente pelo
reconhecimento do antigénio. As expressdes “cadeia leve
varidvel” (Vy) e “cadeia pesada variéavel” (Vy) referem-se a

essas cadelas, leve e pesada, respectivamente.

Anticorpos existem como 1munoglobulinas intactas, ou
como uma série de fragmentos bem caracterizados produzidos
pela digestdo com diversas peptidases. Por exemplo, a pepsina
digere um anticorpo a seguir as ligacdes dissulfureto na
regido charneira (“hinge region”) para produzir F(ab)’,, um
dimero do Fab gue em si mesmo é uma cadeia leve unida a Vy—Cy
por uma ligacgdo dissulfureto. O dimero F(ab)’, pode reduzir-
-se sob condicdes suaves para quebrar a ligacdo dissulfureto
na regido charneira, convertendo assim o dimero F(ab)’,; em um

mondmero Fab’. O mondmero Fab’ & essencialmente Fab com parte
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da regiao charneira. Enquanto diversos fragmentos de
anticorpos sdo definidos em termos da digestdo de um
anticorpo intacto, qualgquer perito reconhecerd dque tais
fragmentos podem ser sintetizados de novo ou quimicamente ou
utilizando metodologia de DNA recombinante. Assim, o0s termos
imunoglobulina ou anticorpo, quando utilizados na presente
invencéo, incluem também fragmentos de anticorpos quer
produzidos pela modificacdo de anticorpos completos, quer oS
sintetizados de novo utilizando metodologias de DNA
recombinante (por exemplo, fragmento Fv de cadeia simples)
(scFv)) ou os identificados utilizando bibliotecas a partir
das quais se realiza a técnica Phage Display [ver, por
exemplo, McCafferty et al. (1990) Nature 348:552-554]. Além
disso, o©os polipéptidos de fusdo descritos na presente
invencdo incluem as regibes varidveis da cadeia pesada (Vy)
ou leve (Vi) das imunoglobulinas, bem como proteinas de
superficie especificas de tecidos e seus fragmentos
(“portions”) que se ligam aos receptores alvo. Reiter, et al.
(1999) J. Mol. Biol. 290:685-698 descrevem processos para a

produgdo dessas regides varidveis.

Os ©processos para a preparagcao de anticorpos séao
conhecidos na arte. Ver, por exemplo, Kohler & Milstein
(1975) Nature 256:495-497; Harlow & Lane (1988) Antibodies: a
Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Lab., Cold Spring
Harbor, NY). Os genes que codificam as cadeias pesadas e
leves de um anticorpo de interesse podem ser clonados a
partir de uma célula, por exemplo, o0s genes que codificam um
anticorpo monoclonal podem ser clonados a partir de um
hibridoma e utilizados para produzir um anticorpo monoclonal
recombinante. As bibliotecas de genes que codificam cadeias
pesadas e leves de anticorpos monoclonais podem também

preparar-se a partir de hibridomas ou de células plasmaticas.
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Associacdes aleatdérias dos produtos genéticos ou génicos
(“gene products”) de cadeias leves e pesadas geram um grande
conjunto de anticorpos com diferente especificidade
antigénica. Técnicas para a producdo de anticorpos de cadeia
simples ou de anticorpos recombinantes (Patente de invencéo
norte—-americana N¢ 4 946 778; Patente de invencdo norte-—-ame-
ricana N¢ 4 816 567) podem adaptar-se para produzir
anticorpos utilizados nos polipéptidos de fusdo e processos
de acordo com a presente invencdo. Para expressar anticorpos
humanos ou humanizados podem utilizar-se também murganhos
transgénicos, ou outros organismos como outros mamiferos.
Alternativamente, pode utilizar-se a tecnologia “phage
display” para identificar anticorpos, fragmentos de
anticorpos, tais como dominios varidveis, e fragmentos Fab
heteroméricos que se ligam especificamente aos antigénios

escolhidos.

Utilizando diversos processos conhecidos na arte pode
proceder-se a identificacdo e seleccdo de imunoglobulinas
preferidas (anticorpos). A identificacdo inicial destinada a
presenca de anticorpos monoclonais especificos para um
receptor especifico de tecidos ou alvo pode processar-se
através da wutilizacdo de processos baseados em ELISA ou
“phage display”, por exemplo. Uma identificacdo secundéaria
processa-se preferencialmente para identificar e seleccionar
um anticorpo monoclonal desejado para utilizacéo na
construcdo dos polipéptidos de fusdo especificos de tecidos
de acordo com a presente invencdo. Uma identificacgao
secundaria pode realizar-se utilizando qualguer processo
adequado conhecido na arte. Um processo preferido, denominado
“Biosensor Modification—-Assisted Profiling” (“BiaMAP")
(Publicacéao da Patente de invencgao norte—-americana

2004/101920), permite réapida identificacdo de anticorpos
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monoclonais produtores de clones de hibridomas com
caracteristicas desejadas. Mais especificamente, 0s
anticorpos monoclonais classificam—-se em diferentes grupos
relacionados com epitopos com base na avaliacao de

interacc¢des anticorpo:antigénio.

Agente Activo ou Terapéutico

Em algumas formas de realizacdao, o componente de fuséo
(F) dos polipéptidos da presente invencdo compreende um
segundo agente activo ou terapéutico ou um seu mutante ou
derivado, ou seja, uma molécula capaz de exercer um efeito
desejado quando libertada no sitio alvo pré-seleccionado, por
exemplo, uma célula ou um tecido. Agentes activos ou
terapéuticos incluem, mas sem caracter limitativo, pequenas
moléculas, hormonas, factores de crescimento, agentes
bioldégicos terapéuticos, anticorpos de activacdo e seus
fragmentos, e anticorpos de bloqueio e seus fragmentos, que
sdo capazes de exercer um efeito desejdvel apds libertacdo em

uma célula ou um tecido alvo.

Em formas de realizacéd&o especificas em que o polipéptido
de fusdo é dirigido para células ou um tecido muscular, esse
polipéptido de fusdo compreende um segundo agente activo ou
terapéutico que actua sobre células musculares. Tais agentes
incluem, embora sem caracter limitativo, insulina, IL-15,
miotrofina, urocortina, wurocortina II, um prdé-péptido da
miostatina humana, um IGF1l ou IGF2 natural ou mutante, hGH,
proliferina, folistatina, FSTL1l, e FLRG, ou seus mutantes,
derivados ou fragmentos que exercem actividade sob o ponto de
vista bioldgico. Além disso, o agente activo ou terapéutico
pode incluir um anticorpo de bloqueio ou um seu derivado

activo sob o ponto de vista bioldégico, gque blogqueia, por



22

exemplo, a miostatina, receptores das activinas, receptores
da BMP tipo 1, receptores do TNF, receptores da IL-1,
receptores ALK3 e receptores ALK4. Alternativamente, o agente
activo ou terapéutico pode incluir um anticorpo de activacéo
que activa, por exemplo, receptores do IFGl, receptores

adrenérgicos B2 ou o complexo receptor IL-15.

