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(57) Resumo: TRATAMENTO DA TENDINOPATIA POR INIBICAO
DE MOLECULAS QUE CONTRIBUEM PARA A FORMAGAO DE
CARTILAGEM. A presente invengéo refere-se a métodos para tratar a
tendinopatia. Os distarbios tratados ou prevenidos incluem, por
exemplo, tendinite, tendinose, paratendinite, tenossinovite, leséo por
uso excessivo e trauma do tendéo, perintendinite, e paratenonite, ou
outros distirbios degenerativos do tenddo. Os métodos terapéuticos
descritos incluem administrar para um paciente um inibidor de
moléculas envolvidas na formagéao de cartilagem ou fibrocartiiagem em
tendao tendinopatico, em uma quantidade eficaz para tratar ou
prevenir um distirbio degenerativo do tenddo, deterioragéo lenta do
tendao, restaurar a estrutura sadia do tendéo, estimular a regeneragéo
do tendéo e 1 ou manter a massa do tendéo e/ou a qualidade.
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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "TRATAMENTO
DA TENDINOPATIA POR INIBICAO DE MOLECULAS QUE CONTRIBUEM
PARA A FORMACAO DE CARTILAGEM".
DESCRICAQ DA INVENCAQO
PEDIDOS DE PATENTE ANTERIORES

Este pedido de patente reivindica a prioridade para o Pedido de
Patente Proviséria Série N2 60/779.165, depositada em 3 de margo de 2006,

cujos conteudos estdo aqui a seguir incorporados por referéncia.
CAMPO DA INVENCAO
O campo técnico da invengao refere-se ao tratamento de tendi-

nopatia pela redugdo da produgdo de cartilagem e / ou tecido de fibrocartila-
de moléculas envolvidas na produgao de cartilagem e/ou fibrocartiagem em
tenddes lesionados.
ANTECEDENTES DA INVENCAO .

Tendinopatia é um termo geral usado para descrever varios tipos

de disturbios do tenddo. O termo "tendinite" — que significa "inflamagéo do
tenddo" — é muitas vezes usado para descrever problemas de tendéao, po-
rém a inflamagao raramente é a causa de dor do tenddo. Mais comumente, a
dor do tendao é realmente um sintoma de uma série de microrrompimentos
no tecido conjuntivo, em ou ao redor do tenddo, mais apropriadamente cha-
mado tendinose. Outros disttrbios do tendao incluem dor no tendao devido a
degeneragdo do colageno com desorientagéo da fibra, aumento da substan-
cia basica mucdide no tendao, calcificagdo, superutilizagdo do tendao, vas-
cularizagéo, envelhecimento, e fricgdo do tendao contra uma protuberancia
do corpo. A tendinopatia é usada por um nimero cada vez maior de especia-
listas em tenddo para descrever coletivamente essas condi¢oes, em geral
caracterizadas como tendinite, tendinose, paratendinite, tenossinovite, para-
tenonite, lesées por superutilizagdo e trauma do tendao. Khan et al., Sports
Med 27:393-408 (1999).

O tecido do tendao normal é composto de tecido conjuntivo a-
condicionado densamente com feixes regularmente dispostos de fibras de
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colageno correndo na mesma diregdo em feixes de fibras primarios, secun-
darios e terciarios que tém alta resisténcia a tensdo. Dispersos entre essas
fibras estdo os tendcitos planos, recobertos que sintetizam a matriz extrace-
lular viscosa (ECM) rica em colageno do tipo |. Os feixes de colageno tipo |
provém a flexibilidade e o apoio estrutural do tenddo. Em tendbes sadios,
existe um equilibrio dindmico entre sintese e degradagao do ECM. Entretan-
to, a tendinopatia afeta adversamente esse equilibrio e resulta em reorgani-
zagéo estrutural e desorganizagdo das fibras de colageno. A desorganizagao
dos feixes de colageno da para o tenddo a aparéncia de cartilagem. Fibro-
blastos, miofibroblastos, neovascularizagdo e acumulagédo patoldgica de gli-
cosaminoglicanos (GAGs) no ECM séo claramente notados no tecido tendi-
nopatico. Tallon et al., Med Sci Sports Exerc 33(12): 1983-90 (2001); Khan et
al., Sports Med 27(6) :393-408 (1999). Mudangas metabdlicas e morfoldgi-
cas de um tenddo danificado resultam em dor e susceptibilidade a rompi-
mentos e rupturas.

Atualmente, acredita-se que a degradagao e remodelagem de
um ECM de tendéo danificado sejam causadas pela liberagao de metalopro-
teinases das células do tecido conjuntivo residente, e das células inflamato-
rias invasoras que sdo capazes de degradar as macromoléculas da matriz
tais como agrecano, decorino, e biglicano. Essas metaloproteinases incluem
MMPs (Metaloproteinases da Matriz), ADAMs (uma Disintegrina e Metalo-
proteinase), e ADAMTs (uma Disintegrina e Metaloproteinase com Motivos -
de Trombospondina, tais como agrecanase). Riley G., Expert Rev Mol Med 7
(5)-A -23 (2005); Rees et al., Biochem J 350: 180-188 (2000). Entretanto,
experimentos clinicos de inibidores de largo espectro de MMPs ndo foram
bem-sucedidos no tratamento da osteoartrite, que tem similaridades patolé-
gicas com a tendinopatia. Clark et al., Expert Opin Ther Targets 7(1):19-34
(2003). Dessa maneira, ndo é provavel que a inibicdo de metaloproteinases
seja eficaz para tratar a tendinopatia. Na realidade, em tendoes altamente
tensionados, tais como tenddes de aquiles e supra-espinhais, um nivel mi-
nimo de atividade de metaloproteinase pode ser necessario para prover para
o tenddo um nivel ideal de ECM. Riley G., Expert Rev Mol Mec/7(5):1-23
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(2005).

Presentemente, existem varios tratamentos nao-operatérios e
operatérios padrdo da tendinopatia. As medidas n&o-operatorias incluem
repouso, crioterapia, mudanca de atividade, fisioterapia, farmacos antiinfla-
matorios ndo-esteroidais (NSAIDs), e corticosteréides. Repouso e mudanga
de atividade podem ajudar os pacientes portadores de algumas dessas con-
dicdes, mas ainda resta uma populagéo clinica significativa que néo é trata-
vel com essas terapias. A despeito do uso muito difundido, medicagdes anti-
inflamatdrias orais tém demonstrado, em estudos controlados, ndo serem
Uteis e podem ter efeitos colaterais indesejaveis. Alguns estudos ainda suge-
rem que a medicagdo nao-esteroidal pode realmente ter um efeito adverso
sobre o processo de cura, devido aliviarem a dor eles permitem que o paci-
ente cedo ignore os sintomas da tendinopatia.

Os corticosteroides sdo normalmente usados para reduzir a in-
flamagdo nos tecidos, mas o uso de tais farmacos para tratar a tendinopatia
ndao é recomendado, particularmente porque os corticosterdides inibem a
sintese do cdlégeno. Diversos estudos observaram uma melhoria a curto
prazo em pacientes tratados com cortisona, mas estudos que acompanha-
ram pacientes durante mais de um ano revelaram uma taxa alta recorréncia
dos sintomas, e uma taxa de eficiéncia equivocada. As inje¢des de cortisona
também acarretam o risco de ruptura infecgdo, despigmentagéo da pele e
atrofia subdérmica do tenddo. Em pacientes diabéticos, a inje¢do pode cau-
sar hiperglicemia.

Medidas cirdrgicas para reparar o tendao incluem desbridamento
e reparo dos tenddes danificados. Entretanto, cirurgia aberta ou artroscépica
tem muitas complicacdes em potencial tais como infecgao profunda, lesao
das estruturas neurovasculares e formagéo de cicatrizes. A cirurgia € tam-
bém dispendiosa e acarreta riscos adicionais associados com anestesia re-
gional ou geral.

Dessa maneira, ainda existe uma necesidade de protocolos para
tratamento de lesdes relacionadas ao tenddo superior aos tratamentos exis-
tentes. Lesdes ou outros danos para tecidos de tendao flexiveis sdo lentos
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para curar, e pode durar meses ou até anos para reparar completamente.
Lesoes relacionadas ao tendao tém um impacto significativo na sociedade.
Lesbes por superutilizagdo respondem por quase 7 por cento de todas as
visitas aos consultérios médicos relacionadas a les6es, nos Estados Unidos.
Woodwell et al., Adv Data 346:1-44 (2004). Com base nas informagGes do
Ministério do Trabalho dos Estados Unidos, Departamento de Estatisticas do
Trabalho (U.S. Department of Labor, Bureau of Labor Statistics), tais leses
equivalem a perdas significativas de tempo de trabalho (vide
http://www.bls.gov/lif).
SUMARIO DA INVENCAQ

Esta invengcdo prové uma abordagem nova para o tratamento da

tendinopatia. Ao realizar um perfil transcricional de tenddes de rato superuti-
lizados, foi agora descoberto que os niveis de expressdo de genes especifi-
cos de cartilagem, tais como agrecano, versicano, Col2a1 (colageno tipo Il),
e Sox9 estdo aumentados nos tenddes lesionados. Esse resultados sugerem
que o tecido do tendao lesionado é convertido em fibrocartilagem como reul-
tado do uso excessivo. Ao contrario do tendao, que é composto de colageno
do tipo | principalmente, a fibrocartilagem contém colageno tipo Il e grandes
proteoglicanos, tais como agrecano e versicano. A formagao de cartilagem e
fibrocartilagem dentro de um tendao é prejudicial para o reparo do tendao
porque o tecido da cartilagem rompe as fibras de colageno tipo | do tendao
compactamente acondicionadas. Esse rompimento reduz a resisténcia a tra-
¢ao do tendao e a elasticidade.

Desta maneira, a invengao prové meétodos de tratar a tendinopa-
tia em um paciente reduzindo a formagéo de proteoglicanos especificos de
cartilagem no tecido do tendao do paciente. A invengao também prové o uso
de compostos que reduzem a formagao de proteoclicanos especificos de
cartilagem para a fabricagao de medicamentos para tratar a tendinopatia.

Em algumas modalidades, os métodos e usos incluem reduzir a
atividade de uma enzima envolvida na sintese de agrecano e/ou versicano
no tecido do tendao do paciente. Em modalidades particulares, os métodos e
usos incluem reduzir a atividade do sulfato de condroitina N-



10

20

25

30

acetilgalactosaminiltransferase 1 (CS-GalNAcT-1) e/ou o polipeptideo de
galactosamina N- acetilgalactosaminiltransferase 1 (GalNT-1) no tecido do
tenddo do paciente. Em outras modalidades, os métodos e usos incluem
reduzir a atividade de uma ou mais outras enzimas envolvidas na sintese de
proteoglicano da cartilagem, incluindo, mas n&o limitado a, UDP-D-
xilose:proteina de nucleo B-D-xilosiltransferase, Gal transferases, GICA
transferases, GIcNAc transferases, sulfotransferases, sintase de sulfato de
condroitina, e sulfotransferases de sulfato de heparano.

A atividade das enzimas e de outras proteinas envolvidas na
produgdo de proteinas estruturais da cartilagem pode ser reduzida por direta
ou indiretamente inibir a fungdo da enzima ou de outra proteina, ou pode ser
reduzida através da inibigdo da expressao das proprias enzimas ou de ou-
tras proteinas.

A invencao também prové métodos de tratar a tendinopatia em
um paciente reduzindo a expressdo de proteinas estruturais especificas da
cartilagem no tecido do tenddo do paciente. A invengéo ainda prové usos de
compostos que reduzem a expressao de proteinas estruturais especificas da
cartilagem para fabricagcdo de um medicamento para tratar a tendinopatia.
Em algumas modalidades, a expressdo de proteinas estruturais especificas
da cartilagem, tais como, mas nao limitadas a, agrecano, sindecano 3 (syn-
3), versicano e do colageno tipo I, esta diretamente inibida. Em outras mo-
dalidades, a atividade de fatores de transcrigdo envolvidos na expresséo de
genes especificos da cartilagem é reduzida. Esses fatores de transcri¢ao e
as proteinas de transdugio de sinais incluem, por exemplo, Sox9.

