%

)
|

-Ji_é—’ %

v prosessz7 a2 [IHIHININNL

(22) Data do Depésito: 26/09/2008

Republica Federativa do Brasil  (43) Data da Publicacao Nacional: 18/08/2020

Ministério da Economia
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(54) Titulo: ANTIDOTOS PARA INIBIDORES DO FATOR XA E METODOS PARA SUA UTILIZACAO
(51) Int. Cl.: C12N 9/64; AG1P 7/04.

(30) Prioridade Unionista: 20/08/2008 US 61/090,574; 28/09/2007 US 60/976,343.

(71) Depositante(es): PORTOLA PHARMACEUTICALS, INC..

(72) Inventor(es): GENMIN LU; DAVID R. PHILLIPS; PATRICK ANDRE; UMA SINHA.

(86) Pedido PCT: PCT US2008078014 de 26/09/2008

(87) Publicagéio PCT: WO 2009/042962 de 02/04/2009

(85) Data da Fase Nacional: 18/03/2010

(57) Resumo: ANTIDOTOS PARA INIBIDORES DO FATOR XA E METODOS PARA SUA UTILIZACAO A presente invencdo
esta relacionada aos antidotos para anticoagulantes que visam o fator Xa. Os antidotos sédo derivados da proteina do fator Xa
que se ligam aos inibidores do fator Xa e, dessa forma, os neutralizam substancialmente, mas néo se agregam ao complexo de
protrombinase. Os derivados aqui descritos sdo desprovidos ou possuem atividade coagulante intrinseca reduzida. Sao aqui
revelados métodos de interrupgéo ou prevencdo de sangramento em um paciente esta sendo submetido a terapia anticoagulante
com uma inibidor do fator Xa.
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ANTIDOTOS PARA INIBIDORES DO FATOR XA E METODOS PARA SUA
UTILIZAGAO
REFERENCIA CRUZADA COM PEDIDOS RELACIONADOS

Este pedido reivindica o beneficio sob 35 U.S.C. §
119(e) do Pedido U.S. Provisdério N° de Série 60/976.343,
depositado em 28 de setembro de 2007, e do Pedido U.S.
Provisdrio N° de Série 61/090.574, depositado em 20 de
agosto de 2008, ambos incorporados por referéncia em sua
totalidade.

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo estd relacionada ao uso de
derivados do fator Xa (fXa) que possuem atividade pré-
coagulante intrinseca reduzida ou ausente, mas sdo capazes
de se ligar e/ou neutralizar inibidores de fXa, atuando,
dessa forma, como antidotos para anticoagulantes dirigidos
aoc fXa.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

Os anticoagulantes servem a uma necessidade no mercado
no tratamento ou prevengdo de trombose indesejada em
pacientes com uma tendéncia a formar codgulos sangtineos
como, por exemplo, aqueles pacientes que possuem distdrbios
da coagulagdo, confinados aos periodos de imobilidade ou
que passam por cirurgias médicas. Uma das principais
limitagdes da terapia anticoagulante, no entanto, & o risco
de sangramento associado aos tratamentos, e limitacdes
sobre a habilidade para reverter rapidamente a atividade
anticoagulante no caso de overdose ou caso seja necessario
um procedimento cirGrgico urgente. Dessa forma, sdo
altamente desejdveis antidotos especificos e eficazes para

todas as formas de terapia anticoagulante. Para
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consideragbes em relagdo a seguranga, também & vantajoso
ter um par de anticoagulante-antidoto no desenvolvimento de
novos farmacos anticoagulantes.

Os pares de anticoagulante-antidoto atualmente
disponiveis para o excesso de anticoagulagdo s3o heparina -
protamina e warfarina - vitamina K. O plasma fresco
congelado e o fator VIIa recombinante (rfVIIa) também foram
usados como antidotos ndo especificos em pacientes sob
tratamento com heparina de baixo peso molecular, gque sofrem
de trauma importante ou hemorragia severa (Lauritzen, B. e
col., Blood, 2005, 607A-608A). Também ha relatos de
fragmentos de protamina (Patente U.S. N° 6.624.141) e
pequenos peptideos sintéticos (Patente U.S. N° 6.200.955)
como antidotos para heparina ou heparina de baixo peso
molecular; e muteinas de trombina (Patente U.S. N°
6.060.300) como antidotos para inibidor de trombina.
Intermedidrios e derivados protrombina foram relatados como
antidotos para hirudina e inibidores sintéticos de trombina
(Patentes U.S. N°°: 5.817.309 e 6.086.871) .

Uma forma de terapia anticoagulante promissora tem
como alvo o fator Xa (fXa) e, na verdade, varios inibidores
diretos de fXa estdo atualmente em diferentes estdgios de
desenvolvimento clinico para uso na terapia anticoagulante.
Muitos destes sdo pequenas moléculas. Embora esses novos
inibidores de fXa exibam boas perspectivas para o
tratamento, ainda sdo necessdrios antidotos especificos e
eficazes. No caso de hiperanticoagulacdo ou necessidade de
cirurgia em pacientes tratados com esses inibidores de fXa,
pode ser necessario um agente para neutralizar

substancialmente o inibidor ou inibidores de fXa
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administrados e restaurar a hemostasia normal.

Os agentes atualmente disponiveis, por exemplo, fator
VIiIa recombinante (xrfVIIa), s3o mecanisticamente limitados
e nado especificos para a reversdao dos inibidores de fXa e,
dessa forma, sdo altamente desejaveis melhores opgdes para
o médico. Em estudos em humanos, rfVIiIa foi usado para
reverter o efeito de inibidores indiretos de £fXa
antitrombina III-dependentes como, por exemplo,
fondaparinux e idraparinux (Bijsterveld, N.R. e col.,
Circulation, 2002, 106: 2.550-2.554; Bijsterveld, N.R. e
col., British J. of Haematology, 2004(124): 653-658). O
mecanismo de ac¢do do fator VIIa (£VIIa) & atuar com fator
tecidual para converter o fator X (fX) presente na
circulagdo sangiiinea em £fXa para restaurar a hemostasia
normal em pacientes. Esse modo de ag¢do necessariamente dita
que a maior concentragdo potencial de fXa que poderia ser
alcancada para neutralizar inibidores de fXa dirigidos ao
sitio ative é limitada pela concentragdo plasmitica
circulante de fX. Dessa forma, o potencial da utilizacdo de
rfVIiIa para reverter o efeito de inibidores diretos de £fXa
€ mecanisticamente limitado. Na medida em due a
concentrag¢ao plasmatica circulante de £X & de 150 nanomolar
(“nM”), a quantidade mixima de fXa produzida por esse modo
seria de 150 nM. Dessa forma, o potencial da utilizac3o de
rfVIiTIa para reverter o efeito de inibidores diretos de fXa
€ mecanisticamente limitado. As concentragdes terapéuticas
relatadas de inibidores de fXa de pequena molécula como,
por exemplo, rivaroxaban, eram maiores (aproximadamente 600

nM, Kubitza D, e col., Eur. J. Clin. Pharmacol., 2005, 61:

873-880) do que a gquantidade potencial de £fXa gerada por
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rfvilIa. O wuso de rfviIa para a reversdo de niveis
terapéuticos ou supraterapéuticos da anticoagulacdo por
inibidor de fXa forneceria, portanto, niveis inadequados de
eficacia. Como mostrado na Figura 4, o uso de rfVIIa possui
um efeito limitado sobre a neutralizacdo da atividade
anticoagulante de wum inibidor do fator Xa betrixaban
(descrito abaixo). fVIIa recombinante mostrou uma atividade
de antidoto dose-responsiva de 50 nM a 100 nM, mas o efeito
se nivelou entre 100 nM a 200 nM, indicando que seu efeito
de antidoto é 1limitado por outros fatores além de sua
concentragdo. Em todas as concentracdes de rfVIIa testadas,
betrixaban ainda mostrou uma inibic¢3o dose-resposta de fXa,
até cerca de 75% de inibigdo em uma concentracio de 250 nM.
Essa observagao é& consistente com o mecanismo de ac¢do de
fviIa proposto. Isso também € apoiado por estudos que
mostram gque rfVIIa ndo revertia completamente o efeito
inibidor de fondaparinux sobre os pardmetros da geragdo de
trombina e ativag¢do de protrombina (Gerotiafas, G.T., e
col., Thrombosis & Haemostasis 2204 (91): 531-537).

0O fXa ativo exdégeno ndo pode ser administrado
diretamente a um individuo de uma forma similar ao rfVIIa.
Diferentemente de rfVIIa, que possui atividade pré-
coagulante muito baixa na auséncia de seu fator tecidual
co-fator, o fXa nativo & uma potente enzima e possui um
risco potencial de causar trombose. Dessa forma, o uso de
rfVIla ou fXa ativo como antidoto para uma terapia
anticoagulante com fXa possui desvantagens.

Dessa forma, hd&d a necessidade de agentes antidotos
aprimorados que ndo causem trombose indesejada e que sejam

eficazes para substancialmente neutralizar a atividade
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anticoagulante de um inibidor de fXa no caso de uma
overdose do inibidor de fXa ou caso a hemostasia normal
precise ser restaurada para evitar ou interromper um
sangramento.

Qualquer uma e todas as publicag¢des, patentes, pedidos
de patente aqui mencionados sdo aqui incorporados por
referéncia em sua totalidade.

SUMARIO DA INVENGAO

Foi agora descoberto que a administragdo de derivados
modificados de proteinas de fXa é 1itil como antidoto para
anticoagulantes dirigidos ao fXa. Os derivados modificados
de proteinas de fXa ndo competem com fXa na montagem no
complexo de protrombinase, mas, em vez disso, se ligam e/ou
substancialmente neutralizam os anticoagulantes, por
exemplo, inibidores de fXa. 0Os derivados teis como
antidotos s&o modificados para reduzir ou remover as
atividades prd-coagulantes e anticoagulantes intrinsecas,
mantendo a habilidade para se 1ligar aos inibidores.
Contempla-se que os derivados da invengdo podem incluir a
modificagdo do sitio ativo, ou alterac¢do ou remogdo de todo
o dominio Gla de fXa, ou varias combinacdes destes. E ainda
contemplado que a modificagdo do dominio Gla reduz ou
remove o efeito anticoagulante do derivado de fXa sobre a
hemostasia normal, pois um fXa de comprimento total com
sitio ativo modificado sabidamente & um anticoagulante.

E ainda contemplado que a modificacdo do dominio EGF
(por eliminagdo ou substituicdo do dominic EGF1l, EGF2, ou
ambos os dominios, EGF1l e EGF2) do fXa fornece um derivado
atil para os métodos desta invencdo. A modificacdo do

dominio EGF pode ser feita isoladamente ou em adig¢do a
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modificacdo do dominio Gla.

Em uma modalidade, o] derivado mantém as
caracteristicas estruturais necessdrias & 1ligacdo ao
anticoagulante (ou inibidor de fXa) dirigido ao fXa. Pela

5 1ligagdo do derivado, direta ou indiretamente, ao inibidor,
© inibidor é substancialmente neutralizado.

Em wum aspecto, a invengdo fornece um método de
prevengdo ou redugdo de sangramento em um individuo
submetido a terapia anticoagulante com um inibidor do fator

10 Xa, que compreende a administragdoc ao individuo de uma
quantidade eficaz de um derivado da proteina do fator Xa
que se liga ao inibidor do fator Xa, mas n3o se agrega ao
complexo de protrombinase. Em uma modalidade, o derivado
possui uma ou mais das seguintes propriedades: atividade

15 prbé-coagulante reduzida ou ausente; um dominio Gla

. modificado ou removido; e um sitio ativo modificado. O
derivado da invengdo se liga seletivamente e inibe um
inibidor do fator Xa administrado exogenamente,
neutralizando substancialmente, dessa forma, a atividade

20 anticoagulante de um inibidor de fXa. Esse método contempla
métodos in vitro e in vivo. VArias modificacdes adicionais
a proteina do fator Xa contempladas pela invencdo sdo
encontradas ao longo da descricdo detalhada.

Deve-se entender que os derivados contemplados por

25 esta invengdo ndo sdo fator VIIa derivado do plasma, fator
VITIa recombinante, plasma fresco congelado, concentrados de
complexo de protrombina ou sangue total.

Um aspecto da presente invengdo consiste no uso dos
derivados de fator Xa e composigdes que o contém para o

30 tratamento de pacientes que receberam ou que estdo

s
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recebendo terapila de hiperanticoagulacdo com um inibidor do
fator Xa, ou pacientes que receberam previamente a
administragcdo de um inibidor do fator Xa e depois precisam
de hemostasia, por exemplo, como necessario para a
realizagdo de cirurgia eletiva ou de emergéncia. Em um
aspecto, as proteinas de fXa modificadas se distinguem de
fXa de ocorréncia natural pelo fato de terem atividade pré-
coagulante intrinseca reduzida ou removida e nao
interferirem com a fungdo fisioldgica do fXa na hemostasia,
embora ainda sendo capazes de se 1ligar e neutralizar
substancialmente os inibidores de fXa.

Em outro aspecto, a proteina do fator Xa modificada é
co-administrada com um agente capaz de prolongar a meia-
vida plasmidtica (ou meia-vida circulante) do derivado de
fator Xa. Ainda em outro aspecto, o antidoto & conjugado a
uma porgao para prolongar sua meia-vida plasmatica.

Também sdo fornecidas composi¢des farmacéuticas que
contém o derivado de fator Xa que se 1liga (e/ou
substancialmente neutraliza) ao inibidor do fator Xa, mas
ndo se agrega ao complexo de protrombinase. A composicdo
farmacéutica opcionalmente compreende um veiculo
farmaceuticamente aceitéavel.

Em outro aspecto, esta invengdo fornece um kit que
compreende um inibidor de fXa para uso anticoagulante e um
antidoto para o inibidor de fXa (ou derivado de fator Xa)
para uso quando for necessdaria a neutralizagdo substancial
da atividade anticoagulante do inibidor de fXa.