Componente de multimerizagao

Em formas de realizacldo especificas, o componente de
fusdo (F) dos polipéptidos de fusdo descritos na presente
invengdo compreende um componente de multimerizacdo. Um
componente de multimerizacao inclui qualquer sequéncia
natural ou sintética capaz de 1interagir com um outro
componente de multimerizacdo para formar uma estrutura de
ordem superior, por exemplo, um dimero, um trimero, etc.. O
componente de multimerizacdo pode escolher-se no grupo
constituido por uma sequéncia de aminodcidos entre 1 e cerca
de 500 aminocdcidos de comprimento, um =ziper de leucina
(“eucine <zipper”), um motivo helix loop (“helix loop
motif”), e um motivo coiled-coil (“coil-coil motif”). Quando
o0 componente de multimerizacdo compreende uma sequéncia de
aminodcidos entre 1 e cerca de 500 aminodcidos de
comprimento, a sequéncia pode conter um ou mais restos de
cisteina capazes de formarem uma ligacdo dissulfureto com um
resto de cisteina correspondente em um outro polipéptido de
fusdo que compreende um componente de multimerizacdo com um
ou mais restos de cisteina. Em algumas formas de realizacéo,
o componente de multimerizacdo compreende um dominio derivado
de uma imunoglobulina de, por exemplo, IgG, IgM ou IgA
humana, ou dominios compardveis de imunoglobulinas de outros
animais, incluindo, mas ndo limitado a, murganhos. Em formas

de realizacéo especificas, o dominio derivado de
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imunoglobulinas pode escolher-se no grupo constituido pela
regido constante da IgG, o dominio Fc da IgG, uma proteina
Fc, e a cadeia pesada da IgG. 0O dominio Fc da IgG pode
escolher-se entre os isotipos IgGl, IgG2, IgG3, e IgG4, bem

como qualguer alotipo dentro de cada grupo de isotipos.

Espacadores Constituintes

Os componentes dos polipéptidos de fusdo de “targeting”
da presente invencdo podem unir-se directamente uns aos
outros ou unir-se através de espacadores. O termo “espacador”
ou “ligando ou ligante” significa uma ou mais molécula(s),
por exemplo, 4&cidos nucleicos ou aminoadcidos Aacidos, ou
radicais nédo peptidicos, tais como o polietilenoglicol, gue
pode inserir-se entre um ou mais dominio(s) constituinte(s).
Por exemplo, para facilidade da manipulacido podem utilizar-se
sequéncias espacadoras para estabelecer um sitio de restricéo
entre componentes. Um espacador pode também estabelecer-se
para intensificar a expressdo do polipéptido de fusdo a
partir de uma célula hospedeira, reduzir o impedimento
estérico de tal forma que o componente pode assumir a sua
estrutura tercidria ou quaternadria Odptima e/ou interagir

adequadamente com a sua molécula alvo.

Uma sequéncia espacadora pode incluir um ou mais
aminodcido(s) naturalmente unido(s) a um componente receptor,
ou pode representar uma sequéncia suplementar utilizada para
intensificar a expressdo da proteina de fus&o, estabelecer
especificamente sitios desejados de interesse, permitir
dominios constituintes para formar bptimas estruturas
terciarias e/ou para intensificar a 1interacgdo de um
componente com a sua molécula alvo. Em wuma forma de

realizacdo, o espacador compreende uma ou mais sequéncia(s)
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peptidica(s) entre um ou mais componente(s) gque ocorre (m)
entre 1 e 100 aminocdcido(s), de preferéncia 1 a 25. Em uma
forma de realizacdo especifica, o espacador € uma sequéncia
de trés aminodcidos; mais especificamente, uma sequencia de

trés aminodcidos de Gly Gly Pro.

Construgdo e Expressdo de Acidos Nucleicos

Componentes individuais dos polipéptidos de fusdo da
presente descricdo podem produzir-se a partir de moléculas de
dcidos nucleicos utilizando processos bioldgicos moleculares
conhecidos na arte. O &cido nucleico de SEQ ID NO:2 ou SEQ ID
NO:4 com as delecdes ou mutacdes apropriadas podem utilizar-
—-se para preparar as variantes do IGF1 ou do IGF2 descritas
na presente invencgdo. Tais moléculas de acidos nucleicos séao
inseridas em um vector que ¢é capaz de expressar 0s
polipéptidos de fusdo quando introduzido em uma célula
hospedeira apropriada. Células hospedeiras adequadas incluem,
embora sem cardacter limitativo, células de Dbactérias,
leveduras, insectos e mamiferos. Qualquer um dos processos
que o0s peritos na arte conhecem para a insercao de fragmentos
de DNA em um vector pode utilizar-se para construir vectores
de expressdao que codificam os polipéptidos de fusdo da
presente invencdo sob controlo de sinais de controlo de
transcricdo/translacdo. Esses processos podem incluir in
vitro técnicas de DNA recombinante e técnicas de sintese e
recombinag¢des in vivo (Veja Sambrook et al. Molecular

Cloning, A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory,

Current Protocols in Molecular Biology, Eds. Ausubel, et al.

Greene Publ. Assoc., Wiley-Interscience, NY).

A  expressdo das moléculas de 4cidos nucleicos da

presente invencdo pode ser regulada por uma segunda sequéncia
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de acidos nucleicos de modo que a molécula € expressa em um
hospedeiro transformado com a molécula de DNA recombinante.
Por exemplo, a expressdo das moléculas de &cido nucleico da
presente invencdo pode controlar-se por um qualquer elemento
promotor/amplificador (“promoter/enhancer element’”) conhecido
na arte. Promotores que se podem utilizar para controlar a
expressdo das moléculas dos polipéptido de fusédo incluem,
embora sem caréacter limitativo, a repetigdo terminal longa
conforme descrita em Squinto et al. (1991) Cell 65:1-20; a
regido promotora inicial SVv40, o promotor CMV, o promotor da
repetigdo terminal M-MuLV5’ incluido na repeticdo terminal
longa 3' do virus do sarcoma Rous, o promotor de virus herpes
para timidina gquinase, as sequéncias reguladoras do gene da
metalotionina; vectores de expressdo procaridticos como o
promotor da lactamase, ou o promotor tac (ver também “Useful

proteins from recombinant bacteria” em Scientific American

(1980) 242:74-94); elementos promotores de leveduras ou
fungos, como o promotor Gal 4, o promotor ADH [(alcohol
dehydrogenase) dlcool-desidrogenase], o) promotor PGK

[ (phosphoglycerol quinase) fosfoglicerol quinase], o promotor
para fosfatase alcalina e regides de controlo transcricional
especificas de tecidos provenientes de o gene I da elastase,
0 gene da insulina, o gene de uma imunoglobulina, o virus de
tumor mamdrio de murganho, o gene da albumina, o gene da o-
—-fetoproteina, o gene da o«al-antitripsina, o gene da B-globi-
na, o gene da proteina basica mielina, o gene da cadeia leve
2 da miosina, e o gene da hormona libertadora da

gonadotrofina.