Em outras modalidades, a invenc¢ao inclui métodos de identifica-
¢do de um composto para tratar a tendinopatia compreendendo administrar
um composto de teste para um sujeito com necessidade de tratamento e
medir a capacidade do agente para inibir a atividade de uma enzima envol-
vida na sintese de glicoglicosaminoglicanos (GAGs) no tecido do tend&o.

Em certas modalidades, os métodos de identificagdo de um
composto para tratar tendinopatia ou avaliar o tratamento comprendem: (1)

prover pelo menos um componente de amostra selecionado do grupo con-
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sistindo em CS-GalNAcT-1 , CS- GalNAcT-2, sulfato de heparano (glucosa-
mina) 3-O-sulfotransferase 1 (Hs3st1), GalNT- 1 , e Sox9; (2) combinar a
amostra com um composto de teste; (3) medir a atividade do componente de
amostra em resposta ao composto de teste ; e (4) determinar se 0 composto
de teste inibe a atividade do componente de amostra.

Obijetivos e vantagens adicionais da invengdo serao demonstra-
dos em parte na descrigdo a seguir, € em parte serdo 6bvios a partir da des-
crigdo, ou podem ser aprendidos pela pratica da invencdo. Os objetivos e as
vantagens da invengdo serdo realizados e alcangados por meio de elemen-
tos e combinagdes particularmente salientados na descricdo detalhada a
seguir, e nas reivindicagées em anexo.

Deve ficar entendido que ambas, a descricdo geral anterior e a
descri¢do detalhada a seguir, sdo exemplares e explanatérias e ndo sao res-
tritivas da invengao, como reivindicado.

As figuras anexas, que estdo incorporadas em e constituem uma
parte desta especificagéo, ilustram diversas modalidades da invengéo e, jun-
to com a descrigdo, servem para explicar os principios da invengéo.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS
Nas figuras 1-7, SST quer dizer tendé@o superespinhal; PT signi-

fica controle interno nao-lesionado do tenddo patelar; R significa animais
submetidos ao protocolo de superuso (Soslowsky et al., J. Shoulder Elbow
Surg. 9:79-84 (2000)); C significa animais de controle nao submetidos ao
protocolo de superuso; tempo decorridoé 1, 2, e 4 semanas; € BM significa
medula éssea.

A figura 1 mostra os perfis de expressao de genes para Col2a1
(colageno tipo I1), em tenddes superusados (figura 1A) durante quatro sema-
nas usando chips de gene 2,0 Affymetrix RAE230. Os niveis de expressao
de genes Col2a1 foram também medidos em tecidos musculo-esqueléticos
normais como indicado (figura 1 B). Os perfis de expressao indicam que
Col2a1 é altamente expresso em ambos, no tecido da cartilagem quando
comparado ao tecido do tenddo normal, e no tecido do tendado superusado,
quando comparado ao tecido de tenddo normal.
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A figura 2 mostra perfis de expressdo de gene para Agc1 (agre-
cano), em tenddes superusados (figura 2A) durante quatro semanas usando
chips de genes Affymetrix RAE230 2,0. Os niveis de expressdo de genes de
Agc1 foram também medidos em tecidos musculo-esqueléticos normais co-
mo indicado (figura 2B). Os perfis de expressdo indicam que o Agc1 é alta-
mente expresso em ambos, no tecido da cartilagem quando comparado ao
tecido de tenddo normal, e no tecido do tenddo superusado quando compa-
rado ao tecido do tenddo normal.

A figura 3 mostra perfis de expressao de genes para Sox9 (caixa
9 do grupo de alta mobilidade do tipo sry), em tenddes superusados (figura
3A) durante quatro semanas usando chips de gene Affymetrix RAE2302,0.
Os niveis de expressao dos genes de Sox9 foram também medidos em teci-
dos musculo-esqueléticos normais como indicado (figura 3B). Os perfis de
expressdo indicam que Sox9 é altamente expresso em ambos, no tecido da
cartilagem quando comparado ao tecido do tendado normal, e no tecido do
tendao superusado quando comparado ao tecido do tenséo normal.

A figura 4 mostra perfis de expressdo de genes para Cspg2
(versicano), em tenddes superusados (figura 4A) durante quatro semanas
usando chips de genes Affymetrix RAE230 2,0. Os niveis de expressao do
gene de versicano foram também medidos em tecidos musculo-esqueléticos
normais como indicado (figura 4B). Os perfis de expressao indicam que o
versicano é altamente expresso no tecido de cartilagem, quando comparado
do tecido de tenddo normal e tecido de tendao superusado, quando compa-
rado ao tecido de tenddo normal.

A figura 5 mostra perfis de expressao de gene para sulfato de
condroitina N-acetilgalactosaminiltransferase (CS-G al N AcT- 1) em tendbes
superusados (figura 5A) durante quatro semanas usando chips de genes
Affymetrix RAE230 2,0. A expressdo niveis de gene CS-GalNAcT-1 foi tam-
bém medida em tecidos musculo-esqueléticos normais como indicado (figura
5B). Os perfis de expressao indicam que o CS- GalNAcT-1 € altamente ex-
presso tanto no tecido da cartilagem, quando comparado ao tecido do ten-

dao normal e tecido de tendao superusado, e em tecido de tendao superu-
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sado quando comparado ao tecido de tendao normal.

A figura 6 mostra perfis de expressdo de genes para GalNT-1
(GalINTI-UDP-N-acetil-alfa-D-galactosamina: polipeptideo-N-acetilgalactosa-
miniltransferase 1) em tenddes superusados (figura 6A) durante quatro se-
manas usando chips de genes Affymetrix RAE230 2,0. Os niveis de expres-
sdo do gene de GalNT-1 foram também medidos em tecidos musculo-
esqueléticos normais, como indicado (figura 6B). O indice de perfis de ex-
pressdo indicam que o GalNT-1 é altamente expresso em tecido de tendao
superusado, quando comparado ao tecido de tenddo normal.

A figura 7 mostra perfis de expressao de genes para Hs3st1 (sul-
fato de heparano (glucosamina) 3-O-sulfotransferase 1) em tendoes superu-
sados (figura 7A) durante quatro semanas usando chips de gene Affymetrix
RAE230 2,0. Os niveis de expressdo do gene Hs3st1 foram também medi-
dos em tecidos musculo-esqueléticos normais como indicado (figura 7B). Os
perfis de expressao indicam que o Hs3st1 é altamente expresso em tendao
superusado quando comparado ao tendao normal e em tecido de cartilagem,
qguando comparado ao tecido de tenddo normal.

BREVE DESCRICAO DAS SEQUENCIAS
As sequéncias de nucleotideos e aminoacidos de CS-GalNAcT-1

estdo disponiveis em Genbank sob os numeros de acesso a seguir: seres
humanos (NM_018371); camundongo (N M_172753); e rato (XIVL224757).

As sequéncias de nucleotideos e aminoéacidos de CS-GalNAcT-2
estdo disponiveis em Genbank sob os numeros de acesso a seguir: seres
humanos (NM_018590); camundongo (NM_030165); e rato (XM_232316).

As sequéncias de nucleotideos e aminoacidos de GalNT-1 estao
disponiveis em Genbank sob os nimeros de acesso a seguir. seres huma-
nos (NM_020474); camundongo (NM_013814); e rato (NM_124373).

As sequéncias de nucleotideos e aminoacidos de agrecano es-
tao disponiveis em Genbank sob os numeros de acesso a seguir: seres hu-
manos (NM_001135); camundogo (NM_007427); e rato (NM_022190).

As sequéncias de nucleotideos e aminoacidos de Col2a1 estdo

disponiveis em Genbank sob os numeros de acesso a seguir: seres huma-
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nos (NM_001844); camundongo (NM_031163) e rato (NM_012929).

As sequéncias de nucleotideos e aminoacidos de Sox9 estédo
disponiveis em Genbank sob os nimeros de acesso a seguir: seres huma-
nos (NM_000346); camundongo (NM_011448); e rato (XM_343981).

As sequiéncias de nucleotideos e aminoacidos de versicano es-
tao disponiveis em Genbank sob 0s numeros de acesso a seguir: seres hu-
manos (NM_004385); camundongo (XM_488510) e rato (XM_215451).

| As sequéncias de nucleotideos e aminoacidos de sulfato de he-
parano (glucosamina) 3-0-sulfotransferase 1 estéo disponiveis em Genbank
sob 0s nimeros de acesso a seguir: seres humanos (NM_005114), camun-
dongo (NML.010474), e rato (NM_053391). |
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
A presente invengdo prové métodos para tratar a tendinopatia

pela redugdo da atividade de uma ou mais moléculas envolvidas na forma-
¢ao da cartilagem e/ou fibrocartilagem em tecidos de tendao.

Para a presente invengao ser mais prontamente compreendida,
certos termos sao primeiro definidos. Definigdes adicionais sdo estabeleci-
das através de descricdo detalhada da invengéo.

Como usado aqui a seguir, o termo "tendinopatia” inclui todas
as patologias que surgem em ou ao redor de tenddes, incluindo, mas nao
limitado a, tendinites, tendonites, tendinoses, paratendinites, tenossinovites,
lesdo e trauma de superuso do tendao, perintendinites, e paratenonites.

Como usado aqui a seguir, o termo "defeito de tendao" refere-se a
qualquer disturbio no tendao incluindo, mas nao limitado a, tendinopatia.

Como usado aqui a seguir, o termo "tendao danificado" refere-se
a um tecido de tendao que sofre de tendinopatia ou de um defeito de tendao.

Como usado aqui a seguir, o termo tendao "superusado” refe-
re-se a um tendao que esta sofrendo de defeito de tendédo ou tendinopatia
como resultado de superuso, ao contrario do trauma direto.

Como usado aqui a seguir, 0 termo "paciente” ou "sujeito" re-
fere-se a qualquer pessoa ou animal que é suscetivel, sofre de ou esta em
processo de recuperagdo de um defeito de tendao e esta com necessidade
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de tratamento.

Como usado aqui a seguir, o termo "tendinite" refere-se a ten-
donite (uma ortografia alternativa), tendinopatia, ou inflamagéo do tendao.

Como usado aqui a seguir, o termo "tendinose" refere-se a ten-
dinopatia ou qualquer condicdo degenerativa em que microrrompimentos
ocorrem no tenddo que enfraquecem o tendao, geralmente causando dor,
rigidez e perda da resisténcia.

Como usado aqui a seguir, o termo "lesao de tendéo" refere-se
a tendinopatia ou qualquer condigdo em que o tecido do tendao torna-se de-
feituoso ou degenerativo.

Como usado aqui a seguir, o termo "molécula pequena" inclui
qualquer por¢édo quimica ou outra, que nao sdo polipeptideos e acidos nu-
cléicos, que podem atuar para afetar os processos biologicos.

Como usado aqui a seguir, os termos "tratar" ou "tratamento”

referem-se a qualquer administragdo ou aplicagdo de remédios para doenca

“em um mamifero, incluindo um ser humano, e inclui a inibicdo da doenga.

Inclui interromper o desenvolvimento da doenga e aliviar e doenga, tal como
causando a regresséo ou restaurando uma perda, falta ou fungéo defeituosa,
ou estimulando um processo ineficaz.

Como usado aqui a seguir, o termo "atividade" refere-se a fun-
¢ao biolégica de uma enzima ou uma proteina que pode ser inibida, reduzi-
da, ou interferida por varios meios.

Como usado aqui a seguir, 0 termo "atividade enzimatica" refe-
re-se a uma ou mais atividades fisiolégicas, cataliticas, reguladoras ou enzi-
maticas associadas a uma enzima.