Uma modalidade da invengdo se dirige a um polipeptideo
isolado que compreende a seqUéncia de aminodcidos do ID. DE

SEQ. N°: 12 ou um polipeptideo que possui pelo menos 80% de
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homologia para o ID. DE SEQ. N°: 12, Outra modalidade se
dirige a wum polipeptideo isolado de duas cadeias que
compreende a sequéncia de aminodcidos do ID. DE SEQ. N°: 13
ou um polipeptideo que possui pelo menos 80% de homologia
para o ID. DE SEQ. N°: 13. Ainda outra modalidade se dirige
a um polipeptideo isolado gue compreende a sequéncia de
aminodcidos do ID. DE SEQ. N°: 15 ou um polipeptideo que
possui pelo menos 80% de homologia para o ID. DE SEQ. N°:
15.

Também é fornecida uma composigdo farmacéutica gque
compreende um veiculo e um polipeptideo descrito acima.

Também €& fornecido um polinucleotideo que codifica um
polipeptideo descrito acima.

E ainda aqui fornecido um conjugado peptidico que
compreende um veiculo ligado covalente ou ndo
covalentemente a um polipeptideo descrito acima. O veiculo
pode ser um lipossomo, uma micela, um polimero
farmaceuticamente aceitdvel ou um veiculo farmaceuticamente
aceitavel.

Esta invengdo também é dirigida a um anticorpo que se
liga a um polipeptideo descrito acima. O anticorpo é um
anticorpo policlonal, um anticorpo monoclonal, um anticorpo
quimérico ou um anticorpo humanizado. Também & fornecido um
fragmento biologicamente ativo do anticorpo. O anticorpo
pode ser marcado de forma detectavel. O anticorpo (ou
fragmento de anticorpo) também & fornecido como parte de
uma composigdo que ainda compreende um veiculo.

Em uma modalidade, € fornecido um complexo anticorpo-
peptideo que compreende o© anticorpo da invencdo e um

polipeptidec que se liga especificamente ao anticorpo. O
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polipeptideoc & o polipeptideoc contra o qual o anticorpo é
desenvolvido. O anticorpo pode ser um anticorpo policlonal,
um anticorpo monoclonal, um anticorpo gquimérico ou um
anticorpo humanizado.

Em outra modalidade, €& fornecido um métodc para a
preparacdo de um polipeptideo da invengdo que compreende a
expressdo de um polinucleotideoc que codifica o polipeptideo
em uma célula hospedeira procaridtica ou eucaridtica. Em
uma modalidade, a célula hospedeira ¢€é uma célula
eucaridética e, em particular, €& uma célula de ovario de
hamster chinés. Em uma modalidade, a cadeia pesada (ID. DE
SEQ. N°: 15) é expressa em uma célula procaridtica, por
exemplo, E. coli. Em outra modalidade, o polipeptideo esta
isolado.

Ainda em outra modalidade, é fornecida wuma célula
hospedeira procaridtica ou eucaridtica igolada que
compreende um polinucleotideo que codifica o polipeptideo
da invencdo. Em uma modalidade, a célula hospedeira esta em
uma composic¢do que ainda compreende um veiculo.

Ainda em outra modalidade, é fornecido um método de
prevengdo ou redugdo de sangramento em um individuo
submetido & terapia anticoagulante com um inibidor do fator
Xa gque compreende a administragdo ao individuo de wuma
quantidade eficaz de uma composigdo gque compreende um
polipeptideo da invengdo e um veiculo. E ainda fornecido um
método de se ligar e inibir seletivamente um inibidor do
fator Xa administrado exogenamente em um individuo
submetido & terapia anticoagulante, que compreende a
administragdo ao individuo de uma gquantidade eficaz de uma

composigdo descrita acima.
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BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS

A Figura 1 mostra esquematicamente a estrutura do
dominio do fator X humano (ID. DE SEQ. N°: 1) mostrada na
Tabela 1 como relatada em Leytus e col., Biochem., 1986,
25, 5.098-5.102. O ID, DE SEQ. N°: 1 & a seqUéncia de
aminodcidos de £X humano codificada pela sequéncia de
nucleotideos de £X humano (ID. DE SEQ. N°: 2) como mostrada
na Tabela 2 conhecida na técnica estabelecida. Por exemplo,
a segléncia de aminodcidos traduzida é relatada em Leytus e
col., Biochem., 1986, 25, 5.098-5.102 e pode ser encontrada
em GenBank, “NM 000504" em <http://www.ncbi.nlm.nih
gov/entrez/viewer, fcgi?db=nuccore&id=89142731>. A numeracdo
de aminodcidos nessa seqliéncia &€ baseada na seguéncia de
fX. O precursor de fX humano (ID. DE SEQ. N°: 1) contém uma
sequéncia pré-pré-lider (aminocdcidos 1 a 40 do ID. DE SEQ.
N¢: 1), seguida por seqUéncias que correspondem & cadeia
leve de fX (LC) (aminodcidos 41 a 179 do ID. DE SEQ. N°:
1), ao tripleto RKR (aminodcidos 180 a 182 do ID. DE SEQ.
N°¢: 1) que é removido durante a secrecdo de fX, e & cadeia
pesada de fX (aminocdcidos 183 & 488 do ID. DE SEQ. N°: 1)
que contém o peptideo de ativacgdo (AP) (aminodcidos 183 a
234 do ID. DE SEQ. N°: 1) e o dominio catalitico
(aminodcidos 235 a 488 do ID. DE SEQ. N°: 1).

A Figura 2 (ID. DE SEQ. N°: 3) mostra a sequéncia de
aminoacidos do fator X humano maduro. A numeracdo de
aminodcidos mnessa figura se baseia na seqliéncia de f£X
maduro que comega no terminal N da cadeia leve de £X. O
fator X circula no plasma como uma molécula de duas cadeias
ligada por uma ligagdo dissulfeto. A cadeia leve (LC)

possui 139 residuos de aminodcidos (amincdcidos 41 a 179 do
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ID. DE SEQ. N°: 1) e contém o dominio rico em &cido Y-
carboxiglutdmico (Gla) (aminodcidos 1-45 do ID. DE SEQ. N°:
3), incluindo um stack aromatico curto (AS) (aminocdcidos
40-45 do ID. DE SEQ. N°: 3), seguido por dois dominios
fator de crescimento epidérmico (EGF) -1ike (EGF1:
aminodcidos 46-84, EGF2: aminodcidos 85-128 do ID. DE SEQ.
N°: 3). A cadeia pesada (HC) possul 306 aminodcidos e
contém um peptideo de ativagdo de 52 aminodacidos (AP:
aminodcidos 143-194 do ID. DE SEQ. N°: 3), seguido pelo
dominio catalitico (aminoadcidos 195-448 do ID. DE SEQ. N°:
3). Os equivalentes a triade catalitica para H57-D102-8195
na numeracdo de quimotripsina estdoc localizados em His236,
Asp282 e Ser379 na sequéncia de fX e estdo sublinhados
(aminoacidos 236, 282 e 379 do ID. DE SEQ. N°: 3).

A Figura 3 mostra esquematicamente a estrutura do
dominio do fator X humano maduro mostrado na Figura 2. A
numeragdo de aminodcidos negsa figura se baseia na
seqiéncia de fX maduro. Os sitios de clivagem para digestdo
por gquimotripsina para remover o fragmento gque contém o
dominio Gla (aminodcido 1-44 do ID. DE SEQ. N°: 3) e
ativagdo de fX para remover o peptideo de ativagdo estdo
realgados. A digestdo por quimotripsina de £fXa resulta em
um fXa sem dominio Gla desprovido dos residuos de
aminodcido 1-44 (ID. DE SEQ. N°: 4).

A Figura 4 mostra o efeito de concentragdes variidveis
de rfVvIIa na presenga de fator tecidual sobre a atividade
anticoagulante de um inibidor de fXa betrixaban (descrito
abaixo) na geragdo de trombina (expressa em um ensaio de
unidades relativas de fluorescéncia (RFU) (como descrito no

Exemplo 2)). Os dados mostram que uma combina¢do de rfVIIa
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e fator tecidual foi incapaz de neutralizar completamente a
atividade anticoagulante de um inibidor de fXa, betrixaban,
em concentracdes de até 200 nM.

A Figura 5 mostra que fXa anidro com seu dominio Gla
intacto reverte a inibigdo de £fXa por betrixaban em um
sistema purificado contendo fXa ativo e betrixaban (circulo
aberto), enquanto fXa anidro isoladamente possui atividade
prd-coagulante desprezivel (tridngulo aberto) comparado com
fXa ativo. A atividade cromogénica de fXa foi normalizada
para o fXa ativo na auséncia de qualquer inibidor (quadrado
aberto). Isso € descrito com mais detalhes no Exemplo 2. Os
dados mostram que fXa anidro & inativo contra o substrato
de fXa, embora retenha a habilidade de ligag¢doc ao inibidor
de fXa.

A Figura 6 mostra que o fXa anidro com dominioc Gla
intacto na Figura 5 € um inibidor potente em um ensaio de
geragdo de trombina plasmatica (expressa como unidades
relativas de fluorescéncia (RFU)) (como descrito no Exemplo
2) . Ele inibiu quase completamente a geracdo de trombina a
cerca de 115 nM. Os dados mostram que fXa anidro sem
modificagcdo do dominio Gla ndo é adequado para uso COmo um
antidoto para o inibidor de fXa.

A Figura 7 mostra a comparagdo da atividade de
coagulagdo de fXa ativo em formato de uma placa de 96 pogos
antes da digestdo por quimotripsina, e apds 15 minutos e 30
minutos de digestdo por quimotripsina. Como mostrado nessa
figura, o tempo de coagulagdo (alteragio da 0D405) foi
significativamente retardado apbés o fXa ser digerido por
quimotripsina por 15 minutos e n3o foi observada nenhuma

coagulagdo por até 20 minutos quando o fXa foi digerido por
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30 minutos. Esse resultado também foi usado para
estabelecer condigdes para a digestdc por quimotripsina de
fXa anidro, pois ele ndo possui atividade gque possa ser
monitorada durante a digestdo. Isso & descrito com mais
detalhes no Exemplo 3.

A Figura 8 mostra a afinidade de ligagdo de fXa anidro
des-Gla a um inibidor do fator Xa betrixaban, como descrito
no Exemplo 4. Os dados mostram gque fXa anidro des-Gla,
preparado por digestdoc por quimotripsina de fXa anidro para
remover o fragmento que contém o dominio Gla (residuos 1-
44), é capaz de se ligar ao betrixaban com afinidade
similar que o £fXa nativo (fXa: Ki = 0,12 nM, fXa anidro
des-Gla: Kd = 0,32 nM).

A Figura 9 mostra a reversdo da atividade
anticoagulante de concentragdes variaveis de betrixaban por
adi¢do de um concentrado de 680 nM do antidoto (fXa anidro
des-Gla) em um ensaio de geragdo de trombina do Exemplo 2.
Na concentracdo de 680 nM, fXa anidro des-Gla foi capaz de
produzir restaurag¢do substancialmente completa da atividade
de fXa.

A Figura 10 mostra a reversao da atividade
anticoagulante de 250 nM de betrixaban por concentragdes
varidveis do antidoto (fXa anidro des-Gla) em ensaios de
prolongagdo da coagulagdo usando reagente aPTT em formato
de uma placa de 96 pogos (como descrito no Exemplo 3). Os
dados mostram que tempo de coagulagdo era comparavel aquele
de plasma de controle pobre em plaquetas quando cerca de
608 nM do antidoto eram usados para neutralizar 250 nM do

inibidor de fXa betrixaban.

A Figura 11 mostra o efeito sobre a atividade
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anticoagulante de enoxaparina (0,3125 - 1,25 U/ml) por 563
nM do antidoto (fXa anidro des-Gla) em ensaios de
prolongagdo da coagulacdo usando reagente aPTT em formato
de uma placa de 96 pogos, expressa como alteragdes em
namerc de vezes apds normalizagdo. O protocolo do ensaio é
descrito no Exemplo 3. Os dados mostram que a adicdo de 563
nM do antidoto neutralizou significativamente a atividade
de uma heparina de baixo peso molecular enoxaparina.

A Figura 12 mostra o efeito do antidoto, fXa anidro
des-Gla, sobre a atividade de trombina (5 nM) e sua
inibigdo por 50 nM de argatroban, um inibidor especifico de
trombina, em um ensaio cromogénico. Como esperado, o
antidoto do inibidor de fXa ndo afeta de forma detectavel a
atividade de trombina ou sua inibi¢3o por pelo inibidor
especifico argatroban em concentragdes de até 538 nM. Isso
€ descrito com mais detalhes no Exemplo 14.

A Figura 13 mostra o efeito sobre a atividade
anticoagulante de 400 nM betrixaban por concentracdes
variaveis do antidoto, fXa anidro des-Gla, em um ensaio de
aPTT usando um timer de coagulagdo padronizado. O protocolo
do ensaioc & descrito no Exemplo 3. Os dados mostram que o
antidoto do inibidor de £fXa reverte substancialmente a
inibigdo de fXa por 400 nM de betrixaban. A ECs, do
antidoto foi estimada como sendo de cerca de 656 nM com 400
nM de betrixaban.

A Figura 14 mostra o mapa da construgdo de DNA para a
expressdo do mutante triplo de fXa (ID. DE SEQ. N°: 12) em
células CHO. DNA de plasmideo foi linearizado e
transfectado em c¢é&lulas CHO dhfr(-). As células foram

selecionadas usando meio deficiente em tetrahidrofolato
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(HT) wmais metotrexato (MTX). Os clones estaveis foram
avaliados quanto & expressdo de proteina elevada por ELISA.
O mutante triplo de fXa foi produzido em meio sem soro e
purificado por combinagdo de colunas de troca idnica e de
afinidade. A numerag¢do no mapa foi baseada na seqténcia de
polinucleotideos que codifica fX humano ID. DE SEQ. N°: 1.
Por exemplo, uma mutagdo de alanina no sitio ativo S419
(ID. DE SEQ. N°: 1) é equivalente & mutagdo em S379 (ID. DE
SEQ. N°: 3) de fX maduro humano discutida ao longo do
pedido e, mais particularmente, no Exemplo 7.