As construcdes de acidos nucleicos da presente invencéo
sdo inseridas em um vector de expressao ou um vector viral
por processos conhecidos na arte, em que a molécula de acido

nucleico se liga sob o) ponto de vista funcional
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(“operatively”) a uma sequéncia de controlo de expressao.
Apresenta-se também um sistema hospedeiro-vector para a
producgédo de um polipéptido de fusdo especifico de tecidos de
acordo com a presente invencao, que compreende o vector de
expressao da presente invencédo, que foi introduzido em uma
célula hospedeira apropriada para a expressdo do polipéptido
de fusdo. A célula hospedeira adequada pode ser uma célula
bacteriana como de E. coli, uma célula de levedura, como de
Pichia pastoris, uma célula de insecto, como Spodoptera
frugiperda, ou uma célula de mamifero, como uma célula COS,

CHO, 293, BHK ou NSO.

A presente invencdo compreende ainda processos para a
producdo de polipéptidos de fusdo de acordo com a presente
invengdo mediante a cultura de células transformadas com um
vector de expressao em condicdes que permitem a producdo de
polipéptidos de fusé&o especificos de tecidos e recuperacgdo
dos polipéptidos de fusdo assim produzidos. As células podem
também ser transduzidas com um virus recombinante que
compreende a construgdo do &cido nucleico de acordo com a

presente invencéao.

Os polipéptidos de fusdo podem purificar-se por qualquer
técnica, que permita a subsequente formacdo de um polipéptido
estavel. Por exemplo, e nadao de um modo limitativo, os
polipéptidos de fusdo podem recuperar-se a partir de células
ou como polipéptidos soluveis ou como corpos de inclusédo, a
partir dos guais se podem  extrair quantitativamente
utilizando cloridrato de guanidinio 8M e didlise. A fim de se
purificar mais os polipéptiidos de fusédo, pode utilizar-se
cromatografia de troca iénica convencional, cromatografia de
interaccdo hidrofdbica, cromatografia de fase inversa ou

filtracdo sobre gel. 0s polipéptidos de fusdo podem também
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recuperar-se a partir de meios condicionados apds secrecdo

das células eucaridéticas ou procaridticas.

Processos Terapéuticos

A presente descricdo proporciona ainda o desenvolvimento
de polipéptidos de fusdo do IGF descritos na mesma invencgao
como uma terapéutica para o tratamento de pacientes que
sofrem de disturbios que podem melhorar com a dispensa de
IGF1 ou de 1IGF2, por exemplo, uma situacdo causada ou
agravada por deficiéncia de um IGF. Por exemplo, uma
diminuicdo da massa muscular, ou atrofia, estd associada a
diversos estados fisioldgicos e patoldgicos. Por exemplo, a
atrofia muscular pode resultar de desnervacgcao devido a
traumatismo nervoso, neuropatia degenerativa, metabdlica ou
inflamatdria, por exemplo, sindrome de Guillain-Barré;
neuropatia periférica; ou lesdo nervosa induzida por toxinas
ambientais ou farmacos. A atrofia muscular também pode provir
da desnervacao devido a uma neuropatia motora incluindo, por
exemplo, uma doenga do neurdénio motor no adulto, como a
Esclerose Lateral Amiotrdéfica (ALS, ou doenca de Lou Gehrig);
atrofias musculares espinais infantis e Jjuvenis; e neuropatia
motora auto-imunitdria com bloqueio de conducdo multifocal. A
atrofia muscular também pode surgir de uma doencga crénica
resultante de, por exemplo, paralisia devido a acidente
vascular cerebral ou a lesdo da medula espinal; imobilizacéo
do esqueleto devido a trauma, como, por exemplo, fractura,
lesdo de ligamentos ou de tendbes, entorse ou luxacao; ou
repouso prolongado no leito. Stress metabdlico ou
insuficiéncia nutricional, gque pode também originar atrofia
muscular, inclui a cagquéxia do <cancro e outras doencas
crénicas incluindo a  SIDA, jejum ou rabdomidlise, e

distiarbios enddcrinos tais como disturbios da glandula
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tirdide e diabetes. A atrofia muscular pode também provir de
sindromes de distrofia muscular como a de Duchenne, Becker,
mioténica, fascio-escapulo-humeral, Emery-Dreifuss, oculo-fa-
ringea, escapulo-humeral, do tipo cinturas (cintura pélvica e
escapular) (“"1imb girdle”), e de tipos congénitos, bem como a
distrofia conhecida como Miopatia Distal Hereditéria. A
atrofia muscular pode também ser devida a uma miopatia
congénita, como hipotonia congénita benigna, doenca do nucleo
central, miopatia nemalinica e miopatia miotubular
(centronuclear). A atrofia muscular ocorre também durante o
processo de envelhecimento. A atrofia muscular em diversos
estados patoldégicos estd associada a protedlise intensificada

e producédo reduzida de proteinas musculares.

Os polipéptidos de fusdo que comportam os IGFl e IGF2
descritos na presente invencdo sdo igualmente Uteis em
doencas associadas a uma deficiéncia de um IGF, tal como o
nanismo. Ainda mais, tem-se demonstrado que os IGFs melhoram
a sobrevivéncia das células do musculo cardiaco apds um
episdédio como um infarto do miocdrdio, pelo que 0s
polipéptidos de fusdo da presente invencdo sdo uUteis em um

paciente que foi afectado por um evento dessa natureza.

A capacidade dos polipéptidos de fusdo que comportam um
IGF para evitar o grande numero de proteinas que se ligam a
esses IGFs presentes em um mamifero torna-os uteis sob o
ponto de vista terapéutico para tratar de um modo eficiente
afeccdes que podem beneficiar de um nivel crescente de IGFs,
como a recuperacdo de afeccgbdes promotoras de atrofia,
situacdes em que a massa muscular esquelética foi
decrescendo, ou situacgdes em qgque a hipertrofia muscular &
desejavel, como durante a recuperacdo de imobilizacéo,

envelhecimento, cancro, etc..
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Porque o0s receptores dos IGFs se expressam amplamente,
as moléculas de fusdo que comportam IGF em gque o componente
de fusdo ¢é um componente de multimerizacgdo como Fc ou um
outro componente activo podem ainda utilizar-se em estruturas
além do muasculo. Por exemplo, IGF1l e IGF2 tém demonstrado
serem factores de crescimento désseo, e portanto um IGF1-Fc ou
IGF2-Fc ou uma fusdo do IGFl ou do IGFZ com a hormona de
crescimento poderia ser Util no tratamento de osteoporose ou
de outra perda ou fraqueza {éssea, incluindo fraqueza
relacionada com a idade, fragilidade ou sarcopénia. As
moléculas ndo alvejadas podem também ser uUteis em contextos
de uma geral perda de massa corporal - como na cagquéxia. A
caquéxia ¢é uma afeccdo que induz perda de massa corporal,
incluindo, embora sem cardcter limitativo, a massa muscular.
Cendrios de caquéxia incluem caquéxia induzida por cancro,
caquéxia induzida por SIDA, caquéxia induzida por sepsia,
caquéxia induzida por insuficiéncia renal, e insuficiéncia
cardiaca congestiva. H& igualmente lentid&do no crescimento em
muitas situacdes, incluindo talassémia, o gue determina baixa
estatura. A baixa estatura em geral seria um cendrio para uma
proteina de fusdo comportando IGF1 ou IGF2 que nao ¢é
direccionada directamente para o musculo - como as formas de
realizacdo IGFl-Fc ou IGFZ2-Fc ou IGF1-GH ou IGF2-GH. Uma
utilizacdo adicional do IGF1 ou do IGF2 consiste em
complementar ou substituir a insulina. Em situagdes de
diabetes insensiveis a insulina podem utilizar-se proteinas
de fusdo que comportem IGF1l ou IGF2. Essas variantes podem
ainda utilizar-se apenas como um substituto da insulina em
situacdes de hiperglicémia. Outras wutilizacdes adicionais
para as fusdes comportando IGF1l e IGF2 descritas na presente
invengdo incluem a wutilizagcdo no desmame de individuos

provenientes de ventiladores e no tratamento de doengas como
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a anemia em que se deseja a proliferacdo de células do

sangue.