Como usado aqui a seguir, o termo "quantidade eficaz" significa
a quantidade total de cada inibidor da presente invengao que é suficiente
para mostrar um beneficio significativo para o paciente, isto é, a cura da ten-
dinopatia ou 0 aumento na taxa de cura e melhoria dos sintomas.
|. Os Componentes de Tendao e Cartilagem

O tend3do é composto de uma hierarquia ordenada de colageno
tipo |, que é dispersa em pequenas quantidades de colageno tipo Ill, tendci-
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tos tipo Fibroblastos, e fibrocondrécitos tipo condrdcito. O colageno tipo | &
acondicionado em fibras de colageno densas, que provém o tenddo com
forca e firmeza, enquanto ele é esticado e puxado pelos musculos acopla-
dos. Em contraste, a cartilagem é composta de colageno tipo Il e proteogli-
canos, e é projetada para suportar a compressao, ndo tensao. A fibrocartila-
gem é uma mistura de tecidos de tendado e cartilagem, e é principaimente
encontrada na interface entre tendao e osso. A formagao de cartilagem e
fibrocartilagem dentro de um tendao é prejudicial a fungdo do tendéo 'porque
ele rompe as fibras do colageno do tipo | acondicionadas firmemente e reduz
a resisténcia a tragao do tenddo. Dessa maneira, os métodos da invengao
podem ser empregados para prevenir ou reduzir a formagéo de cartilagem e
/ ou fibrocartilagem em tecido de tendao danificado ou lesionado.

Uma indicagdo de formacgao de cartilagem em tend&o € a pre-
sencga de niveis de proteoglicanos aumentados no tecido, muitas vezes de-
tectada pela presenca das cadeias laterais de glicosaminoglicano (GAG) de
proteoglicanos. Proteoglicanos sdo uma familia de glicoproteinas caracteri-
zada por uma proteina de nucleo que tem uma ou mais cadeias lineares de
GAG, que sdo feitas da repeticdo de unidades de dissacarideos. Proteogli-
canos de sulfato de condroitina, tais como agrecano e versicano, Sao especi-
ficos da cartilagem. O agrecano é o componente estrutural principal da carti-
lagem e é responséavel pela forga compressora e elasticidade da cartilagem.
A hidratagdo e agregagao de moléculas de agrecano criam um gel viscoso -
que absorve a carga compressora em tecidos de cartilagem. Watanabe et
al., J. Biochem 124(4):687-93 (1998). Outros proteoglicanos presentes no
tecido da cartilagem incluem proteoglicanos de sulfato de heparano, tais co-
mo, por exemplo, sindecano 3 (syn-3). Kirn-Safran et al., Birth Defects Res
72(Part C):69- 88 (2004).

Il. Moléculas que Promovem Cartilagem e Fibroformacao de cartilagem

A invengdo esta baseada, em parte, na descoberta de que a ex-
pressdo de genes especificos de cartilagem (por exemplo, agrecano, versi-
cano, e colageno tipo Il) aumenta em tenddes lesionados. Esse resultado,
usando perfis de expressao de genes obtidos em um modelo de superuso de
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tendao de rato descrito em Soslowsky et al., J Shoulder Elbow Surg. 9:79-
84 (2000), sugere que o tendao lesionado é convertido em fibrocartilagem
como um resultado do superuso.

A invengdo é também baseada, em parte, na descoberta de que
a expressdo de enzimas envolvidas na sintese de glicosaminoglicano (GAG)
cadeias laterais de proteoclicanos especificos de cartilagem, é aumentada
nos tenddes de superuso. A descoberta de que enzimas especificas de carti-
lagem sao reguladas a montante em tenddes danificados, prové um meca-
nismo para a acumulagdo de GAGs observada em tenddes gravemente da-
nificados. Khan et al., Sports Med 27:393-408 (1999) e Tallon et al., Med Scl
Sports Exerc 33(12):1983-90 (2001). Esses niveis de GAG aumentados indi-
cam que niveis de proteoglicanos tais como agrecano, versicano, € syn-3
aumentam em tenddes danificados. Dessa maneira, a tendinopatia pode ser
tratada prevenindo a acumulagdo de proteoclicanos especificos de cartila-
gem, reduzindo a atividade das enzimas responsaveis pela produgao desses
proteoglicanos.
A. Moléculas que Promovem a Formacdo de Cartilagem sdo Reguladas a

Montante em Tendinopatia

O sistema Affymetrix GeneChip® foi usado para identificar dife-
rencas em expressao de genes entre tenddo normal e tenddo submetido a
um protocolo de superuso. Os perfis de expressdo de genes renderam mais
de 400 genes que sao diferencialmente regulados no tendao superespinhal
apos o superuso. Por 4 semanas de superuso, 107 genes foram regulados a
montante e 27 genes foram infra-regulados. Alguns dos genes mais altamen-
te supra-regulados sdo genes especificos de cartilagem, incluindo cadeia de
colageno alfa-1 do tipo 2 (Col2a1), Sox9, versicano, e agrecano. Outros ge-
nes supra-regulados incluem aqueles envolvidos na formagdo de cadeias
laterais de GAG em proteoglicanos de cartilagem, incluindo CS-GalNAcT-1 ,
GaINT-1 , e Hs3st1. Com base nesses resultados, € provavel que essas
préprias moléculas, ou outras moléculas responsaveis pela iniciagao ou ma-
nutengdo da atividade dessas moléculas ou expressao dos genes que codifi-

cam essas moléculas, podem estar envolvidas na formagéao de cartilagem
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e/ou fibrocartilagem em tenddes de superuso. Essas moléculas podem inclu-
ir enzimas, fatores de transcri¢ao, e fatores de transdugéo de sinal, como
listado abaixo:

1. Enzimas .

Um método para inibir a produgdo de cartilagem ou fibrocartila-
gem no tecido do tendao é inibir a expressao ou atividade das enzimas en-
volvidas na sintese de proteoglicanos. Para uma lista completa de enzimas
envolvidas na sintese da cadeia de GAG de proteoglicanos, vide Silbert et
al., IUBMB Life 54:177-186 (2002) e Sugahara et al., [IUBMB Life 54:163-175
(2002). Essas enzimas incluem proteinas cuja expressdo € aumentada em
tenddes de superuso (Exemplo 1). Dessa maneira, uma modalidade da in-
vengao envolve inibir a expressdo ou atividade de qualquer uma das enzi-
mas a seguir:

CS-GalNAcT-1 e CS-GalNAcT-2 (EC 2.4.1.174 e EC 2.4.1.175),
envolvidas na iniciagcdo e alongamento de cadeias laterais GAG de sulfato
de condroitina. CS- GalNAcT-1 é envolvida na iniciagdo e alongamento de
GAGs de condroitina, enquanto que CS-GalNAcT-2 é envolvida no alonga-
mento daquelas mesmas GAGs de condroitina. Para uma descrigao deta-
lhada dessas enzimas, por favor vide Uyama et al., J. Biol. Chem,
277(11):8841 -8846 (2002); Gotoh et al., J. Biol. Chem. 277(41 ):38189-
38196 (2002); Sato et al. J. Biol. Chem. 278(5) :3063-3071 (2003); Uyama et
al., J. Biol. Chem. 278(5) :3072-3078 (2003).

UDP-D-xilose: proteina do nucleo B-D-xilosiltransferase (EC
2.4.2.269), envolvida na adi¢do da porgéo inicial de Xyl sobre uma proteina
do nucleo de proteoglicano, uma das primeiras etapas da sintese de cadeia
lateral de GAG.

Transferases de Gal (EC 2.4.1.133 e EC 2.4.1.134), envolvidas
na adigdo de residuos de galactose sobre a por¢gdo Xyl das novas cadeias
lateriais de GAG.

Transferases de GIcA (EC 2.4.1.135, EC 2.4.1.226, e EC
2.4.1.225), envolvidas na adigdo de porgdes de GIcA sobre residuo de ga-
lactose de novas cadeias laterais de GAG.
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Transferases de GlcNAc (EC 2.4.1.223 e EC 2.4.1.224), envolvi-
das na adigdo de porgdes de GIcNAc para as porgdes de GalNAc de sulfato
de condroitina GAGs adicionada pelas enzimas CS-GalNAcT.

Sulfotransferases (EC 2.8.2.5 e EC 2.8.2.1), envolvidas na trans-
feréncia de GAGs de residuos de sulfato em sulfato de condroitina.

Sintases de sulfato de condroitina (EC 3.1.6.4 e EC 3.1.6.12),
envolvidas na adig¢éo inicial de residuos de sulfato para GAGs de sulfato de
condroitina.

GalNT-1 (E.C.2.4.1.41) cataliza a primeira etapa na formagéo de
cadeias laterais de oligossacarideos O- ligados em glicoproteinas. White et
al., J Biol Chem 270(41 ):24156-65 (1995).

Hs3st1 (EC 2.8.2.23) cataliza a adi¢gdo de residuos de sulfato
sobre GAGs de sulfato de heparano. Shworak et al., J Biol Chem 272(44):
28008-19 (1997).

Inibir a atividade de qualquer uma dessas enzimas, seja direta
ou indiretamente, reduzira a formagao de proteoglicanos. Os métodos para
inibicdo dessas enzimas sao discutidos abaixo.

2. Expressao de Gene

Um método alternativo para prevenir a formagao de cartilagem e
/ ou fibrocartilagem é prevenir a expressdo de proteinas especificas de carti-
lagem no tecido do tendd@o danificado, quer direta ou indiretamente. Por e-
xemplo, a expressdo de versicano ou agrecano, proteoclicanos especificos
de cartilagem, pode ser reduzida por diversos métodos de transcrigao ou
tradugdo dos genes que codificam agrecano ou versicano, ou previnem a
expressao ou fungdo de fatores de transcrigdo envolvidos na expressao dos
genes de agrecano ou versicano que teriam o resultado de prevenir a trans-
cricao desses genes.

Quando praticar a invengao, é importante invengédo garantir que
a inibicdao de fatores especificos da cartilagem seja localizada para o tendao
danificado, porque muitos fatores especificos da cartilagem, incluindo prote-
oglicanos e colageno tipo Il, sdo elementos importantes da cartilagem articu-

lar funcional e outros tecidos.
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Um método para inibir a formagéo de cartilagem e / ou fibrocarti-
lagem no tecido do tenddo € inibir a atividade ou expressdo de proteinas
ndo-enzimaticas envolvidas na expressao de proteinas estruturais da cartila-
gem. Inibindo a expressao ou atividade desses genes, a pessoa pode indire-
tamente inibir a expressdo das proteinas que constituem a cartilagem e/ou
tecido da fibrocartilagem. Proteinas envolvidas na expressdo de proteinas
estruturais da cartilagem incluem, mas nao estao limitadas a Sox9.

Outros métodos para inibir a formagao de cartilagem ou fibrocar-
tilagem no tecido do tenddo envolvem inibir diretamente a expressédo (ao
contréario da atividade) das principais proteinas estruturais da cartilagem, tais
como, por exemplo, agrecano, versicano, colageno do tipo Il. Os genes a
seguir foram descoberto como sendo supra-regulados no tecido do tendao
danificado e sao ligados a formagao de cartilagem.

a) Sox9 -

Sox9 (estojo 9 do grupo de mobilidade alta do tipo sry) € um fa-
tor de transcrigdo envolvido no desenvolvimento de cartilagem. Sox9 é ex-
presso em condrdcitos, coincidindo com a expressdo do gene de colageno
alfa 1 (ll) (Col2a1). Sox9 regula a condrogénese ativando ou aumentando a
transcrigdo de genes que expressam as protéinas da estrutura da cartilagem
tais como o colageno do tipo Il. Shum et al., Arthritis Res. 4(2):94-106
(2002); Bi et al., Nat. Genet. 22(1):85-9 (1999).

b) Col2at

Col2a1 codifica a cadeia alfa 1 do colageno tipo Il, o principal
componente da cartilagem. Cheah et al., Proc Natl Acad Sci U S A
82(9):2555-9 (1985).
¢) Agel

Agc1 codifica a proteina do nucleo do proteoglicano agrecano,
Doege et al., Extracellular Matrix Genes (Sandel, L J.; Boyd, C. D., eds.) A-
cademic Press (New York) 137-152 (1990). Como usado aqui a seguir, 0
termo "agrecano" refere-se a um grande proteoglicano especifico dos teci-
dos da cartilagem. O agrecano é composto de um nucleo de proteina reves-
tido com numerosas porgoes de GAG de sulfato de condroitina. O agrecano
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é o principal componente estrutural da cartilagem e é capaz de ligar a aguae

formar uma substancia viscosa do tipo gel. Essa hidratagdo prové o tecido
da cartilagem com sua elasticidade e forga compressora.
d) Cspg2

Cspg?2 codifica a proteina do nucleo do proteoglicano versicano.
O versicano e outro proteoglicano grande com numerosas cadeias laterais
de sulfato de condroitina. Como o agrecano, o versicano liga a agua e forma
um gel viscoso que aumenta a resisténcia e elasticidade do tecido. Knudson
et al., Sem Cell Dev Biol 12:69-78 (2001).
B. Tratamento de Tendinopatia por Inibicdo de Moléculas Que Promovem a

Formacao de Cartilagem

A invengdo prové métodos para tratamento ou prevengao de
tendinopatia reduzindo a expressdo e/ou atividade das moléculas listadas
acima. A invencgdo ainda prové métodos de administrar um inibidor das mo-
léculas listadas acima para tratar ou prevenir a tendinopatia.