A Figura 15 mostra um Western blot de Antidoto-r
purificado usando anticorpos monoclonais gue reconhecem a
cadeia pesada e cadeia leve de £X, respectivamente.
Mediante redug¢do da ligag¢do dissulfeto gque conecta as
cadeias leves e pesadas, a cadeia pesada do Antidoto-r
migra em um peso molecular esperado similar aquele do
derivado de fXa do plasma. A eliminag¢do de 6-39 como no
dominio Gla do fXa mutante resulta em uma banda de peso
molecular menor da cadeia leve do Antidoto-r comparado com
o fXa normal.

A Figura 16 mostra o nivel plasmatico de betrixaban em
camundongos (n = 7-10 por grupo) apds administragdo oral de
betrixaban isoladamente (15 mg/kg), ou betrixaban (15
mg/kg), seguida por injegdo intravenosa (300 pg, IV) de
antidoto derivado do plasma (Antidoto-pd) preparado de
acordo com o Exemplo 1. O Antidoto-pd foi administrado 5
minutos antes do ponto do tempo de 1,5 hora, € amostras de
sangue de camundongo (0,5 ml) foram coletadas a 1,5, 2,0 e
4,0 horas apds a administragio oral de betrixaban. Os

niveis plasmiaticos da INR (“International Normalized Ratio”
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- @gistema que a Organizagdo Mundial de Salde e o©
“International Committee on Thrombosis and Hemostasig”
estabeleceram para o relato de resultados de testes da
coagulacio sanglinea) do sangue total, betrixaban e
antidoto foram analisadog. O nivel de betrixaban (média =
SEM) no plasma de camundongo foi tabulado em fungdo do
tempo para camundongos apds 15 mg/kg (quadrado aberto) e 15
mg/kg seguidos por injegdo do antidoto {(circulo aberto). A
correlacdo PK-PD do grupo tratado com antidoto no ponto do
tempo de 1,5 hora (5 minutos apés a injegdo do antidoto)
foi resumida na Tabela 13. Uma Unica injegdoc do antidoto
resultou em uma redugdo >50% de betrixaban funcional com
base nas medidas da INR. Isso & descrito com mais detalhes
no Exemplo 8.

A Figura 17 mostra os resultados de um experimento em
camundongo com Antidoto-r purificado (n = 4-10 por grupo).
O nivel de betrixaban no plasma de camundongo (Figura 17A)
e INR do sangue total (Figura 17B) foram comparados apéds
administragdo oral de betrixaban iscladamente (15 mg/kg) ou
betrixaban (15 mg/kg) seguida por injegdo intravenosa (300
ng) de Antidoto-r. Os valores médios para cada grupo
tratado foram indicados. Como resumido na Tabela 14, uma
Gnica injeg¢do IV do Antidoto-r resultou em corregdo >50% da
INR do sangue total ex vivo, justificando a neutralizacio
eficaz de inibidores de fXa pelo antidoto por meio de
inje¢des mGltiplas ou outros regimes. Esses resultados
demonstram que as variantes de fXa desta invencdo possuem
potencial para atuar como antidotos universais para
reverter o efeito anticoagulante de inibidores de fXa em

pacientes com sangramento ou outras emergéncias médicas.
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Isso € descrito com mais detalhes no Exemplo 8.

A Figura 18 mostra reversdo por Antidoto-r do efeito
inibidor de enoxaparina em um ensaio de coagulacdc por
mudanga da turvagdo em 96 pocgos. Os resultados sdo
basicamente similares aos do Antidoto-pd (Figura 11), o que
indica que ambos os derivados de fXa possuem atividade de
antidoto funcional compardvel. Cinglenta nM de Antidoto-r
corrigiram substancialmente (>75%) o efeito inibidor de
1,25 U/ml de enoxaparina. O protocolo do ensaio &
apresentado no Exemplo 11.

A Figura 19 mostra a reversdo por Antidoto-r do efeito
inibidor de heparina de baixo peso molecular (LMWH) testado
em um ensaio de coagulagdo de plasma humano. As Figuras 18
e 19 sdo discutidas no Exemplo 11.

A Figura 20 mostra a reversdo por Antidoto-r do efeito
anticoagulag¢do de rivaroxaban. Isso é& discutidoe com mais
detalhes no Exemplo 12.

A Figura 21 mostra o alinhamento da seqliéncia de
polinucleotideos e sequéncia de polipeptideos traduzida do
Antidoto-r.

A Figura 22 mostra os resultados de um experimento em
camundongo com uma Unica injecdo IV (1 injeg¢do) ou duas
injegdes (2 injegdes) do Antidoto-r (n = 5 por grupo, 312
ng/200 pl Antidoto-r). O nivel de betrixaban no plasma
(Figura 22A) foi comparado apds administracdo oral de
betrixaban (15 mg/kg), seguida por injec¢do intravenosa de
veiculo ou Antidoto-r (veja o Exemplo 8 para detalhes).
Como mostrado na Figura 22A, uma UGnica inje¢do IV de
Antidoto-r aumentou o nivel de betrixaban no plasma em mais

de 8 vezes comparado com controle de veiculo (controle 1),
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indicando a habilidade do antidoto para capturar
eficazmente betrixaban in vivo. Uma segunda injeg¢do do
antidoto aumentou ainda mais o nivel de betrixaban em menos
de 2 vezes, comparada com uma Gnica injec¢do, indicando uma
quantidade limitante de betrixaban no sangue de camundongo
e possivel reversdo de seu efeito anticoagulante pelo
antidoto. A Figura 22B demonstra que a INR medida diminui a
medida que a proporgdo de antidoto/betrixaban aumenta no
plasma de camundongo apds 1injegdes Unicas e duplas do
antidoto.
DESCRIGAO DETALHADA DA INVENGZAO

I. Definigdes

A pratica da presente invengdo empregard, a menos que
indicado de forma diferente, técnicas convencionais de
cultura de tecido, imunologia, biolegia molecular,
microbiologia, biologia celular e DNA recombinante, gque

estdo dentro do conhecimento da técnica. Veja, por exemplo,

Sambrook e Russell eds. (2001) *“Molecular Cloning: A
Laboratory Manual”, 3* Edigdo; a série Ausubel e col. eds.
(2007) ™“Current Protocols in Molecular Biology”; a série
“Methods in Enzymology” (Academic Press, Inc., N.Y.);

MacPherson e col. (1991) “PCR 1: A Practical Approach” (IRL
Press at Oxford University Press); MacPherson e col. (1995)
“PCR 2: A Practical Approach”; Harlow e Lane eds. (19299)
“Antibodies, A Laboratory Manual”; Freshney (2005) “Culture
of Animal Cells: A Manual of Basic Technique”, 5°* Edig8o;
Gait ed. (1984) “Oligonucleotide Synthesis”; Patente U.S.
N° 4.683.195; Hames e Higgins eds. (1984) *“Nucleic Acid
Hybridization”; Anderson (1999) “Nucleic Acid

Hybridization”; Hames e Higgins eds. (1984) “Transcription
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and Translation; Immobilized Cells and Enzymes” (IRL Press
(1986)); Perbal (1984) “A Practical Guide to Molecular

Cloning”; Miller e Calos eds. (1987) “Gene Transfer Vectors

for Mammalian Cells” (Cold Spring Harbor Laboratory);
Makrides ed. (2003) “Gene Transfer and Expression in
Mammalian Cells”; Mayex e Walker eds. (1987)

“Immunochemical Methods in Cell and Molecular Biology”
(Academic Press, Londres); Herzenberg e col. eds (1996)
“Weir's Handbook of Experimental Immunology; Manipulating
the Mouse Embryo: A Laboratory Manual”, 3°* Edi¢8o (Cold
Spring Harbor Laboratory Press (2002)).

Todas as designag¢des numéricas, por exemplo, pH,
temperatura, tempo, concentragdo e peso molecular,
incluindo faixas, sdo aproximagdes que sdo variadas (+) ou
(-) por incrementos de 0,1. No entanto, deve-se entender
que nem sempre seja estabelecido explicitamente que todas
as designagdes numéricas sdo precedidas pelo termo “cerca
de” . Deve-se entender também gque mniem sempre seja
estabelecido explicitamente que os reagentes aqui descritos
sdo meramente exemplares e gque equivalentes destes sdo
conhecidos na técnica.

Como usada na esgpecificagdo e nas reivindicacdes, as
formas no singular “um”, “uma’ , Yo e war incluem
referéncias no plural, a menos que o contexto determine
claramente de forma diferente. Por exemplo, o termo “um
veiculo farmaceuticamente aceitavel” inclui varios veiculos
farmaceuticamente aceitdveis, incluindo misturas destes.

Como aqui wusado, o termo “gue compreende” visa
significar que as composigdes e métodos incluem os

elementos citados, wmas ndo excluem outros. O termo “que
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consiste basicamente em”, quando wusado para definir
composigdes e métodos, significa que exclui outros
elementos de qualquer significdncia essencial & combinacgdo
para o uso a que se destina. Dessa forma, uma composigdo
que consiste basicamente nos elementos aqui definidos ndo
excluiria contaminantes residuais do método de isolamento e
purificagdo e veiculos farmaceuticamente aceitdveis, por
exemplo, solugdo salina tamponada com fosfato,
conservantes, e semelhantes. O termo “que consiste em”
significa que exclui mais do que elementos residuais de
outros ingredientes e etapas substanciais do método para
administrag¢do das composi¢des desta invencdo.

As modalidades definidas por cada um desses termos de
transigdo estdo dentro do escopo desta invencido.

Um “objeto” de diagnéstico ou tratamento & uma célula
ou um mamifero, incluindo um ser humano. Animais nio
humanos submetidos ao diagnéstico ou tratamento incluem,
por exemplo, murideos, por exemplo, ratos, camundongos,
caninos, por exemplo, cdes, leporideos, por exemplo,
coelhos, animais de criagdo, animais de cac¢a e animais de
estimagdo,

O termo ‘“proteina” e “polipeptideo” sd3o usados de
forma intercambiadvel e em seu sentido mais amplo para se
referir a um composto de duas ou mais subunidades de
aminoacidos, andlogos de aminodcidos ou peptidomiméticos.
As subunidades podem estar ligadas por ligacdes peptidicas.
Em outra modalidade, a subunidade pode estar ligada por
outras liga¢des, por exemplo, éster, éter etc. Uma proteina
ou um peptideoc deve conter pelo menos dois aminodcidos e

ndc hd limitagdo sobre o nimero méximo de aminodcidos que
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podem compreender uma sequéncia de proteinas ou peptideos.
Como aqui usado, o termo “aminoacido” refere-se aos
aminodcidos mnaturais e/ou ndo naturais ou sintéticos,
incluindo glicina e tanto os isdmeros Opticos D quanto L,
andlogos de aminoadcido e peptidomiméticos. As abreviagdes
de uma letra e de trés letras dos aminodcidos de ocorréncia
natural estdao listadas abaixo. Um peptideo de trés ou mais
aminodcidos é comumente denominado um oligopeptideo se a
cadeia peptidica for curta. Se a cadeia peptidica & longa,

P

o peptideo & comumente denominado um polipeptideo ou uma

proteina.
1 letra 3 letras Aminoacido
¥ Tyr L-tirosina
G Gly L-glicina
F Phe L-fenilalanina
M Met L-metionina
A Ala L-alanina
S Ser L-serina
I Ile L-isoleucina
L Leu L-leucina
T Thr L-treonina
v Val L-valina
P Pro L-prolina
K Lys L-lisina
H His L-histidina
Q Gln L-glutamina
E Glu Acido L-glutamico
W Txp L-triptofano
R Arg L-arginina
D Asp Acido L-aspartico
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N Asn L-asparagina

c Cys L-cisteina

“Fator Xa” ou “fXa” ou “proteina de fXa” refere-se a

M

uma serina-protease na via da coagulagdo sanglinea, que
produzida a partir do fator X inativo (£fX). O Fator Xa &
ativado pelo fator IXa com seu co-fator, fator VIIIa, em um
complexo conhecido como Xase intrinseca, ou fator VIIa com
seu co-fator, fator tecidual, em um complexo conhecido como

Xase extrinseca.

fXa forma wum complexo de protrombinase ligado

Y

membrana com fator Va e &€ o componente ativo no complexo de
protrombinase que catalisa a conversdo de protrombina em
trombina. A trombina & a enzima que catalisa a conversdo de
fibrinogénio em fibrina, que, por fim, leva & formacdo do
codgulo sangiineo. Dessa forma, a atividade bioldégica de
fXa algumas vezes & aqul denominada “atividade pré-
coagulante”.

A seqiéncia de nucleotideos que codifica fator X
humano (“fX”) pode ser encontrada em GenBank, “NM_000504”"
em
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer. fcgi?db=nuccore&
id=89142731>, e estd listada na Figura 1b e no ID. DE SEQ
N°: 2. A seqléncia de aminodcidos correspondente e a
estrutura do dominio de fX estdo descritas em Leytus e
col., Biochemistry, 1986, 25: 5.098-5.102. A estrutura do
dominio de fX maduro também estd descrita em Venkateswarlu,
D. e col., Biophysical Journal, 2002, 82: 1.190-1.206.
Mediante a clivagem catalitica dos primeiros 52 residuos
(aminocdcidos 143 a 194 do ID. DE SEQ. N°: 3) da cadeia

pesada, fX & ativado em fXa (ID. DE SEQ. N°: 6). fXa contém
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uma cadeia leve (ID. DE SEQ. N°: 8) e uma cadeia pesada
(ID. DE SEQ. N°: 9). Os primeiros 45 residuos de aminodcido
(residuos 1-45 do ID. DE SEQ. N°: 6) da cadeia leve sio
denominados dominio Gla pois contém 11 residuos de Aacido y-
carboxiglutdmico medificados pds-traducdo (Gla). Ele também
contém uma sequéncia aromdtica stack curta (6 residuos de
aminodcido) (residuos 40-45 do ID. DE SEQ. N°: 6). A
digestdo por quimotripsina remove seletivamente os residuos
1-44 resultando em fXa sem dominio Gla (ID. DE SEQ. N°: 4).
O dominio catalitico de serina-protease de fXa se localiza
na cadeia pesada do terminal C. A cadeia pesada de fXa é
altamente homéloga &as outras serina-proteases como, por
exemplo, trombina, tripsina e proteina C ativada.