Métodos de Administragéo

Métodos conhecidos na arte para a administracéo
terapéutica de agentes como proteinas ou &cidos nucleicos
podem utilizar-se para a administracdo terapéutica de um
polipéptido de fusd&o que comporta IGF ou de um acido nucleico
que codifica um polipéptido de fusdo que comporta IGF da
presente invencdo como, por exemplo, transfeccdo celular,
terapia génica, administracdo directa por meio de um veiculo
de administracdo ou de um veiculo aceitdvel sob o ponto de
vista farmacéutico, administracdo indirecta pela propiciacéao
de células recombinantes que comportam um &acido nucleico que
codifica um polipéptido de fusdo que comporta um IGF de

acordo com a presente invencao.

Conhecem-se diversos sistemas de administracdo que se
podem utilizar para administrar o polipéptido de fusédo da
presente invencdo como, por exemplo, encapsulamento em
lipossomas, microparticulas, microcépsulas, células
recombinantes capazes de expressarem o composto, endocitose
mediada pelo receptor, construcdo de um 4acido nucleico como
parte de um vector retroviral ou outros, etc.. 0Os métodos de
introdugdo podem ser entéricos ou parentéricos e incluem,
embora sem caracter limitativo, as vias intradérmica,
intramuscular, intraperitoneal, endovenosa, subcuténea,
pulmonar, intranasal, intra-ocular, epidural, e oral. Os
compostos podem administrar-se por qualquer via conveniente,
por exemplo, por perfusdo ou injeccdo em bolus, por absorcéao
através dos revestimentos epiteliais ou mucocuténeos (por

exemplo, mucosa oral, mucosa rectal e intestinal, etc.) e
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podem administrar-se Jjuntamente com outros agentes activos
sob o ponto de vista bioldgico. A administracdo pode ser
sistémica ou local. Além disso, pode ser desejavel introduzir
as composicdes farmacéuticas da presente invencdo no sistema
nervoso central por gqualquer via adequada, incluindo uma
injeccgéo intraventricular e intratecal; a injeccgao
intraventricular pode ser facilitada por um cateter
intraventricular, por exemplo, ligado a um reservatdério, como
um reservatédrio de Ommaya. A administracdo pulmonar pode
também utilizar-se, por exemplo, mediante a utilizacdo de um
inalador ou de um nebulizador, e de uma formulagdo com um

agente capaz de produzir um aerossol.

Em uma forma de realizacdo especifica, pode ser
desejavel administrar as composicdes farmacéuticas da
presente invencdo localmente na &rea gue necessita de
tratamento; isso pode conseguir-se, por exemplo, e sem
caracter limitativo, por perfusido local durante uma cirurgia,
administracdo tdépica, por exemplo, por meio de injeccéao,
utilizando um cateter, ou por meio de um implante, implante
esse constituido por um material poroso, nao pPOroso, ou
gelatinoso, 1ncluindo membranas, tais como membranas de

sildstico, fibras, ou substitutos comerciais da pele.

Em uma outra forma de realizacdo, o agente activo pode
administrar—-se sob a forma de uma particula (“vesicle”), em
especial de um lipossoma (ver Langer (1990) Science 249:1527-
-1533). Ainda em uma outra forma de realizacdo, o agente
activo pode administrar-se sob a forma de um sistema de
libertacédo controlada. Em uma forma de realizacgao, pode
utilizar-se uma bomba (ver Langer (1990) supra). Em uma outra
forma de realizacdo, podem utilizar-se materiais poliméricos

(ver Howard et al. (1989) J. Neurosurg. 71:105). Em uma outra
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forma de realizacdo em que o agente activo da presente
invencdo é um &cido nucleico que codifica uma proteina, esse
dcido nucleico pode administrar-se in vivo para promover a
expressdo da sua proteina codificada, construindo-a como
parte de um vector de expressdo de acido nucleico apropriado
e administrando-o, para que se torne intracelular, por
exemplo, através de um vector retroviral (ver, por exemplo,
Patente de invengdo norte—-americana N¢ 4 980 286), ou por
injeccdo directa, ou mediante utilizacdo de bombardeamento de
microparticulas (por exemplo, pela técnica “gene gun”;
Biolistic, Dupont), ou revestimento com lipidos ou receptores
da superficie celular ou agentes de transfeccao, ou
administrando-o em ligacdo com um péptido tipo “homeobox” que
¢ conhecido por penetrar no nucleo (ver, por exemplo, Joliot
et al., 1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:1864-1868), etc..
Alternativamente, pode introduzir-se um A&acido nucleico no
meio intracelular e incorporar-se no seio do DNA da célula

hospedeira para expressdo, por recombinacdo homdloga.

Transfecgdo Celular e Terapia Génica

A presente descrigdo inclui a wutilizacéo de &cidos
nucleicos que codificam os polipéptidos de fusdo da presente
invencdo para a transfeccdo de células in vitro e in vivo.
Esses &acidos nucleicos podem inserir-se em um qualguer de uma
série de bem conhecidos vectores para a transfecgdo de
células alvo e organismos. Os adcidos nucleicos sao
transfectados para o interior de células ex vivo e 1in vivo,
através da interaccdo do vector e da célula alvo. As
composicdes administram-se (por exemplo, por 1injecgcdo no
musculo) a um paciente em uma quantidade suficiente para

provocar uma resposta terapéutica.
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Em um outro aspecto, descreve-se na presente invencdo um
método de tratamento de um sitio alvo, ou seja, uma célula ou
um tecido alvo, no homem ou em um outro animal gque compreende
a transfeccdo em uma célula de um &cido nucleico que codifica
um polipéptido de fus&o especifico de um tecido, em qgue o
dcido nucleico compreende um promotor susceptivel de inducéao
ligado de um modo funcional ao &acido nucleico que codifica o

polipéptido de fusédo de “targeting”.

Terapias de associacgéo

Em numerosas formas de realizacdo, os polipéptidos de
fusdo da presente invencao podem administrar-se em associacéao
com um(a) ou mals composto(s) ou terapia(s) adicionais. Por
exemplo, polipéptidos de fusdo multiplos podem co-adminis-
trar-se em associacao com um ou mais composto (s)
terapéutico(s). A terapia de associacao pode abranger
administragcdo simultdnea ou alternada. Além disso, a

associacdo pode abranger administracdo aguda ou crdnica.