1. Estratégia de Tratamento

A inven¢do do momento é baseada, em parte, na descoberta de
que os niveis de expressdo dos genes que codificam agrecano, versicano,
Sox9, colageno tipo Il, CS-GalNAcT-1, GaINT-1 , e HS3st1 sdo aumentados
significativamente nos tecidos do tenddo superusado quando comparados
aos tecidos de controle (figuras 1-7). Esse resultado indica que a expressao
de enzimas aumentada, ou outras moléculas envolvidas na via da sintese de
proteoglicanos leva a conversao do tecido do tenddo lesionado em cartila-
gem e / ou fibrocartilagem. Dessa maneira, em uma modalidade, a invengao
inclui métodos para tratar a tendinopatia que compreendem reduzir a forma-
¢ao de cartilagem e/ou fibrocartilagem no tecido do tendéo, inibindo a ativi-
dade, expressdo, ou acumulagdo de enzimas ou outras moléculas envolvi-
das na sintese de cartilagem e/ou fibrocartilagem.

Inibidores que podem bloquear a atividade das enzimas ou de
outras moléculas envolvidas em formagao de cartilagem ou fibrocartilagem
no tenddo sdo Uteis na invencgdo. Inibidores uteis nos métodos da invengéao
s&o opcionalmente glicosilados, peguilados, ou ligados a outro polimero nao-
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proteinaceo. Os inibidores podem ser modificados para ter um padréo de
glicosilagao alterado (isto &, alterado a partir do padrao de glicosilagdo origi-
nal ou nativo). Como usado aqui a seguir, "alterado” significa ter uma ou
mais por¢des de carboidrato adicionadas ou deletadas, e / ou ter um ou mais
sitios de glicosilagdo adicionados ou deletados quando comparado ao inibi-
dor original. A adigdo de sitios de glicosilagdo para os inibidores pode ser
realizada pela alteragdo da sequéncia de aminoacidos para conter sequén-
cias de consenso dos sitios de glicosilagdo bem-conhecidas na técnica. Ou-
tros meios de aumentar o numero de porgoes de carboidratos é acoplando
glicosideos quimicos ou enzimaticos aos residuos de aminoacidos do inibi-
dor. Esses métodos sdo descritos em WO 87/05330, e em Aplin et al., Crit
Rev Biochem 22:259-306 (1981 ). A remogdo de quaisquer porgdes de car-
boidratos presentes no substrato pode ser realizada quimicamente ou enzi-
maticamente como descrito por Sojar et al., Arch Biochem Biophys 259:52-
57 (1987); Edge et al., Anal Biochem 118:131 -137 (1981); e por Thotakura
et al., Meth Enzymol 138:350-359 (1987).

Inibidores de proteinaceos e nao-proteinaceos incluindo, por e-
xemplo, peptideos, moléculas pequenas e acidos nucléicos, podem ser tam-
bém usados nos métodos da invengéo.

a) Peptideos e Moléculas Pequenas

Inibidores Uteis nos métodos da invengdo incluem peptideos e
moléculas organicas pquenas, e moléculas inorganicas pequenas. Esses -
peptideos e moléculas pequenas incluem inibidores de ocorréncia natural
sintéticos e purificados. Os métodos para identificar peptideos e moléculas
pequenas que especificamente alvejam uma proteina de interesse sdo bem-
conhecidos na técnica. Por exemplo, peptideo e/ou bibliotecas de moléculas
pequenas podem ser rastreados para inibigado das proteinas alvo, tais como,
por exemplo, CS-GalNAcT-1 , CS- GalNAcT-2, GalNT-1, e / ou Sox9, usan- |
do um ensaio da fungao enzimatica e/ou biolégica da proteina alvo. Em outra
modalidade, a molécula pequena e/ou as bibliotecas de peptideos podem
ser rastreadas em um ensaio ligando radioligante competitivo de uma protei-
na alvo, tal como CS-GalNAcT-1, CS-GalNAcT-2, GaINT-1 , e/ou Sox9, com
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seus substratos ou ligantes.

Alternativamente, ensaios baseados na transferéncia de energia
de ressonancia fluorescente (FRET), tais como o ensaio de FRET de Reso-
lugdo por Hora (TR-FRET), podem ser usados para identificar um inibidor.
Em uma modalidade exemplar, a proteina do nicleo de um proteoglicano é
rotulada com um marcador His ou GST e um anticorpo anti-His ou GST aco-
plado ao Europium, um fluoréforo, é usado para rotular a proteina. Alternati-
vamente, a proteina do nucleo é rotulada nao-especificamente com Europi-
um sobre residuos de lisina ou cisteina. A molécula doadora de agucar é
rotulada com Cy5, um corante fluorescente. Uma lista de moléculas de doa-
dores e aceitantes Uteis nesse ensaio pode ser encontrada na Tabela | de
Uyama et al., J Biol Chem 278(5):3072-78 (2003).

As moléculas de doador e aceitante sdo combinadas em propor-
¢des diferentes, com e sem a enzima alvo. O ensaio de TR-FRET ¢ realiza-
do excitando o sistema a 340 nm, medindo a emissédo de Europium e Cy5 a
615 e 665 nm, respectivamente, e calculando a proporgdo de emisséo de
Cy5 para a emissao de Europium.

Quando ndo ha enzima presente, as moléculas doadoras e acei-
tantes ndao entram em proximidade estreita umas com as outras, e nao existe
extincdo da forescéncia individual das moléculas de Cy5 e Europium, resul-
tando em uma proporgéo a nivel de linha de base. Quando a enzima alvo é
adicionada ao sistema de ensaio, a molécula doadora de agucar é transferi-
da para a proteina aceitante, e a fluorescéncia do sistema é extinguida. A
relacdo de Cy5 para a florescéncia de Europium aumenta com a quantidade
de moléculas de agucar transferida até um maximo.

Para identificar inibidores da enzima alvo, peptideos ou molécu-
las pequenas sdo adicionadas ao sistema de ensaio. Quando um composto
de teste é capaz de inibir a transferéncia do agucar para a proteina, a extin-
¢ao da fluorescéncia diminui. Se o composto de teste € capaz de inibir 100%
da atividade de transferéncia da enzima, a proporgao de missao de Cy5 para
emissdo de Europium esta em niveis da linha de base. Compostos que ini-
bem pelo menos 50% da atividade da enzima nesse ensaio sao depois ava-
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liados em sistemas baseados em células para avaliar sua capacidade para

reduzir a sintese de GAG (descrita abaixo).

A invengao também prové o uso de ensaios de rastreamento
adicionais, por exemplo ensaios secundarios e terciarios, para ainda identifi-
car o efeito de tais moléculas sobre a morfologia do tendao, por exemplo,
usando os ensaios descritos em detathes acima.

b) Mutantes Negativos Dominantes

Em certas modalidades da invencgdo, as proteinas CS-GalNAcT-
1, CS- GalNAcT-2, GalNT-1 , Hs3st1 , ot Sox9 mutantes podem ser usadas
como inibidoras nos métodos da inveng¢ao. Por exemplo, uma variante de
ocorréncia natural, ou um homaélogo mecanico que tem efeito negativo domi-
nante sobre a atividade das moléculas mencionadas acima, tanto in vivo e in
vitro, podem ser usados nos métodos da invengao.

c) Acidos Nucléicos

Os acidos nucléicos que podem bloquear a atividade das molé-
culas alvo listadas acima, sao uteis nesta invengado. Tais inibidores podem
codificar proteinas que interagem com, por exemplo, CS-GalNAcT-1 , CS-
GalNAcT-2, GaINT-1 , Hs3st1 , ou Sox9. Alternativamente, tais inibidores
podem codificar proteinas que podem interagir com substratos ou ligantes da
molécula alvo (tal como GalNAc) e podem ser eficazes nos métodos da in-
vengao, se as proteinas codificadas bloquearem a ligagdo da molécula alvo
para seu substrato ou ligante, ou se elas bloquearem a atividade do substra- -
to ou ligante apds a ligagdo da molécula alvo. Inibidores, naturalmente, po-
dem codificar proteinas que interagem com a molécula alvo e seu substrato
ou ligante a0 mesmo tempo. Tais acidos nucléicos podem ser usados para
expressar, por exemplo, inibidores de CS-GalNAcT- 1 , CS-GalNAcT-2,
Hs3st1 , GalNT-1, ou Sox9 para uso nos métodos da invengao.

Os métodos da invengao também abrangem o uso de moléculas
de RNA interferente ("RNAi"), incluindo, mas nao limitado a, RNAs de pe-
quena interferéncia (siRNA), RNAs de grampo curto (shRNA), e RNA rastre-
ada de duplo curto (sdsRNA), para reduzir a expressao de qualquer uma das
moléculas listadas acima ou seus parceiros de ligagao de proteinas. A RNAI
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pode ser iniciada pela introdugdo de moléculas de &cido nucléico, por exem-
plo agentes que interferem em siRNAs RNA de intereferéncia curta sintética,
para inibir ou silenciar a expressao de genes alvo. Vide, por exemplo, Paten-
te Norte Americana Publicagdes Nos. 2003/0153519 e 2003/01674901 , Pa-
tente Norte Americana Nos. 6.506.559, e 6.573.099.

O siRNA pode ser quimicamente sintetizado, produzido por
transcri¢do in vitro, ou produzido dentro de uma célula hospedeira. Tipica-
mente, um siRNA tem pelo menos 15-50 nucleotideos de comprimento, por
exemplo, 20, 21 , 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, ou 30 nucleotideos de com-
primento. O siRNA pode ser um RNA duplo rastreado (dsRNA) de cerca de
15 a cerca de 40 nucleotideos de comprimento, por exemplo, cerca de 15 a
cerca de 28 nucleotideos de comprimento, incluindo cerca de 19, 20, 21, ou
22 nucleotideos de comprimento, e podem conter um a 3' e/ou 5' inversos
em cada filamento tendo de cerca de 0, 1, 2, 3, 4, 5, ou 6 nucleotideos. O
siRNA pode inibir um gene alvo silenciando os transcritos. Preferivelmente o
siRNA é capaz de promover a interferéncia do RNA através de degradagao
ou silenciamento de genes pds-transcritos especificos (PTGS) do RNA men-
sageiro alvo.

Os siRNAs usados nos métodos da invengdo também incluem
RNAs de grampo pequeno (shRNAs). Os shRNAs sdo compostos de um
pequeno (por exemplo cerca de 19 a cerca de 25 nucleotideos) filamento
antisentido, seguido por um loop de nucleotideo de cerca de 5 a cerca de 9
nucleotideos, e o filamento de sentido analogo. Alternativamente, o filamento
de sentido pode preceder a estrutura de loop do nucleotideo e o filamento
antisentido pode seguir. Esses shRNAs podem estar contidos em plasmi-
deos e vetores virais.

A regido alvejada das moléculas siRNA pode ser selecionada a
partir de uma dada sequéncia alvo. Por exemplo, seqiiéncias de nucleoti-
deos podem comegar a partir de cerca de 25-100 nucleotideos a jusante do
codon de partida. As sequéncia de nucleotideos pode conter 5' ou 3' regides

‘ndo traduzidas, como também regides préximas do cédon de partida. Méto-

dos para o projeto e preparagdo de moléculas de siNRA sédo bem-
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conhecidos na técnica, incluindo uma variedade de regras para selecionar
seqiiéncias como reagentes de RNAi. Vide, por exemplo, Boese et al., Me-
todos Enzymol 392:73-96 (2005).

O siRNA pode ser produzido usando técnicas padrao como des-
crito em Hannon et al., Nature 418:244-251 (2002); McManus et al., Nat Re-
views 3:737-747 (2002); Heasman et al., Dev Biol 243:209-214 (2002); Stein
et al., J Clin Invest, 108:641 -644 (2001); e Zamore et al., Nat Struct Biol 8
(9): 746-750 (2001 ). Os siRNAs preferidos séao 5' fosforiladas.