A estrutura do dominic de fator X maduro pode ser
encontrada em Venkateswarlu D. e c¢ol., Biophysical J.,
2002, 82, 1.190-1.206, gque €& aqui incorporado por
referéncia em sua totalidade. A numeracdo de aminodcidos
nessa figura &€ a mesma que na Figura 3. O tripeptideo de
Argl4a0-Lysl4l-Argl42 (o tripleto RKR, como mostrado na
Figura 1) que conecta a cadeia leve ao peptideo de ativacdo
ndo & mostrado, pois a forma que ndo possui o tripeptideo é
predominante no plasma sangiiineo da circulagdo. Os dominios
individuais s83o mostrados em caixas. Esses incluem
aminodcidos 1-45 na Figura 2 (ID. DE SEQ. N°: 3). Residuos
cataliticos funcionalmente importantes estdo circulados, e
“y" representa o residuo Gla (acido y-carboxiglutémico) .

O termo “fXa nativo” ou “fXa do tipo selvagem” refere-
se ao fXa naturalmente presente no plasma ou que & isolado
em sua forma original, nd3o modificada, que processa a

atividade biolégica de ativagdo de protrombina e, portanto,
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promove a formagdo de codgulo sanglineo. O termo inclui
polipeptideos de ocorréncia natural isolados de amostras de
tecido, além de fXa produzido recombinantemente. O termo
“fXa ativo” refere-se ao fXa que possui a atividade
bioldgica de ativagdo de protrombina. “fXa ativo” pode ser
um £fXa nativo ou fXa modificado que retenha a atividade
pré-coagulante.

“Derivados de fXa” ou "“fXa modificado” ou “derivados
de uma proteina do fator Xa” refere-se as proteinas de fXa
que foram modificadas de tal forma que se ligam, direta ou
indiretamente, a um inibidor do fator Xa e n3o se agregam
ao complexo de protrombinase. Estruturalmente, os derivados
sdo modificados para ndo fornecer nenhuma atividade pré-
coagulante ou atividade pré-coagulante reduzida. “Atividade
prd-coagulante” €& aqui citada como a habilidade de um
agente para causar coagulagdo sanglinea ou formagdo de
coagulo. Atividade pré-coagulante reduzida significa que a
atividade pré-coagulante foi reduzida por pelo menos cerca
de 50% ou mais do que cerca de 90% ou mais do que cerca de
95%, comparado com fXa do tipo selvagem. Por exemplo, fX-
S395A recombinante basicamente ndo possui atividade pré-
coagulante medida por ensaios in vitro, por exemplo,
ensalios da atividade de fXa.

Os derivados possuem sitios ativos modificados ou
dominios Gla modificados ou ambos. Modificacdes adicionais
também sdo contempladas. Contempla-se que essas
modificacgdes podem ser feitas de uma ou mais das seguintes
formas: eliminag¢do de um ou mais dos aminodcidos da
sequéncia, substituigcdo de um ou mais residuos de

aminodcido com uUm OUu mais residuos de aminoacidos
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diferentes, e/ou manipulagio de uma ou mais cadeias
laterais de aminoacidos ou seus terminais “C” ou “N”.

O termo “sitio ativo” refere-se ad parte de uma enzima
ou anticorpo onde ocorre uma reagdo quimica. Um “sitio
ativo modificado” & um sitio ativo que foi modificado
estruturalmente para dar ao sitio ativo reatividade ou
especificidade quimica aumentada ou diminuida. Exemplos de
sitios ativos incluem, sem limitacdo, o dominio catalitico
de fator X humano que compreende os 235-488 residuos de
aminodcido (Figura 1), e o dominio catalitico do fator Xa
humano que compreende os 195-448 residuos de aminodcido
(Figuras 2 e 3). Exemplos de sitio ativo wmodificado
incluem, sem limitagdo, o dominio catalitico do fator Xa
humano que compreende 195-448 residuos de aminodcido nos
IDS. DE SEQ. N°®: 10, 11, 12, 13 ou 15 com pelo menos uma
substitui¢do de aminodcido na posi¢do Arg306, Glu3lo,
Arg347, Lys351, Lys41l4 ou Arg424.

Como estabelecido acima, os derivados da invencéo
podem ter dominios Gla modificados ou ter todo o dominio
Gla removido. Exemplos de derivados de fXa adequados como
antidotos nos métodos desta invencdo sdo fXa sem dominio
Gla (IDS. DE SEQ. N°: 4 ou 5), fXa deficiente em Gla (ID.
DE SEQ. N°: 7 com modificagdes aqui descritas), fXa com
modificagdes no sitio catalitico (IDS. DE SEQ. N°: 10 ou
11) e fXa com modifica¢gBes nos sitios sabidamente
importantes para a interacdo fV/fVa ou para a interacdo
fVIII/£VIIIa (IDS. DE SEQ. N°: 4, 5, 7, 10 ou 11 com pelo
menos uma substituicdo de aminodcido na posigdo Arg306,
Glu310, Arg347, Lys351, Lys4l4 ou Arg424), como aqui

descrito em detalhes. Exemplos adicionais dos derivados de
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fXa contemplados por esta invengdo serdo fornecidos abaixo.

“fXa sem dominio Gla” ou “fXa des-Gla” refere-se ao
fXa que ndo possui um dominio Gla e engloba derivados de
fXa que abrigam outras modificagdes além da remogdo do
dominio Gla. Exemplos de fXa sem dominio Gla nesta invencdo
incluem, sem limitagdo, derivado de fXa desprovido dos 1-39
residuos de aminodcido do ID., DE SEQ. N°: 3; derivado de
fXa desprovido dos 6-39 residuos de amincdcido do ID. DE
SEQ. N°: 3, que corresponde a um fXa mutante expresso em
células CHO descrito com mais detalhes abaixo (ID. DE SEQ.
N°: 12, Tabela 12); derivado de fXa desprovido dos 1-44
residuos de aminocdcido do ID. DE SEQ. N°: 3, que
corresponde ao fXa des-Gla apds digestdo por quimotripsina
de fXa humano (ID. DE SEQ. N°: 4, Figura 3); e derivado de
fXa desprovido de todos os residuos do 1-45 dominio Gla do
ID. DE SEQ. N°: 3 como descrito em Padmanabhan e col.,
Journal Mol. Biol., 1993, 232: 947-966 (ID. DE SEQ. N°: 5).
Outros exemplos incluem fXa des-Gla anidro (ID. DE SEQ. N°:
10, Tabela 10) e fXa des-Gla-S379A (ID. DE SEQ. N°: 11,
Tabela 11).

Em algumas modalidades, o fXa des-Gla compreende pelo
menos o0s residuos de aminodcido 40 a 448 do ID. DE SEQ. N°:
3 ou um equivalente deste. Em algumas modalidades, o fXa
des-Gla compreende pelo menos os residuos de aminodcido 45
a 488 (ID. DE SEQ. N°: 4) ou 46 a 488 (ID. DE SEQ. N°: 5)
do ID. DE SEQ. N°: 3 ou equivalentes destes.

Em algumas modalidades, o fXa des-Gla compreende pelo
menos os residuos de aminoadcido 40 a 139 e 195 a 448 do ID.
DE SEQ. N°: 3 ou equivalentes destes. Em algumas

modalidades, o fXa des-Gla compreende pelo menos os
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residuos de aminodcido 45 a 139 e 195 a 448 do ID. DE SEQ.
N¢: 3 ou equivalentes destes. Em outra modalidade, o fXa
des-Gla compreende pelo menos os residuos de aminodcido 46
a 139 e 195 a 448 do ID. DE SEQ. N°: 3 ou eqguivalentes
destes.

“fXa deficiente em Gla” refere-se a fXa com um namero
reduzido de grupos y-carboxil livres na cadeia lateral em

seu dominio Gla. Como o fXa sem dominio Gla, fXa deficiente

em Gla também pode abrigar outras modificag¢des. £Xa
deficiente em Gla inclui fXa nao carboxilado,
subcarboxilado e descarboxilado. “fXa n3oco carboxilado” ou

“fXa descarboxilado” refere-se aos derivados de fXa que ndo
possuem os grupos Yy-carbéxi dos residuos de &cido y-
carboxiglutdmico do dominio Gla, por exemplo, £fXa que
possui todo o seu acido y-carboxiglutdmico do dominio Gla
substituido por aminodcidos diferentes, ou fXa que possui
todo o© seu y-carboxil da cadeia lateral removido ou
mascarado por meio, por exemplo, de aminagdo, esterificacgdo
etc. Para proteina expressa recombinantemente, fXa sem
carboxilagdo também é denominado, algumas vezes, £Xa ndo
carboxilado. “fXa subcarboxilado” refere-se aos derivados
de fXa que possuem um nimero reduzido de grupos y-carbdxi
no dominio Gla quando comparado com o fXa do tipo selvagem,
por exemplo, fXa que possui um ou mais, mas nem todos, os
seus acidos y-carboxiglutdmicos do dominio Gla substituidos
por um ou mais aminodcidos diferentes, ou fXa que possui
pelo menos um, mas nem todos, seus dJgrupos Yy-carboxil da
cadeia lateral removido ou mascarado por meios como, por
exemplo, aminacgdo e esterificacgdo etc.

A estrutura do dominio do fator Xa humano sem dominio
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Gla pode ser encontrada em Padmanabhan e col., J. Mol.
Biol., 1993, 232, 947-966, que é aqui incorporado por
referéncia em sua totalidade. A numeracdo do aminodcido se
baseia em equivaléncias topoldgicas com quimotripsina, em
que, por exemplo, Serl95 corresponde a Ser379 na Figura 2
quando é utilizada a numeragdo do £fX maduro humano.
Insercgdes s3o indicadas com letras, e eliminacdes si3o
indicadas por 2 numerag¢gdes sucessivas. “300” & adicionado a
numeragdo da cadeia leve para diferenciar da numerag¢do da
cadeia pesada. P363 & PB-hidrdxi aspartato.

Barras inclinadas (/) indicam clivagens proteoliticas
observadas em material cristalino. A seqiéncia de fXa sem
dominio Gla desprovida de 1-45 residuos de aminoacido com
base no fX maduro (ID. DE SEQ. N°: 3) estd listada no ID.
DE SEQ. N°: 5.

Em uma modalidade, o derivado de fXa pode ndo possuir
uma cadeia leve de fXa, mas ainda contém um dominio
catalitico de serina-protease presente na cadeia pesada.
Além disso, gquimeras com outro dominio catalitico de
serina-protease podem ser usadas para a realizagdo de
substitui¢des na cadeia pesada.

“Antidoto-pd” ou “antidoto derivado do plasma” refere-
se ao derivado de fXa des-Gla anidro e possuli os residuos
de aminoadcido do ID. DE SEQ. N°: 10.

*Antidoto-r” ou “antidoto recombinante” refere-se a um
derivado de fXa desprovido dos 6-39 residuos de aminoacido
do ID. DE SEQ. N°: 3, que corresponde a um fXa mutante
expresso em células CHO descrito com mais detalhes abaixo
(ID. DE SEQ. N°: 13, Tabela 12a).

“Agentes anticoagulantes” ou “anticoagulantes” sdo
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agentes gque inibem a formagdo do codagulo sanglineo.
Exemplos de agentes anticoagulantes incluem, sem limitagdo,
inibidores especificos de trombina, fator IXa, fator Xa,
fator XIa, fator XIIa ou fator VIIa, heparina e derivados,
vitamina K antagonista, e anticorpos anti-fator tecidual.
Exemplos de inibidores especificos de trombina incluem
hirudina, bivalirudina (Angiomax®), argatroban e lepirudina
(Refludan®). Exemplos de heparina e derivados incluem
heparina ndo fracionada (UFH), heparina de baixo peso
molecular (LMWH) como, por exemplo, enoxaparina (Lovenox®) ,
dalteparina (Fragmin®) e danapardide (Orgaran®) ; e

pentassacarideo sintético, como, por exemplo, fondaparinux

(Arixtra®) . Exemplos de antagonistas da vitamina K incluem
warfarina (Coumadin®) , fenocumarol, acenocumarol
(SintromR) ; clorindiona, dicumarol, difenadiona,
biscumacetato de etila, fenprocumon, fenindiona e

tioclomarol. Em uma modalidade, o anticoagulante €& um
inibidor do fator Xa. Em uma modalidade, o anticoagulante é
betrixaban.

O termo “terapia anticoagulante” refere-se a um regime
terapéutico que é administrado a um paciente para evitar
codgulos sanglineos indesejados ou trombose. Uma terapia
anticoagulante compreende a administragdo de um ou uma
combinagdo de dois ou mais agentes anticoagulantes ou
outros agentes em uma dosagem e posologia adequada ao
tratamento ou a prevengao dos coagulos sangliineos
indesejados ou de trombose no paciente.

O termo “inibidores do fator Xa” ou “inibidores de
fator Xa” refere-se aos compostos que podem inibir, direta

ou indiretamente, a atividade do fator da coagulagdo Xa de
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catalisagdo da conversd3o de protrombina em trombina in

vitro e/ou 1in vivo., Exemplos de inibidores de £Xa
conhecidos incluem, sem limitacio, fondaparinux,
idraparinux, idraparinux biotinilado, enoxaparina,

fragmina, NAP-5, rNAPc2, inibidor da via do fator tecidual,
DX-9065a (como descrito, por exemplo, em Herbert, J.M., e
col., J. Pharmacol. Exp. Ther. 1996 276(3): 10.308), YM-
60828 (como descrito, por exemplo, em Taniuchi, Y., e col.,

Thromb. Haemost. 1998 79(3): 5.438), YM-150 (como descrito,

por exemplo, em Eriksson, B.I. e c¢olg., Blood 2005;
106 (11), Resumo 1865), apixaban, rivaroxaban, PD-348292
(como descrito, por eXemplo, em “Pipeline Insight:
Antithrombotics - Reaching the Untreated Prophylaxis

Market”, 2007), otamixaban, razaxaban (DPC906), BAY 59-7939
(como descrito, por exemplo, em Turpie, A.G., e col., J.
Thromb. Haemost. 2005, 3(11): 2.479-86), DU-176b (como
descrito, por exemplo, em Hylek EM, Curr. Opin. Invest.
Drugs 2007 8(9): 778-783), LY517717 (como descrito, por
exemplo, em Agnelli, G., e col., J. Thromb. Haemost. 2007
5(4): 746-53), GSK913893, betrixaban (como descrito abaixo)
e derivados destes. A heparina de baixo peso molecular
(“"LMWH"”) também & considerada um inibidor do fator Xa.