Composig¢des Farmacéuticas

A presente invencao proporciona igualmente composicdes
farmacéuticas que compreendem uma proteina de fusdo da
presente invencdo e um veiculo aceitdvel sob o ponto de vista
farmacéutico. A expressdo “aceitdvel sob o ponto de vista
farmacéutico” significa aprovado por uma agéncia reguladora
do governo Federal ou de um estado ou especificado na U.S.
Pharmacopeia ou em outras farmacopeias geralmente
reconhecidas para utilizacgcdo em animais, e mails especialmente
no homem. O termo “weiculo” (“carrier”) refere-se a um
diluente, adjuvante, excipiente, ou veiculo (“vehicle”) com ©

qual se administra o agente terapéutico. Tais veiculos
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farmacéuticos podem ser liquidos estéreis, como &gua e déleos,
incluindo os de origem petrolifera, animal, vegetal ou de
sintese, como o ¢leo de amendoim, o déleo de soja, parafina
liquida, ¢leo de gergelim e outros. Excipientes farmacéuticos
adequados incluem amido, glucose, lactose, sacarose,
gelatina, malte, arroz, farinha (“"flour™), calcéario
(“chalk”), gele de silica, estearato de sdédio, monoestearato
de glicerol, talco, cloreto de sdédio, leite em pd desnatado,
glicerol, ©propilenoglicol, agua, etanol e similares. A
composicdo, se assim se desejar, pode conter igualmente
pequenas qgquantidades de agentes molhantes ou emulsionantes,
ou agentes de tamponamento do pH. Essas composicdes podem

apresentar—-se sob a forma de solucgdes, suspensdes, emulsdes,

comprimidos ou céapsulas (“tablets, pills, capsules”), pbs,
formulagdes de libertacdo continua constante (“sustained-
-release”) e similares. A composicdo pode formular-se sob a
forma de supositério, com aglutinantes e veiculos

tradicionais como triglicéridos. Uma formulacdo oral pode
incluir veiculos convencionais tais como manitol, lactose,
amido, estearato de magnésio, sacarina sdédica, celulose,
carbonato de magnésio, etc. de grau farmacéutico. E.W. Martin
descreve em “Remington’s Pharmaceutical Sciences” exemplos de

veiculos farmacéuticos adequados.

Em uma forma de realizacdo preferida, a composicdo é
formulada de acordo com técnicas de rotina sob a forma de uma
composicdo farmacéutica adaptada a administracgdo intravenosa
em seres humanos. Se necessdrio, a composicdo pode incluir
também um agente de solubilizagdo e um anestésico local como
a lidocaina para aliviar a dor no local da injeccdo. Quando a
composicdo se destina a administrar por perfusao, pode ser
ministrada wutilizando um frasco para perfusdo estéril

contendo agua ou SOro fisioldgico estéril de grau
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farmacéutico. Quando se administra a composicdo mediante
injecgdo, prepara-se uma ampola de Agua para injectaveis ou
de soro fisioldégico estéril de modo que os componentes se

possam misturar antes da administracéao.

Os agentes activos da presente invencgdo podem formular-
-se sob formas neutras ou salinas. Sais aceitdveis sob o
ponto de wvista farmacéutico incluem os constituidos por
grupos amino livres tais como os derivados dos A&cidos
cloridrico, fosfdérico, acético, oxalico, tartérico, etc., e
os constituidos por 16 grupos carboxilo livres tais como o0s
derivados de sdédio, potéssio, aménio, célcio, hidrdéxidos
férricos, isopropilamina, trietilamina, 2-(etilamino)etanol,

histidina, procaina, etc..

A quantidade do polipéptido de fusdo da presente
invencdo que serda eficaz no tratamento de uma afeccdo ou de
uma doenca  pode determinar-se  por técnicas clinicas
convencionais com base na presente descricdo. Além disso,
para ajudar a deduzir o valor ideal da dosagem podem
utilizar-se facultativamente ensaios in vitro. A dose precisa
a utilizar na formulacdo dependerd também da via de
administracdo, e da gravidade da afeccdo, e deverd ser
determinada de acordo com a decisdo do médico e cada situacgéao
particular do paciente. ©No entanto, valores de dosagem
adequados para administracdo intravenosa estdo geralmente
compreendidos entre 20 e 5 000 microgramas de composto activo
por guilograma de peso corporal. Valores de dosagem
apropriados para administracdo intranasal estdo geralmente
préoximos de 0,01 npg/kg de peso corporal até 1 mg/kg de peso
corporal. A partir de curvas de dose-resposta derivadas de
sistemas de ensaios in vitro ou em modelos animais podem

extrapolar-se as doses eficazes.
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Kits

Também descrito na presente invencdo apresenta-se um
“pack” ou “kit” que inclui um ou mais recipiente(s)
provido (s) com pelo menos um polipéptido de fusdo ou um acido
nucleico que codifica um polipéptido de fusdo de acordo com a
presente invencdo. Esses kits podem utilizar-se em qgualquer
método apropriado, incluindo, por exemplo, para diagndstico.
Eventualmente pode Jjuntar-se a esse(s) recipiente(s) uma
comunicacéo sob a forma de indicagdes prescritas por uma
agéncia governamental regulando a fabricacdo, utilizacdo ou
venda dos produtos farmacéuticos ou bioldgicos, comunicacao
essa que reflecte (a) a aprovacdo pela agéncia da fabricacéo,
utilizacdo ou venda para administracédo a humanos, (b)

instrucdes de utilizacao, ou ambas.

Animais transgénicos

Adicionalmente descritos na presente invencéao
apresentam-se animais ndo humanos transgénicos que expressam
um polipéptido de fusdo comportando um IGF de acordo com a
presente invencdo. Um animal transgénico pode gerar-se
através da introducdo de &cido nucleico no interior dos
pronucleos masculinos de um odécito fertilizado, por exemplo,
por microinjeccdo, infecgdo retroviral, e permitindo que o
obécito se desenvolva em um animal fémea pseudo-gravida
(M“foster mother”). Qualgquer uma das sequéncias reguladoras ou
outras uUteis em vectores de expressdo podem fazer parte da
sequéncia transgénica. Sequéncia (s) reguladora (s)
especifica(s) de um tecido pode(m) ligar-se de um modo
funcional ao transgene para direccionar (“to direct”) a
expressdo do mesmo transgene para células especificas. Um

animal ndo humano transgénico que expressa um polipéptido de
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fusdo especifico de um tecido é Gtil em diversas aplicagdes,
incluindo por exemplo processos de producgdo dessas proteinas
de fusdo. Além disso, o transgene pode colocar-se sob o
controlo de um promotor susceptivel de inducdo tal que a
expressado do polipéptido de fusédo especifico de um tecido
pode ser controlada mediante, por exemplo, a administracéo de

uma pequena molécula.