Os inibidores de siRNA podem ser usados para alvejar, por e-
xemplo, CS-GalNAcT-1 , CS-GalNAcT-2, GalNT-1 , Hs3st1 , Sox9, Agd ,
Cspgi , ou Col2a1, ou outras moléculas listadas acima, como também subs-
tratos ou ligantes.

Os acidos nucléicos podem ser obtidos, isolados, e / ou purifica-
dos a partir de seu ambiente natural, em forma substancialmente pura ou
homogénea. Sistemas para clonagem e expressdo de um polipeptideo em
uma variedade de células hospedeiras diferentes sdo bem-conhecidos. Célu-
las hospedeiras apropriadas incluem bactaria, célula de mamiferos, levedu-
ra, e sistemas de baculovirus. As linhas de células de mamiferos disponiveis
na técnica para expressao de um peptideo heterélogo incluem, por exemplo,
células de ovario de hamster chinés, células Hela, células de rim de hams-
ter recém-nascido, células de melanoma de camundongo NSO e muitas ou-
tras. Para outras células apropriadas para produzir proteinas de acidos nu-
cléico, vide Gene Expression Systems, Eds. Fernandez et al., Academic
Press (1999). As moléculas de RNAi podem ser quimicamente sintetizadas
ou expressas a partir de sequéncias de DNA codificadas as seqiiéncias de
siRNA ou shRNA.

Para a produgdo de mutantes negativos dominantes das molécu-
las listadas acima, podem ser escolhidos ou construidos vetores apropria-
dos, contendo sequéncias reguladoras apropriadas, incluindo sequéncias
promotoras, sequéncias terminadoras, sequéncias de poliadenilagdo, se-
quéncias intensificadoras, genes de selecao ou marcadores e outras se-

quéncias como apropriado. Os vetores podem ser plasmideos ou virais, por
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exemplo, bacteriéfago, ou fagemideo, como apropriado. Para detalhes adi-
cionais vide, por exemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Sam-
brook et al., 2nd ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989). Muitas
técnicas e protocolos conhecidos para a manipulag@o de &cido nucléico, por
exemplo, na preparagéo de construtos de &cido nucléico, mutagénese, se-
qlienciamento, introdugdo de DNA em células e expresséo de genes, e ana-
lise de proteinas, sdo descritos com detalhes em Current Protocols in Mole-
cular Biology, Eds. Ausubel et al., 2nd ed., John Wiley & Sons (1992).

Um &cido nucléico pode ser fundido a outras seqiiéncias codifi-
cando seqUiéncias de polipeptideos adicionais, por exemplo, sequéncias que
funcionam como um marcador ou relator. Exemplos de genes marcadores
ou relatores incluem lactamase, cloranfenicol acetiltransferase (CAT), ade-
nosina de aminase (ADA), aminoglicosideo fosfotransferase (responsavel
pela resisténcia & neomicina (G418)), diidrofolato reductase (DHFR), higro-
micin-B-fosfotransferase (HPH), timidina cinase (TK), lacZ (codificando -
galactosidase), xantina guanina fosforibossiltransferase (XGPRT), luciferase.
Muitos outros sdo bem-conhecidos na técnica.

2. Inibicdo da Atividade Enzimatica

Em particular as modalidades da inveng¢éo, os métodos para tra-
tamento de tendinopatia compreendem reduzir, inibir ou infra-regular a ativi-
dade de enzimas envolvidas na biossintese de proteoglicanos, tais como
aquelas envolvidas na adigdo de sulfato de condroitina de GAGs para agre-
cano e / ou versicano. Essas enzimas incluem, por exemplo, CS-GalNAcT-1
, CS-GalNAcT-2, UDP-D-xilose: proteina de nucleo B-D-xilosiltransferase,
Gal transferases, GIcA transferases, GIcNAc transferases, sulfotransferases,
sintese de sulfato de condroitina, Hs3st1 , e GaINT-1.

Em uma modalidade exemplar, a invengao inclui métodos para
reduzir, inibir ou infra-regular a atividade de CS-GalNAcT-1 , CS-GalNAcT-
2, GaINT-1, e / ou enzimas Hs3st1 em tenddes danificados. Em outras mo-
dalidades, a invengao inclui métodos para reduzir, inibir ou infra-regular a
atividade de Xyl transferase, Gal transferase, GIcA transferase, GalNAc
transferase, GIcNAc transferase, sulfotransferase, ou sintase de sulfato de
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condroitina em tenddes danificados. O peptideo ou inibidores de moléculas
pequenas descritos acima podem ser usados para praticar esses métodos.
a) Identificar Inibidores de Atividade de Enzima

A invengdo ainda compreende métodos de identificar e avaliar a
eficacia de agentes que podem atuar como inibidores de CS-GalNAcT-1 ,
CS-GalNAcT-2, GalNT-1 , Hs3st1 , Xyl transferase, Gal transferase, GIcA
transferase, GalNAc transferase, GIcNAc transferase, sulfotransferase, e/ou
sintase de sulfato de condroitina no tecido do tendao danificado.

Tais inibidores bloqueiam ou reduzem a atividade das enzimas
envolvidas na cartilagem ou formacido de fibrocartiagem no tendao. Esses
inibidores incluem substratos soltveis modificados, proteinas, moléculas pe-
quenas, e acidos nucléicos.

Os métodos de identificagdo de um agente para tratar tendinopa-
tia envolvem ensaiar o efeito de cada agente individual na atividade da en-
zima, interagdo da proteina alvo, ou interagdo proteina-proteina das enzimas
listadas acima. Vérios ensaios in vivo ou in vitro podem ser usados para
determinar a eficacia de um inibidor para tratar a tendinopatia. Em uma mo-
dalidade exemplar, as moléculas pequenas séo avaliadas in vitro por sua
utilidade terapéutica potencial ensaiando sua capacidade de afetar, por e-

xemplo, a atividade da enzima, ligagéo alvo ou interagdes proteina-proteina

das enzimas listadas acima através de um método do tipo rastreamento de
produtividade operacional alta (HTS):

Em um ensaio de HTS tipico, o efeito inibidor de um composto
candidato, por exemplo, na atividade da enzima, ligagdo ligante-receptor e
os similares, pode ser medido pela comparagéo do ponto final do ensaio na
presenca de uma concentragédo conhecida do candidato para uma referéncia
que é realizada na auséncia do candidato; e / ou na presenca de um inibidor
composto conhecido. Geralmente, moléculas de corante convencional, fluo-
rescentes ou radioativas sdo usadas para monitorar o efeito do candidato
composto. Dessa maneira, por exemplo, um candidato composto pode ser
identificado que inibe a ligagdo de um ligante e seu receptor, ou que inibe a

atividade da enzima, diminuindo a renovac¢ao do processo enzimatico.
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Uma modalidade exemplar da presente invengdo prové um mé-
todo in vitro de identificacdo de um agente para tratar a tendinopatia com-
preendendo: (1) prover uma amostra de pelo menos um componente da a-
mostra selecionado do grupo que consiste em CS-GalNAcT-1 , CS-
GalNAcT-2, GaINT-1 , e Hs3st1 ; (2) combinar o componente de amostra
com pelo menos um agente de teste; (3) medir a atividade do componente
de amostra em resposta ao agente de teste; e (4) determinar se o agente de
teste inibe a atividade do componente de amostra.

Em uma modalidade exemplar, um método in vitro de identifica-
¢do de um agente para tratar tendinopatia envolve tratar um explante de car-
tilagem, uma cultura de pélete de condrdcito primario, ou um linha de células
de condrécito com uma proteina BMP-2 ou um adenovirus, expressando
uma proteina BMP-2. A BMP-2 estimula ECM e a sintese de GAG. Um com-
posto de teste é depois adicionado a cultura e o efeito do inibidor sobre a
sintese de GAG ¢ avaliada por mensuragdo de incorporagéo 35S nas cadei-
as laterais de GAG e/ou através do ensaio de DMMB. O efeito do composto
de teste sera comparado aos controles do veiculo apropriado.

Um ensaio in vivo de um inibidor de enzima potencial pode
compreender: (1) administrar um inibidor de teste repetidamente para um
mamifero (por exemplo, um rato Sprague-Dawley) durante um periodo de
pelo menos 2, 4, 6, ou 8 semanas; (2) submeter um mamifero a um protoco--
lo de corrida em declive a 17 m/min durante 1 h/dia, 5 dias/semana (Exem-
plo 1); e (3) determinar o efeito do inibidor sobre o tend&@o superespinhal por
ensaio de DMMB ou AB ou através do tragado do perfil de expressao de ge-
ne, em que uma diminuigdo da degeneragdo do tendao (por exemplo, anor-
malidades celulares e morfolégicas) é considerada para ser atribuida ao ini-
bidor, e indica que o inibidor é eficaz para tratamento de um disturbio dege-
nerativo do tendéo.

Devera ficar entendido que um inibidor de teste util nos métodos
da invengdo pode ser avaliado em um ou mais modelos animais de distur-
bios degenerativos de tendédo e/ou em seres humanos.

Varios ensaios para a atividade de mensuragdo da enzima na
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presenca de um inibidor in vivo e in vitro sdo conhecidos na técnica. E-
xemplos de alguns do ensaios usados mais freqientemente incluem espec-
trofotometria, espectrofluorimetria, dicroismo circular, procedimentos espec-
trofotométrico e espectrofiuorimétricos automatico, ensaios acoplados, titula-
¢do automatica de acido ou base, procedimentos radioativos, dete¢do Optica
livre de marcas, e ensaio de inibicdo de enzima. Em modalidades exempla-
res, a atividade da enzima de CS-GalNAcT-1 e/ou CSGalNAcT-2 é medida
como descrito em Uyama et al., J Biol Chem 277(11):8841 -46 (2002). Em
outra modalidade exemplar, a atividade da enzima de GalNT-1 é medida
como descrito em White et al., J Biol Chem 270 (41 ):24156-65 (1995).

Inibidores de enzima Uteis nos métodos da invengdo, por exem-
plo, podem interagir com as enzimas que eles inibem. Alternativamente, ini-
bidores podem interagir com um substrato de enzima (tal como GalNAc) ou
outros parceiros de ligagao, por exemplo. Inibidores podem reduzir ou e po-
dem ser eficazes na invengao se eles bloquearem a liga¢cao da enzima para
seu substrato e/ou se eles bloquearem a atividade do substrato depois da
ligagdo da enzima. Inibidores, naturalmente, podem interagir com a enzima e
um segundo fator, tal como seu substrato. A este repeito, os inibidores CS-
GalNAcT-1 , CS-GalNAcT-2, GaINT-1 , e/ou Hs3st1 incluem, por exemplo,
substratos soltveis modificados, outras proteinas (incluindo aquelas que se
ligam & enzima e / ou um subtrato de enzima), formas modificadas da enzi-
ma ou fragmentos das mesmas, propeptideos, peptideos, e miméticos de
todos esses inibidores.

Um inibidor de enzima pode, por exemplo, ser um inibidor direto
de enzima; fazer a ligagdo para, e neutralizar a atividade da enzima; diminuir
os niveis de expressdo de enzima; afetar a estabilidade ou converséo da
molécula precursora para a forma ativa, madura; interferir na ligagéo da en-
zima para um ou mais de seus substratos; ou pode interferir nas fungdes
intracelulares da enzima.

3. Inibicdo da Atividade do Fator de Transcricao

Inibidores de fatores de transcricao uteis nos métodos da inven-
¢éo podem inibir ou reduzir a atividade dos fatores diretamente através de
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ligacdo, ou indiretamente ao interferir nas suas interagdes proteina-proteina
e/ou propriedades de ligagdo. A esse respeito, inibidores de Sox9 podem
incluir ligantes soltveis modificados ou moléculas alvo, moléculas pequenas
e acidos nucléicos.