Em uma modalidade, © inibidor do fator Xa @&
selecionado de betrixaban, rivaroxaban, LMWH, e combinacdes
destes.

O termo ‘“betrixaban” refere-se ao composto “[2-({4-
[ (dimetilamino) iminometil] fenil }carbonilamino) -5-
metoxifenil] -N- (5-cloro(2-piridil) ) carboxamida”, ou sais
farmaceuticamente aceitaveis destes. “[2-({4-

[(dimetilamino) iminometil] fenil}carbonilamino) -5-
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metoxifenil] -N- (5-cloro(2-piridil) ) carboxamida” refere-se

ao composto que possul a seguinte estrutura:

Cl
;o
5l N

H
NH

HiC
O
NH

rgc’N‘CHg,

ou um tautébmero ou sal farmaceuticamente aceitéavel
deste.

Betrixaban & descrito nas Patentes U.S. N°°: 6.376.515
e 6.835.739 e Publicacdo de Pedido de Patente U.S. N°:
2007/0112039, depositado em 7 de novembro de 2006, cujo
contelido €& aqui incorporado por referéncia. Betrixaban
sabidamente € um inibidor especifico do fator Xa.

Como aqui usado, o termo “antidoto” ou “antidoto para
um inibidor do fator Xa” refere-se &as moléculas, por
exemplo, derivados de fXa, gque podem substancialmente
neutralizar ou reverter a atividade inibidora da coagulagdo
de um inibidor de fXa por competicdo com fXa ativo para se
ligar aos inibidores de fXa disponiveis. Exemplos dos
antidotos desta invencgdo sdo derivados de fXa com ligacgdo
reduzida a membrana de fosfolipideo, por exemplo, fXa des-
Gla ou fXa deficiente em Gla, e derivados de fXa com
atividade catalitica reduzida, por exemplo, os derivados de
fXa com sitio ativo modificado, e derivados com interacdo
reduzida com fV/Va, ou fVIII/fVIIIa. Exemplos de antidotos
da invengdo com ligagdo a membrana reduzida e atividade
catalitica reduzida incluem, sem limitacdo, fXa anidro des-

Gla por digestdo por quimotripsina de fXa anidro (como
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descrito no Exemplo 1); fXa des-Gla-S3792A (S195A na
numerag¢iao de guimotripsina) por mutagénese (como descrito
no Exemplo 6) .

Qutros exemplos de antidotos da invengdo incluem
proteinas ou polipeptideos que contém dominios cataliticos
de serina-protease gque possuem similaridade estrutural
suficiente com o dominio catalitico de fXa e s3o, portanto,
capazes de se ligar aos inibidores de fXa de peguena
molécula. Exemplos incluem, sem limitacio, trombina, que se
liga ao inibidor de £fXa GSK913893 (Young R., e col.,
Bioorg. Med. Chem. Lett. 2007, 17(10): 2.927-2.930);
calicreina plasmatica, que se 1liga ao inibidor de fXa
apixaban (Luettgen J., e col., Blood, 2006, 108(11l) Resumo
4130); e tripsina (ou seu homdlogo bacteriano subtilisina),
que se 1liga ao inibidor de fXa €921-78 com afinidade
subnanomolar (Kgq = 500 pM) (Betz A, e col., Biochem., 1999,
38(44): 14.582-14.591).

Em uma modalidade, o derivado da invengdo se liga,
direta ou indiretamente, a um inibidor do fator Xa. Os
termos “ligagdo”, “‘que se liga”, “reconhecimento” ou
“reconhece”, como aqui usados, visam incluir interacgdes
entre moléculas que podem ser detectadas usando, por
exemplo, um ensaio de hibridizag¢do. Os termos também visam
incluir a “ligagdo” de interac¢des entre moléculas. As
interagdes podem ser, por exemplo, de natureza proteina-
proteina, proteina-acido nucléico, proteilna-pequena
molécula ou pequena molécula-acido nucléico. A ligacdo pode
ser “direta” ou “indireta”. A ligagdo “direta” compreende o
contato fisico direto entre moléculas. A ligac3o “indireta”

entre moléculas compreende o fato de que as moléculas tém
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contato fisico direto com uma ou mais wmoléculas
intermediarias simultaneamente. Por exemplo, €& contemplado
que os derivados da invengdao se ligam indiretamente e
substancialmente neutralizam heparina de Dbaixo peso
molecular e outros inibidores indiretos do fator Xa. Essa
ligagdo pode resultar na formagdo de um “complexo” gue
compreende as moléculas gque interagem. Um “complexo”
refere-se a ligag¢do de duas ou mais moléculas mantidas
juntas  por ligagdes covalentes ou ndo covalentes,
interagdes ou forgas.

“Neutralizar”, “reverter” ou “atuar contra” a
atividade de um inibidor de fXa ou frases similares se
referem a inibigdo ou ao bloqueio da fungdo inibidora ou
anticoagulante do fator Xa de um inibidor de fXa. Essas
frases referem-se a inibigdo ou ao blogueio parcial da
fungdo, bem como & inibigdo ou ao blogueio da maioria ou de
toda a atividade inibidora de fXa, in vitro e/ou in vivo.

Em certas modalidades, o inibidor do fator Xa &
neutralizado substancialmente, o que significa gue sua
habilidade para inibir o fator Xa, direta ou indiretamente,
€ reduzida em pelo menos cerca de 5%, 10%, 15%, 20%, 25%,
30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%,
90%, 95% ou 100%.

O termo “ligag¢do a membrana de fosfolipideo” refere-se
a habilidade de um fXa ativo para se ligar a membrana de
fosfolipideo carregada negativamente ou a outra membrana
celular, por exemplo, plaquetas, na presenca de ions de
Ca’+. Essa ligagdo é mediada pelos residuos de é&cido ¥-

carboxiglutdmico no dominio Gla de fXa.

O termo “interagdo reduzida” refere-se & habilidade
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diminuida do derivado de fXa para se ligar ou formar um
complexo com ions ou outros co-fatores que normalmente se
liga ou forma complexos com IXa selvagem. Exemplos dessa
intera¢do incluem, sem limitagdo, a ligagdo de IXa com ions
de Ca’* e 3 membrana de fosfolipideo, interagdo com fV/fVa,
ou fVIII/f/VIIIa etc. Prefere-se que a interagdo de um
derivado de fXa com os 3Ions ou outros co-fatores seja
reduzida a 50% daquela de um fXa selvagem. Mais
preferivelmente, a interagdo & reduzida a 10%, 1% e 0,1%
daquela de um fXa do tipo selvagem. Isso se refere a
habilidade dos derivados para “se reunir no complexo de
protrombinase” .

O termo “atividade de 1ligagdo ao inibidor de £Xa”
refere-se 3 habilidade de uma molécula para se ligar a um
inibidor de IXa. Um antidoto da presente invencido possui
atividade de ligagdo ao inibidor de fXa, seja ela direta ou
indiretamente.

o) termo “meia-vida circulante” ou “meia-vida
plasmatica” refere-se ao tempo necessdrio para que a
concentragdo plasmatica de um antidoto que circula no
plasma se reduza a metade de sua concentragdo inicial apds
uma (nica administracdo.

O termo "“porgdo conjugada” refere-se a uma porgdo que
pode ser adicionada a um derivado de fXa por formacdc de
uma ligagdo covalente com a residuo do derivado de fXa. A
porgdo pode se ligar diretamente a um residuo do derivado
de fXa ou pode formar uma ligagdo covalente com um
vinculador que, por sua vez, forma uma ligagdo covalente
com um residuo do derivado de fXa.

Como aqui wusado, um ‘“anticorpo” inclui anticorpos
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inteiros e qualquer fragmento de ligagdo de antigeno ou uma
cadeia Gnica deste. Dessa forma, o termo “anticorpo” inclui
qualguer proteina ou peptideo que contenha uma molécula que
compreenda pelo menos uma porgde de uma molécula de
imunoglobulina. Exemplos deste incluem, sem limitacdo, a
regido determinante de complementaridade (CDR) de uma
cadeia pesada ou leve ou a porgdo de ligag¢do de ligante
desta, uma regido varidvel da cadeia pesada ou cadeia leve,
uma regido constante da cadeia pesada ou cadeia leve, uma
regido framework (FR), ou qualquer porgdo desta, ou pelo
menos uma porgao de uma proteina de ligacgdo.

Os anticorpos podem ser policlonais ou monoclonais, e
podem ser isolados de qualquer fonte biolégica adequada,
por exemplo, de murideos, rato, carneiro e caninos.

O termo “composig¢do” visa significar uma combinacdo de
agente ativo e outro composto ou composig¢do, inerte (por
exemplo, um agente ou marcador detectdvel) ou ativo, por
exemplo, um adjuvante.

O termo “composigdo farmacéutica” wvisa incluir a
combinagcdo de um agente ativo com um veiculo, inerte ou
ativo, que torna a composigdo adequada para uso diagndéstico
ou terapéutico in vitro, in vivo ou ex vivo.

Uma “quantidade eficaz” refere-se & quantidade de
derivado suficiente para induzir um resultado biolégico
e/ou terapéutico desejado. Aquele resultado pode ser o
alivio dos sinais, sintomas ou causas de uma doencga, ou
qualquer outra alteragdo desejada de um sistema bioldgico.
Na presente invengdo, o resultado tipicamente envolverd um
ou mais dos seguintes: mneutralizag3o de um inibidor de fXa

que foi administrado a um paciente, reversdo da atividade
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anticoagulante do inibidor de fXa, remog¢do do inibidor de
fXa do plasma, restauragdao da hemostasia, e redugdo ou
cessagao de sangramento. A quantidade eficaz ira variar,
dependendo do agente do antidoto especifico usado, do
inibidor especifico de fXa que foi administrado ao
individuo, do regime de dosagem do inibidor de £fXa, do
momento da administragdo do antidoto, do individuo e da
condigdo de doenga que estd sendo tratada, do peso e da
idade do individuo, da gravidade da condig¢do de doenca, da
forma de administragdo, e semelhantes, todos podendo ser
determinados facilmente por aqueles habilitados na técnica.

Como aqui usado, os termos “que trata”, “tratamento” e
semelhantes sd3o aqui usados para significar a obtengdo de
um efeito farmacoldgico e/ou fisioldgico desejado. O efeito
pode ser profilatico, em termos de evitar completa ou
parcialmente um distGrbio ou sinal ou sintoma deste, e/ou
pode ser terapéutico, em termos de uma cura parcial ou
completa para um distGrbio e/ou efeito adverso atribuivel
ao distidrbio.

“Tratamento” também cobre gualquer tratamento de um
distlGrbio em um mamifero, e inclui: (a) prevengdo da
ocorréncia de um distlGrbio em um individuo gque pode estar
predisposto a um distGrbio, mas pode ainda ndo ter recebido
o diagnéstico do distirbio, por exemplo, evitar sangramento
em um paciente com overdose de anticoagulante; (b) inibigdo
de um distarbio, ou seja, interromper seu desenvolvimento,
por exemplo, inibigdo de sangramento; ou (c¢) alivio ou
atenuagdo do distirbio, por exemplo, redugdo do
sangramento.

Como aqui wusado, “tratar” ainda inclui melhora
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sistémica dos sintomas associados & patologia e/ou um
retardo no surgimento de sintomas. As evidéncias clinicas e
subclinicas do “tratamento” irdo variar com a patologia,
com o individuo e com o tratamento.

A “administrag¢do” pode ser efetuada em uma dose,
continuamente ou intermitentemente ao longo da evolugdo do
tratamento. Métodos para determinagdo do meio e da dosagem
de administragdoc mais eficazes sdo conhecidos por aqueles
habilitados na técnica, e ird3o variar com a composigdo
usada para terapia, com a finalidade da terapia, com a
célula-alvo que esta sendo tratada e com o individuo
tratado. Administra¢des Unicas ou miGltiplas podem ser
realizadas com o nivel e padrdo de dose sendo selecionados
pelo médico responsadvel pelo tratamento. Formulacdes de
dosagem e métodos de administragdo dos agentes adequados
sdo conhecidos na técnica.

Os agentes e as composigdes da presente invengdo podem
ser usados na fabricagdo de medicamentos e para o
tratamento de humanos e outros animais por administracdo de
acordo com procedimentos convencionais, por exemplo, um
ingrediente ativo em composi¢des farmacéuticas.

Um agente da presente invengdo pode ser administrado
para terapia por qualquer via adequada, especificamente por
administracao parental (incluindo subcuténea,
intramuscular, intravenosa e intradérmica). També&m sera
observado que a via preferida ird variar com a condigdo e a
idade do receptor, e com a doenga tratada.

Pode-se determinar se o método, ou seja, inibicgdao ou
reversdo de um inibidor do fator Xa, é obtido por diversos

ensaios iIn vitro, por exemplo, ensaio de geracdo de
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trombina, e ensaios c¢linicos de coagulagdo como, por
exemplo, aPTT, PT e ACT.