EXEMPLOS

Os exemplos seguintes colocam-se em evidéncia para assim
proporcionar acs peritos experientes na arte uma divulgacédo e
descricdo total de como fazer e utilizar os métodos e
composicdes da presente invencdo, ndo se destinando a limitar
0 objectivo do gque o0s presentes inventores consideram como a
sua invencdo. Fizeram-se esforcos para garantir a precisdo em
relacdo aos numeros utilizados (por exemplo, quantidades,
temperatura, etc.), mas alguns erros e desvios experimentais
devem ser contabilizados. A menos que indicado de outro modo,
partes sao partes em peso, peso molecular é o peso molecular
médio, a temperatura apresenta-se em graus centigrados, e a

pressdo é igual ou prdxima da atmosférica.

Exemplo 1. Polipéptidos de Fusdo que comportam um IGF sdo

Clivados em Lys 65 ou 68

Construiu-se um polipéptido de fusdo que contém IGF1
humano utilizando o IGF1l humano (Al1l-3, delR37) fundido em Fc
humano. Purificou-se o polipéptido e injectou-se em
murganhos. Colheram-se amostras de sangue a cada 24 horas
durante sete dias. Realizou-se uma técnica de Western
utilizando um anticorpo especifico para o Fc humano.

Decorridos trés dias, observou-se uma banda de migracéo
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minima (“lower”), indicando que o IGFl-Fc estava sendo
proteoliticamente clivado no soro. Recolheu-se mais soro, e
purificou-se e sequenciou-se essa espécie de migracdo minima
(“"ower”). Verificou-se que a construcdo IGF1-Fc foi clivada
na lisina 68 ou na lisina 65 na variante do IGF1l. Com base
nesse resultado, preparam-se construcdes em que os trés a
seis aminodcidos terminais sdo removidos, ou a lisina na
posicdo 65 ou 68 sofre mutacdo para um outro aminodcido como
a alanina ou a glicina. Essas variantes utilizam-se na
preparacdo de polipéptidos de fusdo de acordo com a presente
invencdo qgue compreendem componentes de fusdo tais como
componentes de multimerizacdo, 1ligandos de “targeting”, e
outros compostos activos, constatando-se que possuem maior
estabilidade e semivida do que construcgdes comparadveis com a

lisina na posicgado 65 ou 68 do componente variante do IGF1.

Exemplo 2. Polipéptidos de Fusdo IGFl-Fc

Realizaram-se construcdes de polipéptidos de fuséo
empregando a variante de IGF1-Fc, ou Fc-variante de IGF1,
utilizando a variante IGF1l (Al1-3, delR37) e o Fc derivado de
IgG humana. A actividade do IGFl1 avaliou-se pela sua
capacidade de fosforilar o receptor do mesmo IGFl e a guinase
Akt. Essa fosforilacdo determinou-se por uma técnica de
Western blot, utilizando anticorpos fosfo-especificos contra
diversas moléculas, ou por precipitagcdo imunitédria dos
receptores (como IGFR), e realizando uma técnica de Western
com um anticorpo especifico anti-fosfo-tirosina. Essas
andlises de Dblot indicaram fosforilagdo activa da Akt
utilizando a construgao IGF1-Fc, mas pouca ou nenhuma

actividade utilizando a construgdao Fc—-IGFLl.
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A construcdo IGF1l(Al-3, delR37)-Fc administrou-se a
murganhos SCID por via intraperitoneal ou subcutdnea através
de injecgdes didrias ou através de injeccgbes em dias
alternados. Nas injeccgles utilizaram-se 4,5 mg/kg de proteina
de fusé&o. Aos murganhos de controlo nado se administrou a
proteina IGF1-Fc. A um terceiro grupo de murganhos
administraram-se igualmente por dia 15mg/kg de dexametasona
por via subcuténea. Essa dosagem ¢é suficiente para fazer
surgir 15% de perda de massa muscular apds 12 dias. A um
quarto grupo de murganhos administraram-se ambos a
dexametasona e o IGF1(A1-3, delR37)-Fc. Os murganhos nesse
quarto grupo néo foram afectados por atrofia ou por reducdes
significativas sob o ponto de vista estatistico na atrofia
(atrofia de 5% no musculo tibial anterior (TA) de murganhos
tratados quer com dexametasona quer com IGF1l (Al1-3, delR37)-
versus atrofia de 15% do TA para os murganhos tratados apenas

com dexametasona) .

Exemplo 3. Polipéptidos de Fusdo IGF1l-hGH

Os polipéptidos de fusdo construiram-se utilizando o
IGF1(A1-3, delR37) com hGH como o componente de fusdo. Além
disso para avaliar a actividade do IGF1l, determinou-se a
actividade da hormona do crescimento humana (hGH) através da
sua capacidade de fosforilar a STAT5. Surpreendentemente,
construcdes com a configuracdo variante de IGF1-hGH induziram
a fosforilacdo quer dos receptores do IGF1l quer da STATS,
enquanto construgdes com a configuracao hGH-variante do IGF1

apresentaram pouca ou nenhuma actividade.

Ensaios de fosforilacdo indicaram gque proteinas de fuséo
com a configuracdo variante do IGF1-hGH, que incluem qgquer a

hGH quer a variante hlGF1l descritas antes, sado capazes de
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activar simultaneamente o receptor do IGF1l, a Akt, e a STATS.
Essa fosforilacdo determinou-se realizando uma técnica de
Western blot, utilizando anticorpos fosfo-especificos contra
diversas moléculas, ou por imuno-precipitacdo dos receptores
(como IGFR), e realizando a técnica de Western com um
anticorpo especifico contra anti-fosfo-tirosina. Além disso,
todos os polipéptidos de fusdo anteriores construiram-se
utilizando mutantes humanos do IGF1l que apresentavam os trés
primeiros aminodcidos removidos (Al1-3) e ou a eliminacdo ou a
substituicdo das argininas nas posicdes 36 e/ou 37. Tais
moléculas mutantes do IGFl demonstraram quer resisténcia a
clivagem quer ligagdo reduzida wutilizando ©proteinas de
ligacdéo ao IGF-1 (especificamente a proteina 5 de ligacdo ao
IGF1l) sem afectar a capacidade de sinalizacdo nos miotubos

C2C1l2.

Proteinas de fusdo que compreendem as variantes do IGF1
descritas antes bem como delecdo dos aminodcidos 65-70 ou 68—
-70 ou mutacdo da lisina na posicdo 65 e 68 s&o construidas e
ensaiadas quanto a sua capacidade para activar
simultaneamente o Receptor do IGF1l, a Akt, e a Stath,
conforme verificado por uma técnica de Western blot,
utilizando anticorpos fosfo-especificos contra diversas
moléculas, ou por imuno-precipitacdo dos receptores (como
IGFR), e realizando uma técnica de Western com um anticorpo
especifico anti-fosfo-tirosina. Além disso, os miotubos C2C12
interagem com as fusbes e determina-se a hipertrofia em
comparacdo com a hipertrofia originada por gquer um IGF1
isolado quer wuma hGH isolada. Em construgdes em dgue um
ligando de “targeting”, como a agrina, se utiliza como um
componente de fusédo, a actividade pode ser avaliada por
fosforilacdo do receptor alvo, como o MusK (Glass et al.
(19906) 85:513-523; Beguinot et al. (1988) Biochemistry.
27(9):3222-8) .
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Exemplo 4. Polipéptidos de Fusdo que Contém IGF2

Todas as construgdes anteriores preparam-se utilizando a
proteina IGF2 ou DNA conforme apresentado na SEQ ID NOS:3-4.
A lisina na posicdo 65 do IGF2 estd presente participando na
clivagem de proteinas de fusdo que compreendem a variante
IGF2, estimulando a utilizacdo das variantes do IGF2 com

delecbdes nos 3 aminodcidos terminais (65-67).