Ensaios para medir a atividade de Sox9 na presenca de um ini-
bidor in vivo e in vitro sdo conhecidos na técnica. Exemplos de alguns dos
ensaios mais freqlentemente usados para inibidores de Sox9 incluem o sis-
tema bihibrido de levedura, gene de reporter de luciferase; ensaios de PCR
para determinar os niveis de expressdo de genes especificos de condrdcito
(por exemplo, Col2a1 , Agd ) na presenca de um inibidor de Sox9 , analise
de western blot de Sox9 ou genes especificos de condrécito, transfecgao
transiente, ensaios de acetiltransferase de cloranfenicol (CAT) e analies de
northern-blot.

Vérios ensaios de interagdo proteina-proteina ou proteina-acido
nucléico, baseados na transferéncia de energia de ressonéncia de fluores-
céncia (FRET), podem ser utilizados para ensaiar os efeitos de inibidores
sobre as interagbes de Sox9 com seus parceiros de ligagdo. Por exemplo,
um pode usar o ensaio homogéneo de proximidade de luminescéncia ampli-
ada AlphaScreen™ (de PerkinEImer®) ou Trasferéncia de Energia de Res-
sonéncia de Bioluminescéncia (BRET™ de PerkinElImer®) que pode ser em-
pregado para realizar um ensaio in vitro para inibidores que interferem nas
interagoes de ligagao de Sox9.

Em uma modalidade, a presente invengdo prové um método pa-
ra um ensaio in vitro a fim de identificar um agente para tratar a tendinopatia
que compreende: (1) prover uma molécula alvo listada acima fundida a uma
molécula fluorogénica doadora; combinar a molécula alvo com um agente de
teste; (3) adicionar o parceiro de-ligagdo da molécula alvo fundido a uma
molécula fluorescente receptora; (4) medir os niveis de transferéncia de e-
nergia de fluorescéncia entre a molécula alvo e seu parceiro de ligagéo; e (5)
determinar se o agente de teste inibe a interagdo da molécula alvo com seu
parceiro de ligagéao.

Um inibidor pode interferir na ligagdo de uma molécula alvo para
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seu parceiro de ligagdo e subseqlentemente afetar os niveis de FRET entre
os dois. Por conseguinte, as mensuragdes de FRET podem ser usadas para
identificar inibidores de eficiéncia diversa. Uma vez identificado in vitro um
inibidor de uma molécula alvo, um teste in vivo adicional pode ser realizado
para determinar a eficacia e aplicabilidade do inibidor para prevenir a forma-
¢do de cartilagem e fibrocartilagem no tendéo.

4. Inibicdo de Expressdo de Proteina

Em outra modalidade, os métodos para tratar tendinopatia com-
preendem reduzir, inibir ou infra-regular a expressdo e/ou acumulagéo de
genes tais como CS-GalNAcT-1, CS-GalNAcT-2, GaINT-1, Hs3st1, Col2a1,
Cspgi, Agc1 e/ou Sox9, e seus polipeptideos ou proteinas codificadas. Com-
posi¢des Uteis para inibir a expressao desses genes incluem, por exemplo,
moléculas que interferem no RNA, que estdo descrita na Se¢do N(B)(1)(c)
acima.

Esses inibidores podem ser administrados de qualquer maneira,
porém em modalidades particulares, 0 DNA que expressa um inibidor de
RNAi é incorporado em um vetor de adenovirus, que é depois injetado em
um paciente com necessidade de reparo do tenddo. Em modalidades exem-
plares, a sequéncia de nucleotideos codificando o RNAi é posicionada a a
jusante de um promotor polll, como descrito em Wahdwa et al., Curr Opin
Mol Ther 6(4):367-72 (2004). Métodos para inserir SiRNA e shRNA em veto-
res de adenovirus sao bem-conhecidos na técnica e estdo descritos, por e- -
xemplo, em Krom et al., BMC Biotech 6(11):[e-published ahead of print]. Al-
ternativamente, o inibidor de RNAI é injetado diretamente no tecido do ten-
dao lesionado e transportado em células através de electroporagéo, como
descrito em Schiffelers et al., Arthritis & Rheumatism 52(4):1314-18 (2005).

5. Condicoes para Tendinopatia

Os métodos da invengdo podem ser usados para tratar ou pre-
venir uma tendinopatia em qualquer mamifero com necessidade de tal tra-
tamento, incluindo seres humanos, primatas, macacos, roedores, carneiros,
coelhos, cées, porcos da india, cavalos, vacas e gatos. Os disturbios que
podem ser tratados ou prevenidos incluem, por exemplo, tendinite, tendonite,
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tendinose, paratendinite, tenocinovite, lesdes por superuso do tendao, trau-
ma de tendao, perintendinite, paratenonite, e quaisquer outras condi¢des da
familia de condigdes de "tendinopatia”.

A tendinopatia pode ser causada por superuso e movimentos
repetidos, uma lesdo subita (variando de benigna até grave), uma degenera-
¢éo gradual ou por envelhecimento. A maioria das les6es de tendao consiste
em uma série de microrrompimentos de cura lenta (tendinose) que enfra-
quecem o tenddo, muitas vezes causando dor, rigidez e perda da resistén-
cia. As tendinopatias usualmente requerem diversas semanas de tratamen-
to, atividade reduzida ou modificada, e repouso. Voltar a usar o tendao lesi-
onado muito cedo pode provocar mais dano no tendao, tornando o tendao
lesionado mais suscetivel a rompimentos ou rupturas. Da mesma maneira,
os disturbios tratados ou prevenidos pela presente invengdo incluem distur-
bios degenerativos, tanto agudos como crénicos, que sdo associados ao
superuso, lesdes e traumas relacionados a esporte ou acidente, deficiéncias
nutricionais e idade avangada.

Um exemplo de tendinopatia é a epicondilite lateral, também co-
nhecida como ‘"cotovelo de tenista," um distarbio ortopédico e bem-
conhecido da medicina esportiva. Uma patologia que é subjacente ao distur-
bio esta relacionada ao superuso e microrompimento de um tenddo carpi
radialis brevis do extensor do cotovelo. O corpo tenta reparar esses micror-
rompimentos mas em muitos casos o processo de cura é incompleto. Espé-
cies patoldgicas de pacientes que se submetem avcirurgia devido a epicondi-
lite lateral cronica revelam uma displasia angiofibrobléstica desorganizada
no tendao danificado. Essa tentativa de reparo incompleta resulta em tecido
degenerado, imaturo e vascularizado. O tecido reparado de maneira incom-
pleta é mais fraco do que o tecido do tendao normal e ndo tem forga para
funcionar normalmente. Esse tecido enfraquecido também limita o paciente
por devido causar dor e impactar negativamente a qualidade de vida. Reparo
incompleto similar pode estar presente em outros tipos de tendao relaciona-
dos a lesdes ou danos, tais como tendinite patelar (Joelho de Jumper), ten-
dao de Aquiles (comum em corredores), e tendinite de manguito rotator (co-
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- mumente vista em atletas "aéreos" tais como arremessadores de beisebal).

A tendinopatia pode também ser causada, por exemplo, por ida-
de avancgada, dieta deficiente, atividades eportivas, trauma, lesées, ou far-
macos tais como pefloxacina. Por exemplo, a tendinopatia induzida por pros-
taglandina E1 (PGE1)-, prostaglandina E2 (PGE2)- ou pefloxacina € um mo-
delo animal bem-estabelecido de tendinopatia de ser humano. Em uma mo-
dalidade, a invencdo prové métodos para tratar ou prevenir a tendinopatia
induzida por farmacos tais como a tendinopatia induzida por pefloxacina em
um individuo. Em outras modalidades exemplares, a invengao prové méto-
dos para tratar ou prevenir a tendinopatia induzida por lesdes e traumas re-
lacionados ao superuso, esporte ou acidente, deficiéncias nutricionais e ida-
de avangada.

A presente invengao ainda prové métodos para tratar ou prevenir
disturbio degenerativo do tendao, lenta deterioragédo do tendao, restaurar a
qualidade do tendao, manter a saude do tenddo, tratar ou prevenir a degene-
ragéo hipdxica dos tecidos do tendao, tratar ou prevenir a degeneragao hiali-
na dos tecidos do tenddo, tratar ou prevenir a degeneragdo mucdide ou mi-
xGide dos tecidos do tendao, tratar ou prevenir a degeneragao fibrindide dos
tecidos do tendéo, tratar ou prevenir a degeneracao lipdide dos tecidos do
tendéo, tratar ou prevenir a calcificagao de tecidos do tendao, tratar ou pre-
venir a fibrocartilaginose e metaplasia 6ssea de tecidos do tenddo, manter a
integridade microestrutural do tenddo, manter a estrutura da fibra do tendao,
manter a disposi¢do da fibra no tenddo, manter a vascularizagdo normal do
tendao, manter a celularidade normal em tecidos do tendao, restaurar o con-
teudo ECM normal em tecidos do tendao, reduzir a acumulagdo patologica
de GAG no tecido do tendao; e/ou manter a massa do tendao, a resisténcia
de tragao e/ou a qualidade da flexibilidade através da administragéo para um

- mamifero de um inibidor da atividade e/ou expressdo de moléculas tais co-

mo CS-GalNAcT-1 , CS-GalNAcT-2, GalNT-1 , Xyl transferase, Gal transfe-
rase, GIcA transferase, GalNAc transferase, GlIcNAc transferase, sulfotrans-
ferase, sintase de sulfato de condroitina, Col2al , agrecano, versicano,
Hs3st1 , e/ou Sox9 em uma quantidade eficaz para prevenir ou reduzir a ati-
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vidade e/ou expressédo de tais moléculas em tecidos tendinopaticos.
6. Avaliacdo de Tratamento e Modelos Animais

Os métodos da invengao podem ser usados para tratar tendino-
patia ou microdefeitos em tecidos do tenddo. A qualidade do tendao em se-
guida ou durante um tratamento pode ser determinada, por exemplo, asses-
sando a integridade microestrutural do tenddo, imaculabilidade do colageno
do tenddo, variagdo na celularidade do tecido do tendéo, vascularizagéo de
tendao, e/ou contetido de GAG. Métodos para avaliagdo da saude do tendao
em seguida ou durante um tratamento s@o conhecidos na técnica e incluem,
mas nao estdo limitados a, imagem de ressonancia magnética (MRI), ultras-
sonografia, e avaliagbes de dor e/ou funcional. Alternativamente, a saude do
tendédo pode ser medida pela avaliagdo dos niveis de GAG no tecido do ten-
dao.

Um ensaio para determinar o conteudo de GAG do tendao é o
ensaio de azul de 1 ,9- dimetiimetileno (DMMB) para a mensuragao de con-
centragdes de glicosaminoglicano sulfatado (GAG) no tenddo. Outro ensaio
para determinar o contetido de GAG do tendéo € a tintura de azul Alcian his-
tolégico (AB) que pode ser usada para detectar o aumento da quantidade de
GAG nos tecidos do tendao.

lll. Métodos de Tratamento e Composicbes Farmacéuticas

Inibidores Uteis nos métodos da invengdo podem ser administra-

~ dos localmente ou sistemicamente através de meio tépico, oral, intravenoso,

intraperitoneal, intramuscular, intracavidade, subcutéaneo, implante, ou trans-
dérmico.

Em modalidades exemplares, a administragdo de um inibidor
para um individuo pode também ser realizada por meio de terapia de genes,
em que uma seqtiéncia de acido nucléico codificando o inibidor é adminis-
trada para o paciente in vivo. Em uma modalidade exemplar, um acido nu-
cléico compreendendo uma sequéncia promotora e uma sequéncia codifi-
cando um inibidor de &cido nucléico util nos métodos da invengao, é inserido
em um vetor de expressao de adenovirus. O adenovirus é depois injetado

diretamente no tenddao de um paciente, onde o inibidor de acido nucléico é
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expresso. Exemplos de distribuicdo, mediada por adenovirus, de acidos nu-
cléicos para o tecido do tendédo sao descritos, por exemplo, em Mehta et al.,
J Hand Surg 30A(1):136-41 (2005); Lou et al., J Orthoped Res 19:1199-1202
(2001), e Lou, Clin Orthopaed Rel Res 379S:5252- 55 (2000).

Em outras modalidades exemplares, o inibidor de acido nucléico
é incorporado em outros vetores de expressao viral, tais como, por exemplo,
lentivirus, herpesvirus, e adeno-associados-virus. O vetor apropriado pode
ser escolhido pela avaliagdo da infectividade in vitro de cada tipo de virus
em células primarias do tendao.