O termo “isolado” como aqui usado em relacdo aos
dcidos nucléicos, por exemplo, DNA ou RNA, refere-se as
moléculas separadas de outros DNASs ou RNAS,
respectivamente, que estdo presentes na fonte natural da
macromolécula. O termo “acido nucléico isolado” visa
incluir fragmentos de A&cido nucléico que ndoc sdo de
ocorréncia natural como fragmentos e n3o seriam encontrados
no estado natural. O termo “isolado” também € aqui usado
para se referir aos polipeptideos e proteinas que sio
isolados de outras proteinas celulares, e visa englobar
polipeptideos tanto purificados quanto recombinante. Em

outras modalidades, o termo “isolado” significa separado de

constituintes celulares aos gquais a célula, tecido,
polinucleotideo, peptideo, polipeptideo, proteina,
anticorpo ou fragmento(s) = destes, esta normalmente

associado na natureza. Por exemplo, uma célula isolada é
uma célula que é separada de tecido ou células de fendtipo
ou gendtipo diferente. Como & evidente para aqueles
habilitados na técnica, um polinucleotideo, peptideo,
polipeptideo, proteina, anticorpo de ocorréncia ndo
natural, ou fragmento(s) destes, ndo exige o “isolamento”
para distingui-lo de sua contraparte de ocorréncia natural.

Como aqui usado, o termo “equivalente destes”, guando
se refere a uma proteina, polipeptideo ou &cido nucléico de
referéncia, significa aqueles que possuem homologia minima,
embora ainda mantenham a funcionalidade desejada.
Contempla-se que qualquer proteina modificada aqui

mencionada também inclui equivalentes desta. Por exemplo, a
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homologia pode ser pelo menos 75% de homologia e,
alternativamente, pelo menos 80% ou, alternativamente, pelo
menos 85% ou, alternativamente, pelo menos 90% ou,
alternativamente, pelo menos 95% ou, alternativamente, 98
por cento de homologia e exibir atividade biolégica
substancialmente equivalente ao polipeptideo ou proteina de
referéncia.

Um polinucleotideo ou uma regido do polinucleotideo
(ou um polipeptideo ou regido do polipeptideo) que possui
certa percentagem (por exemplo, 80%, 85%, 90% ou 95%) de
“identidade de seqiéncia” para outra sequéncia significa
que, quando alinhadas, aquela percentagem de basesgs (ou de
aminodcidos) €& igual na comparagdo das duas sequéncias.
Deve-se observar que, quando apenas a cadeia pesada de fXa
(ou uma serina-protease relacionada) é usada, a homologia
global pode ser menor do que 75% como, por exemplo, 65% ou
50%; no entanto, a funcionalidade desejada permanece. Esse
alinhamento e o percentual de homologia ou identidade de
seqiéncia podem ser determinados com o uso de programas de
computador conhecidos na técnica, por exemplo, aqueles
descritos em “CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY” (F.M.
Ausubel e col., eds., 1987) Suplemento 30, secdo 7.7.18,
Tabela 7.7.1. De preferéncia, sdo usados os pardmetros
padronizados para o alinhamento. Um programa de alinhamento
preferido & BLAST, com a utilizagdo dos paridmetros
padronizados. Em particular, programas preferidos si3o
BLASTN e BLASTP, com © wuso dos seguintes parametros
padronizados: Cédigo genético = padrdo; filtro = nenhum;
fita = ambas; valor de corte = 60; esperado = 10; Matriz =

BLOSUM62; Descrigdes = 50 sequéncias; classificar por
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HIGH SCORE; Bases de dados = ndo redundantes, GenBank +
EMBL + DDBJ + PDB + tradu¢des GenBank CDS + SwissProtein +
SPupdate + PIR. Detalhes desses programas podem ser
encontrados no seguinte enderego da Internet:
http://www.ncbi.nlm.nih gov/cgi-bin/BLAST.

Os termos “polinucleotideo” e “oligonucleotideo” sdo
usados de forma intercambidvel e referem-se a uma forma
polimérica de nucleotideos de qualguer comprimento,
desoxirribonucleotideos ou ribonucleotideos ou andlogos
destes. Os polinucleotideos podem ter gqualquer estrutura
tridimensional e podem realizar qualquer funcdo, conhecida
ou desconhecida. A seguir serdo apresentados exemplos nio
limitantes de polinucleotideos: um gene ou fragmento génico

(por exemplo, uma sonda, um iniciador, tag EST ou SAGE),

éxons, introns, RNA mensageiro (mRNA) , RNA de
transferéncia, RNA ribossdémico, ribozimas, cDNA,
polinucleotideos recombinantes, polinucleotideos

ramificados, plasmideos, vetores, DNA isolado de qualquer
seqiéncia, RNA isolado de gqualgquer seqléncia, sondas e
iniciadores de 4&cido nucléico. Um polinucleotideo pode
compreender nucleotideos modificados, poxr exemplo,
nucleotideos metilados, e andlogos de nucleotideos. Se
presentes, as modificag¢des a estrutura do nucleotideo podem
ser efetuadas antes ou depois da montagem do

polinucleotideo. A seqiéncia de nucleotideos pode ser

interrompida  por componentes néo nucleotidicos. Um
polinucleotideo pode ainda ser modificado apds
polimerizacgdo, por exemplo, por conjugagaoc com  um

componente de marcagdao. O termo também se refere as

moléculas de fita dupla ou de fita simples. A menos que
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especificado ou necessdrio de forma diferente, qualquer
modalidade desta invengdo gque seja um polinucleotideo
engloba tanto a forma de fita dupla gquanto cada uma das
duas formas complementares de fita dupla conhecidas ou que
prevé-se que constituam a forma de fita dupla.

Um polinucleotideo & composto por uma sequéncia
especifica de quatro bases nucleotidicas: adenina (A);
citosina (C); guanina (G); timina (T); e uracil (U) para
timina quando o polinucleotideo & RNA. Dessa forma, o termo
“sequéncia de polinucleotideos” é a representagdo
alfabética de wuma molécula de polinucleotideo. Essa
representacdo alfabética pode ser inserida em bases de
dados em um computador que possui uma unidade de
processamento central e usada para aplicagdes de
biocinformdtica como, por exemplo, gendmica funcional e
pesquisa de homologia.

O termo “homologia” ou “identidade” ou “similaridade”
refere-se a similaridade de seqliéncia entre dois peptideos
ou entre duas moléculas de acido nucléico. A homologia pode
ser determinada por comparagdo de uma posigdo em cada
sequéncia que pode ser alinhada para fins de comparacgdo.
Quando uma posigdoc na sequéncia comparada é ocupada pela
mesma base ou aminodcido, entdo as moléculas sdo homdélogas
naquela posigdo. Um grau de homologia entre seqgliéncias é
uma fungdo do nUmero de posi¢des combinadas ou homdélogas
compartilhado pelas sequéncias. Uma sequéncia “nao
relacionada” ou “ndo homdloga” compartilha menos de 40% de
identidade ou, alternativamente, menos de 25% de
identidade, com uma das seqliéncias da presente invencdo.

Uma regido do polinucleotideo ou do polinucleotideo
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(ou uma regido polipeptideo ou do polipeptideo) que possui
certa percentagem (por exemplo, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%,
85%, 90%, 95%, 98% ou 99%) de “identidade de sequéncia”
para outra seqiiéncia significa que, quando alinhada, aquela
percentagem de bases (ou aminoacidos) & igual na comparagdo
das duas segléncias. Esse alinhamento e o percentual de
homologia ou identidade de seqiiéncia podem ser determinados
com o uso de programas de computador conhecidos na técnica,
por exemplo, aqueles descritos em Ausubel e col. eds.
(2007) “Current Protocols in Molecular Biology”. De
preferéncia, s3o usados parametros padronizados para o
alinhamento. Um programa de alinhamento é& BLAST, com a
utilizagdo dos parametros padronizados. Em particular, os
programas sdo BLASTN e BLASTP, com o uso dos seguintes
parametros padronizados: Cédigo genético = padrdo; filtro =
nenhum; fita = ambas; valor de corte = 60; esperado = 10;
Matriz = BLOSUM62; Descrig¢les = 50 sequiéncias; classificar
por = HIGH SCORE; Bases de dados = ndo redundantes, GenBank
+ EMBL + DDBJ + PDB + tradugdes GenBank CDS + SwissProtein
+ SPupdate + PIR. Detalhes desses programas podem ser
encontrados no seguinte enderego da Internet:
http://www.ncbi.nlm.nih gov/blast/Blast.cgi, acessado pela
Gltima vez em 26 de novembro de 2007.

Polinucleotideos biologicamente equivalentes sdo
aqueles que possuem o percentual de homologia especificado
e que codificam um polipeptideo que possui a mesma
atividade bioldgica ou uma atividade bioldgica similar.

O termo “um homblogo de um &cido nucléico” refere-se a
um &cido nucléico que possul uma seqiiéncia de nucleotideos

gue possul certo grau de homologia com a seqUéncia de
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nucleotideos do &acido nucléico ou complemento desta. Um
hom&élogo de um &cido nucléico de fita dupla visa incluir
dcidos nucléicos que possuem uma seqiiéncia de nucleotideos
que possui certo grau de homologia com ele ou com o
complemento deste. Em um aspecto, homélogos de Aacidos
nucléicos sdo capazes de hibridizar para o acido nucléico
ou complemento deste.

O termo ™“gene” refere-se a um polinucleotideo gque
contém pelo menos um quadro de leitura aberta (ORF) que é
capaz de codificar um polipeptideo ou uma proteina em
particular apds ser transcrito e traduzido. Qualquer uma
das sequéncias de polinucleotideos ou polipeptideos aqui
descritas pode ser usada para identificar fragmentos
maiores ou seqliiéncias codificadoras de comprimento total do
gene com O qual estdo associadas. Métodos de isolamento de
sequéncias de fragmentos maiores sdo conhecidos por aqueles
habilitados na técnica.

O termo “expressar” refere-se a produgdo de um produto
génico.

Como aqui wusado, o termo ‘“expressio” refere-se ao
processo pelo qual polinucleotideos sdo transcritos em mRNA
e/ou ao processo pelo qual o WMRNA transcrito é
subseqlentemente traduzido em peptideos, polipeptideos ou
proteinas. Caso o polinucleotideo seja derivado de DNA
genfmico, a expressdo podera incluir o splicing do mRNA em
uma célula eucaridtica.

o} termo “codificar”, como aplicado aos
polinucleotideos, refere-se a um polinucleotideo que
supostamente “codifica” um polipeptidec se, em seu estado

nativo ou quando manipulado por métodos bem conhecidos por
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aqueles habilitados na técnica, ele pode ser transcrito
e/ou traduzido para produzir o mRNA para o polipeptideo
e/ou um fragmento deste. A fita anti-senso & o complemento
desse acido nucléico, e a seqUéncia codificadora pode ser
deduzida a partir dela.

Um “conjugado peptidico” refere-se & associagdo por
ligagdo covalente ou nd3o covalente de um ou mais
polipeptideos e outro composto quimico ou bioldgico. Em um
exemplo ndo limitante, a “conjugagdo” de um polipeptideo
com um composto quimico resulta no aumento da estabilidade
ou eficacia do polipeptideo para sua finalidade desejada.
Em uma modalidade, um peptideo é conjugado a um veiculo, em
que o veiculo & um lipossomo, uma micela ou um polimero
farmaceuticamente aceitavel.

“Lipossomos” sdo vesiculas microscépicas gue consistem
em bicamadas lipidicas concéntricas. Estruturalmente,
lipossomos variam em termos de tamanho e formato desde
tubos longos a esferas, com dimensdes de poucas centenas de
Angstroms a fragdes de um milimetro. Lipideos formadores de
vesicula sdo selecionados para se obter um grau de fluidez
ou rigidez especificado do complexo final que fornece a
composicao lipidica da camada externa. Esses s3o neutros
(colesterol) ou bipolares, e incluem fosfolipideos, por
exemplo, fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE),
fosfatidilinositol (PI) e esfingomielina (SM), e outros
tipos de 1lipideos bipolares que incluem, sem limitacio,
dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE), com um comprimento da
cadeia de hidrocarboneto na faixa de 14-22, e saturada, ou
com uma ou mais ligagdes duplas C=C, Exemplos de lipideos

capazes de produzir um lipossomo estdvel, isoladamente ou
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em combinagdo com outros componentes lipidicos, sdo
fosfolipideos, por exemplo, fosfatidilcolina de soja
hidrogenada (HSPC) , lecitina, fosfatidiletanolamina,

lisolecitina, lisofosfatidiletanol-amina, fosfatidilserina,

fosfatidilinositol, esfingomielina, cefalina, cardiolipina,

dcido fosfatidico, cerebrosideos,
diestearoilfosfatidiletanolamina (DSPE) ,
diocleocilfosfatidilcolina (DOPC) ,
dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC) ,
palmitoilolecilfosfatidilcolina (POPC) ,
palmitoiloleoilfosfatidiletanolamina (POPE) e
diolecilfosfatidiletanolamina 4- (N-maleimido-
metil)ciclohexano-1l-carboxilato (DOPE-mal) . Lipideos

adicionais que nao conté&m fésforo que podem ser
incorporados em lipossomos incluem estearilamina,
dodecilamina, hexadecilamina, miristato de isopropila,
trietanolamina-lauril sulfato, alquil-aril sulfato, acetil
palmitato, ricinoleato de glicerol, hexadecil estearato,
polimeros anfotéricos acrilicos, amidas de &cido graxo
pelietiloxiladas, e os 1lipideos catidnicos mencionados

acima (DDAB, DODAC, DMRIE, DMTAP, DOGS, DOTAP (DOTMA),

DOSPA, DPTAP, DSTAP, DC-Chol) . Lipideos carregados
negativamente incluem acido fosfatidico (PA) ,
dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG) ,

dioleoilfosfatidilglicerol e (DOPG), dicetilfosfato que sdo
capazes de formar vesiculas. Tipicamente, os lipossomos
podem ser divididos em trés categorias com base em seu
tamanho global e na natureza da estrutura lamelar. As trés
classificagdes, como desenvolvidas pelo “New York Academy

Sciences Meeting”, “Liposomes and Their Use in Biology and
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Medicine”, dezembro de 1977, sdo vesiculas multilamelares
(MLVs) , vesiculas unilamelares pequenas (SUVs) e vesiculas
unilamelares grandes (LUVs).