Exemplo 5. Efeito da 2D-IGFl-Fc(Al-3, AArg37) sobre a Glucose

Sanguinea

Utilizaram-se murganhos C57/BL6 com 13 semanas de idade
(n = 3 murganhos por grupo). Mantiveram-se os murganhos em
jejum durante quatro horas. Da veia da cauda colheram-se
amostras de sangue “baseline” (avaliacdes iniciais) e apds a
injeccdo e determinou-se a glucose sanguinea (glicémia)
utilizando o dispositivo “glucometer”. Quer a insulina, o
IGF1l ou a IGF1l-Fc foram administrados por via intraperitoneal
e a glucose foi determinada no sangue colhido na veia da
cauda 60 minutos apds a administracdo do farmaco. A insulina
administrou-se a 2 U/kg. O IGF-I utilizou-se em uma dose 10
vezes mais elevada do que a da insulina (700 pg/kg) com base
na afinidade comparativa do IGF-I para o receptor da
insulina. A 2D-IGF1-Fc (hIGFA1-3, AArg37) administrou-se em

doses equimolares relativamente as do IGF1l (3,5 mg/kg).

Resultados: A insulina originou uma reducdo de 66% da
glucose no sangue (207 + 5,5 mg/dl “baseline” versus 70 =
22,2 mg/dl apdés a injeccgdo), o IGF-I induziu uma diminuicéo
de 45% da glucose no sangue (200 + 6,7 mg/dl “baseline”
versus 109 + 13,7 mg/dl apds a 1injeccdo), e 2D-IGFI-Fc
originou uma diminuicdo da glucose no sangue de 30% (184 =
7,3 mg/dl “baseline” versus 129 + 15,9 mg/dl apdés a

injecgédo) . Esses resultados mostram que a IGFI-Fc é eficaz na
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reducdo da glucose sanguinea em murganhos C57BI/6 em jejum em

um teste agudo.

Exemplo 6. Andlise Farmacocinética da Estrutura 2D-IGFl-Fc e

da 3D-IGFl-Fc

Por via subcutédnea injectaram-se murganhos CD-1 (n = 5

por grupo) com 5 mg/kg quer do 2D-IGF1l-Fc quer do 3D-IGFl-Fc

(hIGF, Al-3, Arg37, A68-70) derivados do IGF1l humano.

Colheram-se amostras de soro durante um periodo de 7 dias e

realizaram—-se ensaios ELISA com um anti-IGF1l humano (USB Cat.

ne 17661-05) e anticorpo de <cabra anti-IgG.Fc humana

HRP de deteccdo [“antibody goat anti-

109-035-

conjugado com a enzima
—human IgG.Fc-HRP"
-098)]. Os

(Jackson Immuno Research Cat. No.

resultados sdo apresentados na Fig. 1.; o0s

Pardmetros farmacocinéticos estdo apresentados no Quadro 1.

Quadro 1. Parémetros Farmacocinéticos

2D-IGF1l-Fc 3D-IGFl-Fc
Tomx h 5,40+1, 12 6,00+1,10
(tempo necessario para
alcancar a CMZ—\X)
Cinx mcg/ml 9,101, 75 13,27+£2,85
(concentracdo méxima)
Ty,2 h 24,09+4,41 29,85+5,51
(tempo de meia vida)
AUC,q; mcg*h/ml 325, 42+61,55 554,55+112,23
(desde o tempo zero até ao
altimo dia)
AUC,» (obs) mcg*h/ml 328, 3162, 10 566,82+114, 63
(desde o tempo zero até
extrapolacdo até ao infinito)
Vv, (obs) /F ml/Kg 535,77+101, 88 395,78+82, 00
(volume de distribuigdo
baseado na fase
terminal/biodisponibilidade)
CL (obs) /F ml/h/Kg 15,41*+2,91 9,26%1, 97
(clearance/biodisoonibilidade)
MRT1as¢ h 32,69+6,00 42,80+7,87
(tempo médio de residéncia
desde 0 até a ultima
concentracdo quantificavel)
MRTyr (obs) h 34,19+6,27 42,46+7,80
(tempo médio de residéncia
desde 0 até & extrapolacio até
ao infinito)
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Exemplo 7. Moléculas IGFl-Fc Induzem Hipertrofia do Muasculo

Esquelético in vivo

Em murganhos SCID adultos com 8 semanas injectaram-se
diariamente por wvia subcuténea 2D-IGFl-Fc e 3D-IGFl1-Fc na
dose de 1,6 mg/kg ou o veiculo soro fisioldgico durante 12
dias (N = 5 por grupo). No final da experiéncia, removeram-se
0s musculos (tibial anterior e do complexo gastrocnémio) e
determinou-se o peso humido desses musculos. A injeccdo de

2D-IGF1-Fc originou um acréscimo de 23,07+2,14 % (média+SEM)

\(e]

da massa tibial anterior e um aumento de 17,002,077 % da
massa gastrocnémia em comparacdo com musculos controlo. A
injeccdo de 3D-IGFl-Fc originou um aumento de 9,45%£3,72 % da
massa tibial anterior e um acréscimo de 9,31+2,15 % da massa

gastrocnémia em comparacdo com musculos controlo.

Exemplo 8. A 2D-IGFl-Fc é Melhor do que o IGF-1 para a

Indugdo da Hipertrofia do Musculo Esquelético

A eficédcia de 2D-IGF1l-Fc na inducdo da hipertrofia do
musculo esquelético comparou-se também directamente com a do
IGF-T inalterado. Doses equimolares de cada (4,8 mg/kg de 2D-
-IGFl1-Fc ou 0,93 mg/kg de IGF-1) ou do veiculo soro
fisioldgico injectaram-se por via subcutdnea em murganhos
SCID adultos de 8 semanas de idade em dias alternados durante
12 dias (N = 5 por grupo). No final da experiéncia,
removeram-se o0s musculos (tibial anterior e do complexo
gastrocnémio) e determinou-se o peso humido muscular. A
injecgdo da 2D-IGFl-Fc originou um acréscimo de 13,35 % +

2,26 (média + SEM) na massa tibial anterior e um aumento de

X

9,39 % + 3,68% na massa gastrocnémia em comparacdo com
masculos controlo. A 1injecgdo de IGF1 proporcionou um

Q

acréscimo de 2,24 % + 2,27 da massa tibial anterior e um



aumento de 0,81 % + 1,51 da massa gastrocnémia

com musculos controlo.

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> Regeneron Pharmaceuticals, Inc.