Alternativamente, um inibidor de &cido nucléico é injetado no
tecido do tenddo diretamente, e transferido para as células por electropora-
¢ao, como descrito em Schiffelers et al., Arthritis & Rheumatism 52(4):1314-
18 (2005).

Em outras modalidades exemplares, inibidores de peptideos ou
de molécula pequena Uteis nos métodos da invencéo podem ser revestidos
'em placas transdérmicas e aplicados diretamente na pele cobrindo o tecido
do tendao, como descrito em Paoloni et al., J Bone Joint Surg 86A(5):916-22
(2004).

Métodos de administragdo de moléculas para o tratamento de

'tendinopatia sdo conhecidos na técnica. A "Administragdo" ndo esta limitada

a qualquer sistema de distribuicdo particular e pode incluir, sem limitacao,
parenteral (incluindo inje¢do subcutanea, intravenosa, intramedular, intrarti- -
cular, intramuscular, intracavidade, ou intraperitoneal) retal, topica, trans-
dérmica, ou oral (por exemplo, em capsulas, suspensoes, ou comprimidos).
A administragcdo para um individuo pode ocorrer localmente ou sistemica-
mente em uma dose Unica ou em administragdes repetidas continuas ou
intermitentes, e em qualquer uma dentre uma variedade de formas de sal
aceitaveis fisiologicamente, e/ou com um veiculo farmacéutico aceitavel e/ou
aditivo como parte de uma composigao farmacéutica (descrita antes). For-
mas de sal aceitaveis fisiologicamente e técnicas e excipientes de formula-
cdo farmacéutica padrao sdo bem-conhecidos das pessoas versadas na
técnica. Vide, por exemplo, Physicians' Desk Reference (PDR) 2003, 57th
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ed., Medical Economics Company, 2002; e Remington: The Science and
Practice of Pharmacy, eds. Gennado et al., 20th ed, Lippincott, Williams &
Wilkins, 2000).

Inibidores Uteis nos métodos da invengdo podem ser administra-
dos em uma dosagem de cerca de 1 pg/kg a cerca de 20 mg/kg, dependen-
do da gravidade dos sintomas e do progresso da doenca. A dose eficaz a-
propriada é selecionada através de tratamento clinico a partir das seguintes
variagbes: cerca de 1 pg/kg a cerca de 20 mg/kg, cerca de 1 pg/kg a cerca
de 10 mg/kg, cerca de 1 ug/kg a cerca de 1 mg/kg, cerca de 10 pg/kg a cer-
ca de 1 mg/kg, cerca de 10 pg/kg a cerca de 100 pg/kg, cerca de 100 pg a
cerca de 1 mg/kg, e cerca de 500 pg/kg a cerca de 1 mg/kg, por exemplo.

Em outra modalidade exemplar, um inibidor € administrado repe-
tidamente por um periodo de pelo menos 2, 4, 6, 8, 10, 12, 20, ou 40 sema-
nas ou por pelo menos 1, 1,5, ou 2 anos ou até o tempo de vida do sujeito
como, por exemplo, para o tratamento de tendinopatia. Em outra modalidade
da invengdo, um inibidor pode ser administrado em uma dose unica, por e-
xemplo para estimulatar a restauragdo da estrutura e composi¢do normais
do tendao.

Geralmente, inibidores uteis nos métodos da invengdo podem
ser administrados em uma dose entre 10-8 e 10-7; 10-7 e 10-6; 10-6 € 10-5;
ou 10-5 e 10-4 g/kg. Dosagens terapeuticamente eficazes alcangadas em
um modelo animal podem ser convertidas para uso em outro animal, incluin-
do seres humanos, usando fatores de conversdo conhecidos na tecnica. Vi-
de, por exemplo, Freireich et al., Cancer Chemother Reports 50(4):219-244
(1966).

A dosagem exata de um inibidor para ser usada nos metodos da
invengdo é determinada empiricamente com base no(s) resultado(s) deseja-
do(s). Resultados exemplares. incluem: (1) o disturbio degenerativo do ten-
dao é tratado ou prevenido; (2) a deterioragdo do tendao é diminuida; (3) a
qualidade do tendao é restaurada; (4) a saude do tenddo é mantida; (5) a
degeneragao hipdxica do tendao é tratada ou prevenida; (6) a degeneracao

hialina do tenddo é tratada ou prevenida; (7) a degeneragao mucodide ou mi-
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xidide do tenddo é tratada ou prevenida; (8) a degeneragao fibrindide do
tenddo é tratada ou prevenida; (9) a degeneragao lipdide do tendéo é tratada
ou prevenida; (10) a calcificagdo do tenddo é tratada ou prevenida; (11) a
metaplasia fibrocartilaginosa e éssea do tenddo é tratada ou prevenida; (12)
a estrutura da fibra do tenddo é mantida; (13) a disposi¢éo das fibras no ten-
dao é mantida; (14) a vascularidade normal do tendao é mantida; (15) a ce-
lularidade normal do tendao é mantida; (16) o contéudo ECM normal do ten-
dado é restaurado; e/ou (17) a qualidade de massa, resisténcia a tragdo e/ou
flexibilidade do tenddo é mantida. Por exemplo, um inibidor é administrado
em uma quantidade eficaz para diminuir a deterioragdo do tendao (por e-
xemplo, perda de massa do tendéo, formagao estrutural e/ou susceptibilida-
de a microrrompimentos e dor) por pelo menos 20, 30, 40, 50, 100, 200, 300,
400, ou 500%.

Em algumas modalidades, as composi¢cdes usadas nos métodos
da invenc¢do ainda compreendem um excipiente farmaceuticamente aceita-
vel. Como usado aqui a seguir, a frase "excipiente farmaceuticamente acei-
tavel" refere-se a qualquer um ou todos os solventes, meios de disperséo,
revestimentos, agentes antibacterianos e antifungicos, agentes isotonicos e
de retardo da absorgédo, e os similares, que s@o compativeis com a adminis-
iragéo farmacéutica. O uso de tais meios e agentes para substéancias farma-
ceuticamente ativas sdo bem-conhecidos na técnica. As composi¢des po-
dem também conter outros compostos ativos que provém fun¢des suplemen- -
tares, adicionais ou terapéuticas aumentadas. As composi¢des farmacéuti-
cas podem também ser incluidas em um recipiente, compressa, ou dispen-
sador, junto com as instrugdes para administragao.

Uma composigao farmacéutica para ser administrada em conjun-
to com os métodos da invengédo devera ser formulada para ser compativel
com suas vias de administragao pretendidas. Exemplos de tais formulagoes
incluem formulagdes de proteina cristalina, provida s6 ou em combinagao
com polimeros biodegradaveis (por exemplo, PEG, PLGA).

Um inibidor util nos métodos da invengao pode ser administrado

como uma composicdo farmacéutica em conjunto com géis e matrizes de



10

15

20

25

30

34

veiculo ou outras composigoes usadas para a regeneragdo de 0sso orienta-
da, e / ou substituicdo do osso. Exemplos de tais matrizes incluem polietileno
glicol sintético (PEG), hidroxiapatita, matrizes de coldgeno e baseadas em
fibrina, goma de fibrina Tisseel® etc.

Em certas modalidades os inibidores podem ser administrados
em combinagdo ou concomitantemente com outros compostos terapéuticos,
tais como, por exemplo, NSAIDs, corticosteréides, 6xido nitrico, testostero-
na, estrégeno, fatores de crescimento (por exemplo, BMP-12, BMP-13, e
MP52).

Inibidores uteis nos métodos da invengdo podem ser revestidos
sobre, ou incorporados nos implantes de tenddo, matrizes, e sistemas de
depdsito de modo a promover o tratamento ou a prevengdo de lesGes de
tendao.

EXEMPLOS
Exemplo 1: Tenddo Supra-espinhal de Rato Expressa Formadores de Carti-
lagem Com Superuso

A resposta do tendao supra-espinhal do rato ao superuso foi es-
tudada a nivel molecular usando perfis transcricionais. Um modelo de tendao
de rato de superuso foi anteriormente descrito, Soslowsky et al., J Shoulder
Elbow Surg 9:79-84 (2000). Foi mostrado que formadores angiogénicos e
inflamatérios sdo alterados nesse modelo (Perry et al., J Shoulder Elbow
Surg 14:79S-83S (2005)), porém uma abordagem mais ampla foi empreen-
dida para compreender os eventos em torno da leséo por superuso.

Vinte e quatro ratos machos Sprague-Dawley (400-450 g) foram
submetidos a um protocolo de superuso do tendao supra-espinhal (SST), por
1 semana (n=8), 2 semanas (n=8), e 4 semanas (n=8). O protocolo consiste
no funcionamento em declive (10% de graus) a 17 m/min por 1 hora/dia, 5
dias/semana. Um adicional de seis ratos foi usado como controles de ativi-
dade em gaiola (0 hora). Em cada ponto do tempo, dois ratos adicionais, que
nao corriam, foram usados para controles de bando combinados por idade.

Na necropsia, os tenddes supra-espinhais de cada ombro e os

tenddes patelares (PT) de cada joelho foram removidos. O tendéao patelar
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serviu como um controle interno do efeito do exercicio, porque ele ndo mos-
trou sinais grosseiros de superuso com este protocolo. Os tendbes colhidos
foram pesados e congelados instantaneamento em nitrogénio liquido. Os
tecidos foram congelados-fraturados e extraidos com o reagente TRIzol (in-
vitrogen). O RNA foi isolado da fase aquosa do extrato usando um kit RNe-
asy (QIAGEN). As concentragdes de RNA foram determinadas usando um
espectrofotdmetro. O perfil transcricional para monitorar o nivel de expres-
sdo de mais de 30.000 transcritos foi realizado com uma rede de 230 2,0
genomas de rato Affymetrix. Todas as imagens da rede foram visualmente
inspecionadas para verificar defeitos e qualidade. Redes com altos antece-
dentes, intensidade de sinal baixa ou maiores defeitos foram eliminadas de
andlises adicionais. Os valores de sinal foram determinados usando Gene
Chip Operating System 1,0 (GCOS, Affymetrix). Para cada rede, os valores
estatisticos foram normalizados para um valor de intensidade de sinal médio
de 100. Os valores estatisticos do GCOS foram usados para todas as anali-
ses. Um gene era considerado detectavel se a expressdo do meio em qual-
quer tecido fosse maior do que 100 unidades de sinal, e a percentagem de
amostras com uma chamada Presente (P) como determinado pelos ajustes
de padrdo de GCOS foi maior ou igual a 66%. Valores de sinal normalizados

foram transformados para base de log 10. Um gene era considerado como

sendo diferencialmente expresso se o valor de p de um teste de ANOVA
fosse <0,01 e a diferenca entre corrida e controle, pelo menos 2 vezes em -
qualquer ponto de tempo.

Mais de 400 genes foram diferencialmente regulados no tendao
supra-espinhal depois do superuso. Por 4 semanas de corrida 107 genes
foram supra-regulados e 27 genes foram infra-regulados. Do topo de genes
supra-regulados, muitos sdo altamente expressos em tecidos de cartilagem,
incluindo colégeno tipo Il alfa 1 , versicano, e agrecano. Esses resultados
sugerem que o tenddo superusado foi convertido em um fenétipo de fibrocar-
tilagem. Esses mesmos genes nao foram supra-regulados nos tendoes pate-
lares dos animais que estavam correndo (vide figuras 1-7).
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Exemplo 2: Preparagdo de Inibidor de siRNA ,

Um siRNA é selecionado introduzindo a sequéncia de nucleoti-
deos em CS- GalNAcT-1, GalNT-1, ou Hs3st1 em um "website" comercial
para projetar siRNAs especificos (por exemplo sirnawizard.com ou Ambion®
siRNA Target Finder). As diretrizes para sele¢do de seqiiéncias estdo embu-
tidas nessas ferramentas.

A eficacia do siRNA é medida ao transfecta-la para dentro de
células de condrécitos C- 20/A4 e/ou C-28/12 e monitorando a expressao de
CS- GalNAcT-1 e/ou GalNT-1 em tempo real RT-PCR. A mistura apropriada
de siRNA com a mesma composi¢do de nucleotideo é usada em controle
experimental.