Uma "“micela” & um agregado de moléculas tensoativas
dispersas em um coldide liquido. Uma micela tipica em
solugdo agquosa forma um agregado com as regides
hidrofilicas da “cabeg¢a” em contato com o solvente
circundante, seqlestrando as regides hidrofilicas da cauda
no centro da micela. Esse tipo de micela é conhecido como
uma micela de fase normal (micela &lec-em-agua). Micelas
inversas possuem os grupos da cabeca no centro com as
caudas se estendendo para fora (micela agua-em-6leo). As
micelas podem ser usadas para anexar um polinucleotideo,
polipeptideo, anticorpo ou composigdo aqui descritos para
facilitar a liberacdo eficiente i célula ou tecido-alvo.

A frase “polimero farmaceuticamente aceitavel” refere-
se ao grupo de compostos que pode ser conjugado a um ou
mais polipeptideos aqui descritos. Contempla-se gque a
conjugagdo de um polimero ao polipeptideo é capaz de
prolongar a meia-vida do polipeptideo in vivo e in vitro.
Exemplos ndo limitantes incluem polietileno glicédis,
polivinilpirrolidonas, alcodis polivinilicos, derivados de
celulose, poliacrilatos, polimetacrilatos, aglicares,
polidis e misturas destes.

Um “veiculo de 1liberacgdo génica” é definido como
qualquer molécula que possa carregar polinucleotideos
inseridos em uma cé&lula hospedeira. Exemplos de veiculos de
liberagdo génica sdo 1lipossomos, polimeros de micelas

biocompativeis, incluindo polimeros naturais e polimeros

sintéticos; lipoproteinas; polipeptideos; polissacarideos;
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lipopolissacarideos; envelopes virais artificiais;
particulas de metal; e bactérias ou virus como, por
exemplo, baculovirus, adenovirus e retrovirus,

bacteribfago, cosmideo, plasmideo, vetores flngicos e
outros veiculos de recombinagdo tipicamente usados na
técnica que foram descritos para expressdoc em diversos
hospedeiros eucaribticos e procariéticos, e podem ser
usados para terapia génica, bem como para simples expressdo
de proteina.

Umn polinucleotideo desta invengdo pode ser liberado a
uma célula ou tecido usando um veiculo de liberacdo génica.
"Liberagdo génica”, “transferéncia génica”, “transducdo”, e
semelhantes, como aqui usados, s3o termos que se referem a
introdugdo de um polinucleotideo exdégeno (algumas vezes
denominado um “transgene”) em uma célula hospedeira,
independentemente do método usado para a introdugdo. Esses
métodos incluem diversas técnicas bem conhecidas como, por
exemplo, transferéncia génica mediada por vetor (por
exemplo, por infecg¢do/transfecgdo viral, ou vAarios outros
complexos de liberagdo génica & base de proteina ou
lipideo), além de técnicas que facilitam a liberacdo de
polinucleotideos “desnudos” (naked) (por exemplo,
eletroporagdo, liberagdo por pistola génica (gene gun) e
varias outras técnicas wusadas para a introducdioc de
polinucleotideos). O polinucleotideo introduzido pode ser
mantido estavelmente ou transitoriamente na célula
hospedeira. A manutencdo estdvel tipicamente exige que o
polinucleotideo introduzido contenha uma origem de
replicagdo compativel com a célula hospedeira ou se integre

em um replicon da célula hospedeira como, por exemplo, um
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replicon extracromossdmico (por exemplo, um plasmideo) ou
um cromossomo nuclear ou mitocondrial. Diversos vetores sdo
conhecidos como sendo capazes de mediar a transferéncia de
genes as células de mamiferos, como & conhecido na técnica
e aqui descrito.

Um “vetor viral” & definido como um virus ou particula
viral produzido recombinantemente que compreende um
polinucleotideo a ser liberado em uma célula hospedeira, in
vivo, ex vivo ou in vitro. Exemplos de vetores virais
incluem vetores retrovirais, vetores adenovirais, vetores
de virus adeno-associado, vetores de alfavirus e
semelhantes. Vetores de alfavirus, por exemplo, vetores
baseados no virus de Semliki Forest e no virus Sindbis,
também foram desenvolvidos para uso em terapia génica e
imunoterapia. Veja Schlesinger e Dubensky (1999) Curr.
Opin. Biotechnol. 5: 434-439 e Ying, e col. (1999) Nat.
Med. 5(7): 823-827. Em aspectos nos quais a transferéncia
génica & mediada por um vetor retroviral, uma construgdo de
vetor refere-se ao polinucleotideo que compreende © genoma
retroviral, ou parte deste, e um gene terapéutico. Como
aqui usado, “transferéncia génica por mediacio retroviral”
ou “transdugdo retroviral” possul o mesmo significado e
refere-se ao processo pelo gual um gene ou sequéncias de
dcidos nucléicos sdo transferidos estavelmente na célula
hospedeira em virtude da entrada do virus na célula e a
integragdo de seu genoma no genoma da célula hospedeira. O
virus pode entrar na célula hospedeira por meio de seu
mecanismo normal de infecgdo ou ser modificado de tal forma
que se ligue a um receptor de superficie diferente da

célula hospedeira ou ligante para entrar na célula. Como
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aqui usado, o termo “vetor retroviral” refere-se a uma
particula viral capaz de introduzir &cido nucléico exdgeno
em uma célula por meio de um mecanismo de entrada viral ou
viral-like.

Retrovirus carregam sua informa¢do genética na forma
de RNA; no entanto, depois que o virus infecta uma célula,
o RNA & transcrito de forma reversa na forma de DNA que se
integra no DNA gendmico da célula infectada. A forma de DNA
integrada € denominada um prdé-virus.

Em aspectos nos quais a transferéncia génica &€ mediada
por um vetor viral de DNA, por exemplo, um adenovirus (Ad)
ou virus adeno-associado (AAV), uma construgcdo de vetor
refere-se ao polinucleotideo gue compreende o genoma viral,
ou parte deste, e um transgene. Adenovirus (Ads) sdo um
grupo de virus relativamente bem caracterizado, homogéneo,
que inclui mais de 50 sorotipos. Veja, por exemplo, Pedido
PCT International N° WQ 95/27071. O Ads ndo precisa ser
integrado no genoma da célula hospedeira. Vetores derivados
de Ad recombinante, particularmente aqueles gque reduzem o
potencial para recombinagdo e geragdo de virus do tipo
selvagem, também foram construidos. Veja Pedidos de PCT
International N° WO 95/00655 e WO 95/11984. AAV do tipo
selvagem possui infectividade e especificidade altas na
integrag¢do no genoma da célula hospedeira. Veja Hermonat e
Muzyczka (1984) Proc. Natl., Acad. Sci. USA 81l: 6.466-6.470
e Lebkowski e col. (1988) Mol. Cell. Biol. 8: 3.988-3.996.

Vetores que contém tanto um promotor quanto um sitio
de clonagem no gqual um polinucleotideo pode ser 1ligado
operacionalmente sdo bem conhecidos mna técnica. Esses

vetores sdo capazes de transcrever RNA in vitro ou in vivo,
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e estdo disponiveis comercialmente por fontes como
Stratagene (La Jolla, CA) e Promega Biotech (Madison, WI).
A fim de otimizar a expressdo e/ou transcrigdo in vitro,
pode ser necessdrio remover, adicionar ou alterar porgdes
5'" e/ou 3' nd3o traduzidas dos clones para eliminar cdédons
de iniciagdo da traducgdo petenciais inadequados
alternativos extras, ou outras seqléncias que possam
interferir ou reduzir a expressdo, tanto no nivel da
transcrigdo guanto da tradu¢do. Alternativamente, sitios de
ligagdo de ribossomo de consenso podem ser inseridos
imediatamente 5' do cédon de partida para intensificar a
expressdo.

Veiculos de liberagdo génica também incluem complexos
de DNA/lipossomo, micelas e complexos direcionados de
proteina viral-DNA. Lipossomos que também compreendem um
anticorpo de direcionamento ou fragmento deste podem ser
usados nos métodos desta invencdo. Para aumentar a
liberagdo a uma célula, o &acido nucléico ou as proteinas
desta invengdo podem ser conjugados aos anticorpos ou
fragmentos de ligagdo destes que se ligam aos antigenos da
superficie celular, por exemplo, um marcador da superficie
celular encontrado em células-tronco ou cardiomidcitos.
Além da 1liberagdo de polinucleotideos a uma célula ou
populagdo de células, a introdugdo direta das proteinas
aqui descritas a célula ou populagdo de células pode ser
feita pela técnica nd3o limitante de transfecgdo de
proteina; alternativamente, condigdes de cultivo gue podem
aumentar a expressdo e/ou promover a atividade das
proteinas desta invencgdo sao outras técnicas nao

limitantes.



10

15

20

25

30

51/155

A frase “suporte s6lido” refere-se as superficies ndo
agquosas como, por exemplo, “placas de cultura”, “chips
génicos” ou ‘“microarranjos”. Esses chips génicos ou
microarranjos podem ser usados para fins diagndésticos e
terapéuticos por diversas técnicas conhecidas por aqueles
habilitados na técnica. Em uma técnica, oligonucleotideos
sdo dispostos em um chip génico para determinac3oc da
seqiiéncia de DNA pela abordagem de hibridizagdo, por
exemplo, aquela apresentada nas Patentes U.S. N°%:
6.025.136 e 6.018.041. Os polinucleotideos desta invencgdo
podem ser modificados em sondas, as quais, por sua vez,
podem ser usadas para detecgdo de uma seqliéncia genética.
Essas técnicas foram descritas, por exemplo, nas Patentes
U.S. N°°: 5.968.740 e 5.858.659. Uma sonda também pode ser
afixada a superficie de um eletrodo para a detecgdo
eletroquimica de =seqléncias de &cidos nucléicos, como
descrito por Kayem e col. Patente U.S. N° 5.952.172 e por
Kelley e col. (1999) Nucleic Acids Res. 27: 4.830-4.837.

Varios “chips génicos” ou “microarranjos” e
tecnologias similares s3o bem conhecidos na técnica.
Exemplos destes incluem, sem limitagdo, LabCard (ACLARA Bio
Sciences Inc.); GeneChip (Affymetric, Inc) ; LabChip
(Caliper Technologies Corp); um arranjo de baixa densidade

com sensores eletroguimicos (Clinical Micro Sensors); LabCD

System (Gamera  Bioscience Corp.) ; Omni  Grid (Gene
Machines); Q Array (Genetix Ltd.); sistemas automatizados
de espectrometria de massa de alto rendimento, com

tecnologia de expressdo de fase 1liquida (Gene Trace
Systems, Inc.); um sistema de reconhecimento por jato

térmico (Hewlett Packard Company); Hyseq HyChip (Hyseq,
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Inc.); BeadArray (Illumina, Inc.); GEM (Incyte Microarray
Systems); um sistema de microarranjo de alto rendimento que
pode dispensar de 12 a 64 spots sobre miltiplas laminas de
vidro (Intelligent Bio-Instruments); Molecular Biology
Workstation e NanoChip (Nanogen, Inc.); um chip de wvidro
microfluidico (Orchid biosciences, Inc.); BioChip Arrayer
com quatro pontas piezelétricas drop-on-demand PiezoTip

(Packard Instruments, Inc.); FlexJdet (Rosetta Inpharmatic,

Inc.); espectrdmetro de massa MALDI-TOF (Sequnome) ;
ChipMaker 2 e ChipMaker 3 (TeleChem International, Inc.); e
GenoSensor (Vysis, Inc.), como identificados e descritos em

Heller (2002) Annu. Rev. Biomed. Eng. 4: 129-153. Exemplos
de “chips génicos” ou de “microarranjos” também s3o
descritos mnas Publicagdes de Patente U.S. N°: 2007-
0111322, 2007-0099198, 2007-0084997, 2007-0059769 e 2007-
0059765 e Patentes U.S. N°: 7.138.506, 7.070.740 e
6.989.267.

Em um aspecto, sdo preparados “chips génicos” ou
*microarranjos” contendo sondas ou iniciadores homélogos a
um  polinucleotideo, polipeptideo ou anticorpo aqui
descrito. Uma amostra adequada é obtida do paciente, &
feita a extragdo de DNA gendmico, RNA, proteina ou qualquer
combinacdo destes e amplificada, se necessdrio. A amostra &
colocada em contato com o painel do chip génico ou
microarranjo sob condi¢des adequadas & hibridizacdo do(s)
gene(s) ou produto(s) génico(s) de interesse para a
sonda(s) ou iniciador(s) contido no chip génico ou
microarranjo. As sondas ou iniciadores podem ser marcados
de forma detectavel, identificando, dessa forma, ol(s)

gene(s) de interesse. Alternativamente, pode ser usada uma
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reagdo quimica ou bioldégica para identificar as sondas ou
iniciadores que hibridizaram com o DNA ou RNA do(s) gene(s)
de interesse. Os gendtipos ou fenétipo do paciente sdo
entdo determinados com o auxilio dos aparelhos e métodos
mencionados anteriormente.

Outros exemplos ndo limitantes de um suporte de fase
sélida incluem vidro, poliestireno, polipropileno,
polietileno, dextrana, ndilon, amilases, celuloses naturais
e modificadas, poliacrilamidas, gabros e magnetita. A
natureza do veiculo pode ser solavel em algum grau ou
insoldvel. O material de suporte pode ter praticamente
qualquer configuragdo estrutural possivel, desde que a
molécula acoplada seja capaz de se ligar a um
polinucleotideo, polipeptideo ou anticorpo. Dessa forma, a
configuragdo do suporte pode ser esférica, como em um
glébulo, ou cilindrica, como na superficie interior de um
tubo de ensaio, ou a superficie externa de um bastdo.
Alternativamente, a superficie pode ser plana como, por
exemplo, uma folha, fita de teste etc. ou,
alternativamente, glébulos de poliestireno. Acueles
habilitados na técnica conhecerdo muitos outros veiculos
adequados para ligagdo do anticorpo ou antigeno, ou serdo
capazes de verificar os mesmos pelo uso de experimentagio
de rotina.