<120> IGF-1 FUSION POLYPEPTIDES AND THERAPEUTIC USES THEREOF

<130> 2060A-WO

<140> to be assigned
<141> filed herewith

<160> 4

<170> FastSEQ for Windows Version 4.0

<210> 1

<211> 70

<212> PRT

<213> Homo Sapien

44

em comparagao

<400> 1
+ Gly Pro Glu Thr Leu Cys Gly Ala Glu Leu Val Asp Ala Leu Gln FPhe
1 L] 10 15
Val Cys Gly Asp Arg Gly Phe Tyr Phe Asn Lys Pro Thr Gly Tyr Gly
20 25 30
Ser Ser Ser Arg Arxg Ala Pro Gln Thr Gly Ile Val Asp Glu Cys Cys
35 40 45
Phe Arg Ser Cys Asp Leu Arg Arg Leu Glu Met Tyr Cys Ala Pro Leu
50 58 60
Lys Pro Ala Lys Ser Ala
65 70
<210> 2
<211> 210
<212> DNA

<213> Homo Sapien

<400> 2



ggaccggaga cgctctgegg ggctgagetg gtggatgetce ttcagttegt gtgtggagac 60
aggggctttt atttcaacaa gcecacaggg tatggeteca gecagteggag ggegcctcag 120
acaggtatcg tggatgagtg ctgcttccgg agctgtgatec taaggaggect ggagatgtat 180

tgcgcaccce tcaagcctge caagtcaget

<210> 3
<211> 67
<212> PRT

<213> Homo Sapien

<400> 3

Ala
1
Leu
Ser
Arg
. Lys

<210> 4

<211> 201

<212> DNA

Gln
Arg
Ser

50
Ser

<213> Homo Sapien

<400> 4

gcttaccgce
tgtggggacce
ggcatcgttyg
gctaccceceg

Lisboa,

Phe

val
35
Cys

Glu

Pro Ser Glu Thr Leu Cys Gly Gly Glu

5

Val Cys Gly Asp Arg Gly Phe Tyr Phe

20

Ser Arg Arg Ser Arg Gly Ile Vval Glu

Asp Leu Ala Leu Leu Glu Thr Tyr Cys

55
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40

25

10

60

Leu
Ser
Glu

45
Ala

val

Arg

30

Cys

Thx

Asp Thr
15

Pro Ala
Cys Phe

Pro Ala

ccagtgagac cctgtgcggc ggggagetgg tggacaccet ccagttegte 60
goggettcota cttcagcagg cccgecaagec gtgtgageeg tegcageegt 120
aggagtgctyg tttccgcage tgtgacctgg ccctcoctgga gacgtactgt 180
ccaagtccga g

201

45



REIVINDICAGOES

1. Proteina de fusdo, gque compreende:

(a) pelo menos um componente polipeptidico
variante do IGF1l; e
(b) um componente de fusdo dque compreende ©

dominio Fc da IgG humana;

na qgual o componente variante do IGF € uma proteina IGF-1

humana de SEQ ID NO:1 gque compreende:

(i)uma delecdo de aminodcidos nas posicbes 1 a 3,
37 e 68 a 70 (A1-3, A37, A68-70); ou
(ii)uma delecdo de aminodcidos nas posicdes 1 a 3,

37 e 65=-70 (Al1-3, A37, A65-70).

2, Dimero da proteina de fuséo de acordo com a

reivindicacgao 1..

3. Acido nucleico que codifica a proteina de fusdo de

acordo com a reivindicacgdo 1..

4, Vector que compreende o acido nucleico de acordo com a

reivindicacao 3..

5. Sistema hospedeiro-vector que compreende o vector de

acordo com a reivindicacao 4..

6. Sistema hospedeiro-vector de acordo com a reivindicacéo
5., no qual se escolhe a célula hospedeira entre uma célula

bacteriana, de levedura, de insecto e de mamifero.



7. Processo de producdo de uma proteina de fusdo, que
compreende a cultura de uma célula hospedeira transfectada
com o vector de acordo com a reivindicacao 4., sob condicdes
apropriadas para a expressdo da proteina a partir da célula

hospedeira, e a recuperacdo do polipéptido assim produzido.

8. Composicdo farmacéutica que compreende a proteina de
fusdo de acordo com a reivindicacdo 1. e um veiculo aceitéavel

sob o ponto de vista farmacéutico.

9. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicacéd&o 1., para
utilizacdo em um método terapéutico destinado ao tratamento
de uma doenca ou de uma afeccdo escolhida entre atrofia
muscular, nanismo, infarto do miocéardio, osteoporose,
fraqueza ou fragilidade relacionada com a idade, sarcopénia,
uma doenca ou situacdo que implique perda de massa corporal,
caquéxia, insuficiéncia cardiaca congestiva, talassémia,
diabetes, hiperglicémia e anemia, ou para o tratamento de um

paciente em risco de desenvolver essa doenca ou afeccéo.

10. Proteina de fusdo de acordo com a reivindicacdo 9., para
utilizacdo em um método terapéutico no qual a mencionada
atrofia muscular ¢ consequéncia de desnervacdo; neuropatia
degenerativa, metabdlica ou inflamatdria; atrofias musculares
espinais infantis e juvenis; neuropatia motora auto-imunita-
ria; doencas crdénicas, SIDA, jejum ou rabdomidlise; sindrome
de distrofia muscular; sarcopénia; imobilizacéo;
envelhecimento; ou como consequéncia de tratamento com um

agente que induz atrofia.

11. Utilizagdo de uma proteina de fusdo de acordo com a
reivindicagcdo 1., na manufactura de um medicamento para o

tratamento de uma doenca ou afeccdo escolhida entre atrofia



muscular, nanismo, infarto do miocardio, osteoporose,
fraqueza ou fragilidade relacionada com a idade, sarcopénia,
uma doenca ou situacdo gque implique perda de massa corporal,
caquéxia, insuficiéncia cardiaca congestiva, talassémia,
diabetes, hiperglicémia e anemia, ou para o tratamento de um

paciente em risco de desenvolver essa doenca ou afeccéo.

12. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 11., na qual a

mencionada atrofia muscular é a definida na reivindicacéo

10..

13. Proteina de fusido de acordo com a reivindicacdo 1., para
utilizacdo em um método de tratamento do corpo humano ou de

outro animal.

Lisboa, 30 de Julho de 2015.



RESUMO

“POLIPEPTIDOS DE FUSAO QUE CONTEM O IGF-1 E UTILIZAGOES
TERAPEUTICAS DESSES POLIPEPTIDOS”

A presente invencgdo diz respeito a uma proteina de fuséo
que compreende pelo menos um componente variante (“variant”)
do IGF1l e um componente de fusdo (F), e, facultativamente uma
sequéncia de sinal, exibindo estabilidade melhorada relativa
ao polipéptido IGF1l ou IGF2 nativo. O componente de fusao (F)
pode ser um componente responsavel pela multimerizacdo, um
ligando de “targeting” (conducdo até ao alvo), ou um outro
composto activo ou terapéutico. As variantes do IGF1
demonstraram possuir maior capacidade para induzir
hipertrofia da musculatura esquelética relacionada com o IGF1

nativo.
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