Exemplo 3: Sistema de Ensaio In vitro para Inibidor de Sintese de Proteogli-
cano

Se o siRNA é capaz de reduzir a expressao de CS-GalNAcT-1,
GalNT-1 , ou Hs3st1 nas células de condrécitos C-20/A4 e/ou C-28/12, sua
capacidade de reduzir a produgédo de cadeias laterais de GAG de proteogli-
cano é depois testada. As células de condrdcitos C- 20/A4 e / ou C-28/12 séo
tratadas com a proteina BMP-2 ou um adenovirus expressando BMP-2 para
estimular a matriz extracelular e a sintese de GAG. O siRNA ou, alternativa-
mente, a molécula pequena inibidora de sintese de GAG, é adicionada para
a cultura, e o efeito do inibidor é avaliado por comparar 35S incorporagdes
em proteoglicanos na presenga ou auséncia do inibidor. Alternativamente, o
efeito do inibidor é avaliado por comparar os niveis de GAG na presenga ou
auséncia do inibidor com o ensaio DMMB, como descrito em Arai et al., Os-
teoarthritis and Cartilagem 12:599-613 (2004).

Exemplo 4: Protocolo para Tratamento de Tendinopatia por Inibigéo de siR-
NA de CS-GalNAcT-1, GalNT-1, ou Hs3st1

A tendinopatia é induzida em ratos ou com um protocolo de su-
peruso exaustivo (Exemplo 1) ou injegéo local de PGE1 , PGE2 ou Pefloxa-
cina (300 mg/mi), cinco vezes por semana durante 1 semana.

Uma vez descoberto um siRNA para reduzir a atividade de CS-
GalNAcT-1 , GaINT-1 , ou Hs3st1 in vitro, ele é convertido em shRNA e a
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sequéncia de shRNA é clonada e inserida em um adenovirus, como descrito,
por exemplo, em Krom et al., BMC Biotech 6(11):[e-pubiished]. O adenovirus
é usado para a expressao in vivo do shRNA e inibicdo subsequente da ex-
pressdo de CS-GalNAcT-1 e / ou GalNT-1. Os métodos de infecgdo sao oti-
mizados em células de tendao primarias.

O adenovirus funcional que expressa 0 shRNA é diretamente
injetado no tenddo lesionado (Mehta et al., J Hand Surg 30A(1):136-41
(2005)) para localmente reduzir a expressao dos genes CS-GalNAcT-1 e/ou
GalNT- 1. As sequéncias de misturas sdo incluidas como controles experi-
mentais. A quantidade de formagéo de tecido de cartilagem nos tenddes é
avaliada por niveis de avaliagao de GAG. A tintura Azul Histoldgica Alciana é
usada para detectar quantidades aumentadas de glicosaminoglicano (GAG)
no tecido do tendao. O reagente DMMB é usado para quantificar a quantida-
de e GAGs sulfatados extraidos do tendéao.

Avaliagdes in vivo do efeito da inibicdo de CS-GalNAcT-1 e/ou
GaiNT-1 em tendinopatia sdo determinadas por histologia e teste mecénico
ou funcional da resisténcia do tenddao. Um inibidor é considerado eficaz se
os niveis de GAG sao significativamente reduzidos quando comparados com
controles ndo tratados e / ou sé@o reduzidos para niveis similares até nor-
mais, no tenddo danificado. Alternativamente, um inibidor é considerado efi-
caz se os testes funcionais ou mecanicos demonstram fun¢gdo melhorada
e/ou redugdo da dor, quando comparado com controles que nao foram trata- -

dos.
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REIVINDICAGOES

1. Método de tratar tendinopatia em um paciente compreenden-
do reduzir a formagéo de proteoglicanos especificos de cartilagem no tecido
do tendao do paciente.

2. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que o paciente €
um ser humano.

3. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que o paciente &
selecionado do grupo que consiste em primatas, macacos, roedores, carnei-
ros, coelhos, cdes, porquinhos-da-india, cavalos, vacas e gatos.

4. Método de acordo com a reivindicagao 1, compreendendo re-
duzir a atividade de uma enzima envolvida na sintese de um proteoglicano
selcionado do grupo que consiste em agrecano, versicano, e sindecano-3 no
tecido do tendao do paciente.

5. Método de acordo com a reivindicagdo 1, compreendendo re-
duzir a atividade do sulfato de condroitina N-acetilgalactosaminiltransferase
1 (CS-GalNAcT-1) e / ou polipeptideo de galactosamina N-acetilgalactosa-
miniltransferase 1 (GalNT-1) no tecido do tendao do paciente.

6. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que a atividade é
reduzida por inibir a atividade enzimatica de CS-GalNAcT-1, CS-GalNAcT-2,
Hs3st1, e/ou GalNT-1. i

7. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a atividade é
reduzida por inibir a expressdo dos genes de CS-GalNAcT-1, CS-GalNAcT-2,
Hs3st1, e/ou GalNT-1. |

8. Método de acordo com a reivindicagao 1, compreendendo re-
duzir a atividade de um fator de transcricdo envolvido na produgéo de carti-
lagem.

9. Método de acordo com a reivindicagao 8, compreendendo re-
duzir a atividade de Sox9.

10. Método de acordo com a reivindicagdo 9, em que a atividade
é reduzida por inibir a capacidade de Sox9 para aumentar a expressao de
genes especificos da cartilagem.

11. Método de acordo com a reivindicagao 8, em que a atividade
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é reduzida pela inibigao da expressao do gene Sox9.

12. Método de acordo com a reivindicagdo 1, compreendendo
reduzir a expressao de proteinas especificas da cartilagem.

13. Método de acordo com a reivindicagao 12, compreendendo
reduzir a expressdo de um proteoglicano selcionado do grupo que consiste
em agrecano, versicano, e sindecano-3.

14. Método de acordo com a reivindicagao 12, compreendendo
reduzir a expressao de Col2al.

15. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que a tendino-
patia é tendinite.

16. Método de acordo com a reivindicagdo 1, em que a tendino-
patia é tendinose.

17. Método de acordo com a reivindicagao 1, em que a tendino-
patia € uma lesao do tendéo.

18. Método de tratar tendinopatia em um paciente compreen-
dendo administrar um inibidor de CS-GalNAcT-1, CS-GalNAcT-2, GalNT-1,
Hs3st1, e/ou Sox9 para o tecido do tenddo em um paciente.

19. Método de acordo com a reivindicagdo 18, em que o inibidor
reduz a atividade enzimatica de CS-GalNAcT-1 e/ou GaINT-1.
| 20. Método de acordo com a reivindicagao 18, em que o inibidor
reduz a expressao de CS-GalNAcT- 1 e/ou GaINT-1.

21. Método de acordo com a reivindicagdo 18, em que o inibidor -
€ administrado localmente.

22. Método de acordo com a reivindicagao 18, em que o inibidor
compreende a interferéncia de uma molécula de RNA.

23. Método de acordo com a reivindicagdo 18, em que o inibidor
compreende uma molécula pequena.

24. Método de tratar tendinopatia em um paciente compreen-
dendo reduzir a expressdo de proteinas especificas da cartilagem no tecido
do tensao do paciente.

25. Método de acordo com a reivindicagao 24, compreendendo

inibir a expressao de agrecano, versicano, e / ou colageno tipo Il.
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) 26. Método de acordo com a reivindicagcdo 24, compreendendo
inibir a expressao de Sox9.

27. Método de acordo com a reivindicagdo 24, compreendendo
inibir a atividade de Sox9.

28. Método para identificar um agente para tratar tendinopatia
compreendendo administrar um agente de teste para um sujeito com neces-
sidade de tratamento, e mensuragdo da capacidade do agente para inibir a
atividade de uma enzima envolvida na biossintese de glicoglicosaminoglica-
nos (GAGs) em tecido de tendao.

29. Método de identificar um composto util no tratamento de ten-
dinopatia compreendendo administrar um composto de teste para um sujeito
com necessidade de tratamento e mensuragao da capacidade do composto
para inibir a atividade de uma enzima envolvida na sintese de glicoglicosa-
minoglicanos em tecido de tendao.

30. Método de acordo com a reivindicagdo 29 compreendendo
adicionalmente as etapas de

(a) prover pelo menos um componente de amostra selcionado
do grupo que consiste em CS-GalNAcT-1, CS-GalNAct-2, sulfato de hepari-
na (glucosamina) 3-O-sulfotransferase 1, GalNT-1, e Sox9;

(b) combinar a amostra com um composto de teste;

(c) medir a atividade do componente de amostra em resposta ao
composto de teste; e

(d) determinar se o composto de teste inibe a atividade do com-
ponente de amostra.

31. Uso de um composto que reduz a formagdo de proteoglica-
nos especificos da cartilagem na fabricagdo de um medicamento para tratar
tendinopatia.

32. Uso de acordo com a reivindicagao 31, em que o composto
reduz a atividade de uma enzima, ou outra proteina, envolvida na sintese da
cartilagem.

33. Uso de acordo com a reivindicagao 32, em que o composto

direta ou indiretamente inibe a fungéo da enzima ou proteina.
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34. Uso de acordo com a reivindicagéo 32 ou 33, em que 0 com-
posto inibe a expressado da enzima ou proteina.

35. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagbes 32 a
34, em que a enzima é selecionada do grupo que consiste em UDP-D-xilose:
proteina de nucleo B-D- xilosiltransferases, Gal transferases, GIcA transfera-
ses, GIcNAc transferases, sulfotransferases, sintase de sulfato de condroiti-
na e sulfotransferases de sulfato de heparina.

36. Uso de acordo com a reivindicagdo 35, em que a enzima é
selecionada do grupo que consiste em sulfato de condroitina N-acetilgalacto-
saminiltransferase 1 (CS-Gal NAcT-1), sulfato de condroitina N-acetilgalacto-
saminiltransferase 2 (CS- GalNAcT-2), polipeptideo de galactosamina N-ace-
tilgalactosaminiltransferase 1 (GalNAcT-1), e sulfato de heparina (glucosa-

o~ A SN~ 4N
C 1T \T1ouvoliy). T

37. Uso de acordo com a reivindicagcao 31, em que o composto
reduz a expressao de uma proteina estrutural especifica da cartilagem.

38. Uso de acordo com a reivindicagao 31, em que o composto
reduz a atividade de fatores de transcrigdo envolvidos na expressao da pro-
teina estrutural especifica da cartilagem.

39. Uso de acordo com a reivindicagdo 38, em que o fator de
transcricao é Sox9.

40. Uso de acordo com qualquer uma das reivindica¢gdes 31 a
39, em que o proteoglicano é selecionado do grupo consistindo de agrecano, -
versicano, sindecano-3, e colageno tipo Il.

41. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagoes 31 a
40, em que a tendinopatia é selecionada do grupo consistindo em tendonite,
tendinite, tendinose, paratendinite, tenossinovite, lesao de tend&o, trauma de
tendao, perintendinite, e paratenonite.

42. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 31 a
41, em que o medicamento que é administrado para um paciente é selecio- -
nado do grupo que consiste em primatas, macacos, roedores, carneiros,
coelhos, cies, porquinhos-da-india, cavalos, vacas e gatos.
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" tendao, resiaurar a esiiuiura

RIOROES A7 - 3

RESUMO
Patente de Invengdo: "TRATAMENTO DA TENDINOPATIA POR INIBICAO
DE MOLECULAS QUE CONTRIBUEM PARA A FORMAGAO DE CART!-
LAGEM".

A presente invencgao refere-se a métodos para tratar a tendino-
patia. Os disturbios tratados ou prevenidos incluem, por exemplo, tendinite,
tendinose, paratendinite, tenossinovite, lesdo por uso excessivo e trauma do
tenddo, perintendinite, e paratenonite, ou outros disturbios degenerativos do
tenddo. Os métodos terapéuticos descritos incluem administrar para um pa-
ciente um inibidor de moléculas envolvidas na formagédo de cartilagem ou
fibrocartiiagem em tendao tendinopatico, em uma quantidade eficaz para
tratar ou prevenir urﬁ disturbio degenerativo do tendao, deterioragédo lenta do

- domem d Rom oAbl

PO TN N -~ .~ Laloae o~
ula UV icivuav, colrniaiar a

tendao e / ou manter a massa do tendao e/ou a qualidade.
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