“Células eucaridticas” compreendem todos os reinos de
vida, exceto Monera. Elas podem ser facilmente distinguidas
por meio de um nicleo ligado a4 membrana. Animais, plantas,
fungos e protistas s3o eucariotas ou organismos cujas
células sd3o organizadas em estruturas complexas por

membranas internas e citoesqueleto. A estrutura ligada a
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membrana mais caracteristica € o nicleo. Um hospedeiro
eucaridtico inclui, por exemplo, levedura, planta superior,
células de insetos e de mamiferos ou, alternativamente, de
células procaridticas, como descrito acima. Exemplos nfo
limitantes incluem simios, bovinos, suinos, murideos,
ratos, aves, répteis e humanos.

“Células procaridticas”, gque normalmente ndo possuem
um nicleo ou nenhuma outra organela ligada & membrana, s3o
divididas em dois dominios, bactérias e archaea.
Adicionalmente, em vez de terem DNA cromossdmico, as
informagdes genéticas dessas células estdo em uma alca
circular denominada plasmideo. As células bacterianas sdo
muito pequenas, aproximadamente com o tamanho de uma
mitocéndria animal (cerca de 1-2 um de didmetro e 10 pm de
comprimento). As células procaridticas apresentam trés
formatos principais: em forma de bastdo, esféricas e em
espiral. Em vez de passarem por processos de replicacdo
elaborados como os eucariotas, a células bacterianas se
dividem por fissdo Dbinaria. Exemplos incluem, sem
limitagdo, bactérias bacillus, bactéria E. coli e bactéria
Salmonella.

O termo “anticorpo humano”, como agqui wusado, visa
incluir anticorpos que ©possuem regides varidveis e
constantes derivadas de seqUéncias de imunoglobulina da
linhagem germinativa humana. Os anticorpos humanos da
inveng¢do podem incluir residuos de aminodcido ndo
codificados por seqiéncias de imunoglobulina da linhagem
germinativa humana (por exemplo, mutagdes introduzidas por
nutagénese aleatdria ou sitio-especifica in vitro ou por

mutagdo somatica in vivo). No entanto, o termo “anticorpo
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humano”, como agui usado, ndo visa incluir anticorpos nos
quais as seqUéncias de CDR derivadas da linhagem
germinativa de outra espécie mamifera, por exemplo,
camundongo, foram enxertadas em seqUéncias framework
humanas. Dessa forma, como aqui usado, o termo “anticorpo
humano” refere-se a um anticorpo no qual substancialmente
todas as partes da proteina (por exemplo, CDR, framework,
dominios C., Cy (por exemplo, Cu;, Cu2, Cus), dobradica, (VL,
VH) ) sdo substancialmente ndo imunogénicas em seres
humanos, apenas com pequenas alteragdes ou variacdes de
seqiiéncia. Similarmente, anticorpos designados de primatas
(macaco, babuino, chimpanzés etc.), de roedores
(camundongo, rato, coelho, porguinho-da-india, hamster, e
semelhantes) e outros mamiferos designam esses anticorpos
especificos para a espécie, subgénero, género, subfamilia,
familia. Além disso, anticorpos quiméricos incluem qualquer
combinag¢do dos citados acima. Essas alteracgdes ou variacdes
opcicnalmente e preferivelmente retém ou reduzem a
imunogenicidade em seres humanos ou em outras espécies em
relagdo aos anticorpos ndo modificados. Dessa forma, um
anticorpo €& distinto de um anticorpe quimérico ou
humanizado. Ressalta-se que um anticorpo humano pode ser
produzido por um animal nd3o humano ou uma célula
procaridtica ou eucaridtica que é capaz de expressar genes
de imunoglobulina humana funcionalmente rearranjados (por
exemplo, cadeia pesada e/ou cadeia leve). Além disso,
quando um anticorpo humano & um anticorpo de cadeia fGnica,
ele pode compreender um peptideo vinculador que ndo &
encontrado em anticorpos humanos nativos. Por exemplo, um

Fv pode compreender um peptideo vinculador, por exemplo,



10

15

20

25

30

56/155

dois a cerca de oito residuos de glicina ou de outro
aminoacido, gque conecta a regido varidvel da cadeia pesada
e a regido varidvel da cadeia 1leve. Esses peptideos
vinculadores sdo considerados como sendo de origem humana.
Como aqui usado, um anticorpo humano & “derivado de”
segliéncia de uma linhagem germinativa em particular se o
anticorpo €& obtido de um sistema usando seqliéncias de
imunoglobulina humana, por exemplo, por imunizacdio de um
camundongo transgénico que carrega genes de imunoglobulina
humana ou por avaliagdo de uma biblioteca de genes de
imunoglobulina humana. Um anticorpo humano que é “derivado
de” uma seqiéncia de imunoglobulina da linhagem germinativa
humana pode ser identificado como tal por comparacdo da
seqiiéncia de aminodcidos do anticorpo humano com a
sequéncia de aminodcidos de imunoglobulinas da linhagem
germinativa humana. Um anticorpo humano selecionado
tipicamente & pelo menos 90% idéntico em termos de
seqliéncia de aminodcidos com uma seqiiéncia de aminoacidos
codificada por um gene de imunoglobulina da linhagem
germinativa humana e contém residuos de aminodcido que
identificam o anticorpo humano como sendo humano, quando
comparado com as sequéncias de aminoacidos de
imunoglobulina da linhagem germinativa de outras espécies
(por exemplo, seqli€ncias da linhagem germinativa muridea).
Em certos casos, um anticorpe humano pode ser pelo menos
95% ou até pelo menos 96%, 97%, 98% ou 99% idéntico em
termos de seqgliéncia de aminocdcidos & seqiéncia de
aminodcidos codificada pelo gene de imunoglobulina da
linhagem germinativa. Tipicamente, um anticorpo humano

derivado de uma seqiiéncia da linhagem germinativa humana em
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particular exibird no maximo 10 diferencas de aminodcidos
em relacdo a seqléncia de aminodcidos codificada pelo gene
de imunoglobulina da linhagem germinativa humana. Em certos
casos, © anticorpo humano pode exibir no maximo 5, ou até
mesmo no maximo 4, 3, 2 ou 1 diferenca de aminocdcido em
relagdo a seqUéncia de amincdcidos codificada pelo gene de
imunoglobulina da linhagem germinativa.

Um *anticorpo monoclonal humano” refere-se aos
anticorpos que exibem uma UGnica especificidade de ligacdo
que possuem regibes varidveis e constantes derivadas de
sequiéncias de imunoglobulina da linhagem germinativa
humana. O termo também engloba anticorpos  humanos

recombinantes. Métodos para produgdo desses anticorpos sdo

aqui descritos.

O termo ‘“anticorpo humano recombinante”, como aqui
usado, inclui todos os anticorpos humanos que sdo
preparados, expressos, criados ou isolados por meios

recombinantes, por exemplo, anticorpos isolados de um
animal (por exemplo, um camundongo) que é transgénico ou
transcromossémico para genes de imunoglobulina humana ou
para um hibridoma preparado a partir deles, anticorpos
isolados de uma célula hospedeira transformada para
expressar o anticorpo, por exemplo, a partir de um
transfectoma, anticorpos isolados de uma biblioteca
combinatéria de anticorpos humanos recombinantes, e
anticorpos preparados, expressos, criados ou isolados por
qualquer outro meio que envolva a Jjungdo (splicing) de
sequéncias génicas de imunoglobulina humana com outras
sequiiéncias de DNA. Esses anticorpos humanos recombinantes

possuem regides varidveis e constantes derivadas de
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seqiéncias de imunoglobulina da linhagem germinativa
humana. Em certas modalidades, no entanto, esses anticorpos
humanos recombinantes podem ser submetidos a mutagénese in
vitro (ou, quando €& wusado um animal transgénico para
sequéncias de Ig humana, mutagénese somdtica in vivo) e,
dessa forma, as seqliéncias de aminodcidos das regides VH e
VL dos anticorpos recombinantes sdo sequéncias que, embora
derivadas e relacionadas com as sequéncias de VH e VL da
linhagem germinativa humana, podem ndo existir naturalmente
dentro do repertdrio de anticorpos da linhagem germinativa
humana in vivo. Métodos para produgdo desses anticorpos sdo
aqui descritos.

Como aqui wusado, “isdtipo” refere-se Aa classe de
anticorpo (por exemplo, IgM ou IgGl) que é codificado por
genes da regido constante de cadeia pesada.

Os termos “anticorpo policlonal” ou “composicgio de
anticorpo policlonal”, como aqui usados, referem-se a uma
preparagdo de anticorpos que sdo derivados de diferentes
linhagens de células B. Eles s3o uma mistura de moléculas
de imunoglobulina secretada contra um antigeno especifico,
cada um reccnhecendo um epitopo diferente.

Os termos “anticorpo monoclonal” ou “composigdo de
anticorpo monoclonal”, como aqui usados, referem-se a uma
preparagdo de moléculas de anticorpo de composigdo
molecular fGnica. Uma composi¢do de anticorpo monoclonal
exibe especificidade e afinidade de ligagdo Gnicas para um
epitopo em particular.

Como aqui wusado, o termo “marcador” significa um
composto ou composig¢do detectdvel direta ou indiretamente

gque € conjugado direta ou indiretamente A composigdo a ser
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detectada, por exemplo, polinucleotideo ou proteina, por
exemplo, um anticorpo, de modo a gerar uma composicgdo
"marcada”. O termo também inclui seqliéncias conjugadas ao
polinucleotideo que gerardo um sinal mediante expressido das
seqliiéncias inseridas, por exemplo, a proteina fluorescente
verde (GFP), e semelhantes. O marcador pode ser detectavel
por si préprio (por exemplo, marcadores de radioisétopo ou
marcadores fluorescentes) ou, no case de um marcador
enzimdtico, pode catalisar a alteragcio quimica de um
composto ou composig¢do substrato que seja detectdvel. Os
marcadores podem ser adequados para a deteccdo em pequena
escala ou mais adequados para a triagem de alto rendimento.
Dessa forma, marcadores adequados incluem, sem limitacdo,
radioisdtopos, fluordforos, compostos gquimioluminescentes,
corantes e proteinas, incluindo enzimas. O marcador pode
ser simplesmente detectado ou pode ser quantificado. Uma
resposta que & simplesmente detectada geralmente compreende
uma resposta cuja existéncia meramente é confirmada,
enquanto uma resposta que €& quantificada geralmente
compreende uma resposta que possuili um valor quantificédvel
(por exemplo, que pode ser relatado numericamente), por
exemplo, intensidade, polarizagdo e/ou outra propriedade.
Em ensaios de luminescéncia ou fluorescéncia, a resposta
detectavel pode ser gerada diretamente com o uso de um
lumindéforo ou fluoréforo associado a wum componente do
ensaio realmente envolvido na 1ligagcdo, ou indiretamente
usando um lumindforo ou fluoréfore associado a outro
componente (por exemplo, repdrter ou indicador).

Exemplos de marcadores luminescentes gque produzem

sinais incluem, sem limitacdo, bioluminescéncia e
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quimioluminescéncia. A resposta detectavel por
luminescéncia geralmente compreende uma alteracdo, ou uma
ocorréncia de um sinal de luminescéncia. Métodos e
luminéforos adequados para marcar de forma luminescente
componentes do ensaio sdo conhecidos na técnica e
descritos, por exemplo, em Haugland, Richard P. (1996)
“Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals” (6°
Edigdo). Exemplos de sondas luminescentes incluem, sem
limitagd@o, aequorina e luciferases.

Exemplos de marcadores fluorescentes adequados
incluem, sem limitacgdo, fluoresceina, rodamina,
tetrametilrodamina, eosina, eritrosina, cumarina, metil-
cumarinas, pireno, verde Malacita, estilbeno, Amarelo
Lucifer, Cascade Blue™ e Vermelho Texas. Outros corantes
Opticos adequados sd8o descritos em Haugland, Richard P.
(1996) “Handbook of Fluorescent Probes and Research
Chemicals” (6* Edigdo).

Em outro aspecto, o marcadoxr fluorescente é
funcionalizado para facilitar a adesd3o covalente a um
componente celular presente dentro ou na superficie da
célula ou tecido, por exemplo, um marcador da superficie
celular. Grupos funcionais adequados incluem, sem
limitagdo, grupos isotiocianato, grupos amino, grupos
halocacetil, maleimidas, succinimidil ésteres e haletos de
sulfonila, todos podendo ser usados para anexar © marcador
fluorescente a uma segunda molécula. A escolha do grupo
funcional do marcador fluorescente dependerd do local de
adesdo a um vinculador, ao agente, ao marcador ou ao
segundo agente de marcagdo.

II. Métodos da invengdo
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Um aspecto da presente invengdo estd relacionado a um
método de prevengdo ou redugdo de sangramento em um
individuo submetido a terapia anticoagulante pela
administracdo ao individuo de uma quantidade eficaz de um
derivado da proteina do fator Xa. Em uma modalidade, o
derivado possui um sitio ativo modificado e/ou um dominio
Gla modificado, possuindo, dessa forma, atividade pré-
coagulante reduzida ou ausente. O derivado atua como um
antidoto e substancialmente neutraliza a atividade
anticoagulante do inibidor. Em uma modalidade, o derivado &
deficiente em Gla ou sem dominio Gla. O individuo pode ser
um mamifero ou, mais particularmente, um ser humano.

Em outra modalidade, a inven¢do é dirigida a um método
para ligar e inibir seletivamente um inibidor do fator Xa
administrado exogenamente em um individuo. O método
compreende a administragdo ao paciente de uma quantidade
eficaz de um derivado de um derivado de fator Xa como
descrito acima. O individuo pode ser uma célula ou um
mamifero como, por exemplo, um ser humano.

Pacientes adequados para essa terapia foram submetidos
a terapia anticoagulante prévia, por exemplo, receberam a
administragdo de um ou mais anticoagulantes, por exemplo,
um inibidor do fator Xa. Exemplos de anticoagulantes gque
sdo inibidores do fator Xa incluem, sem limitacgdo,
fondaparinux, idraparinux, idraparinux biotinilado,
enoxaparina, fragmina, NAP-5, rNAPc2, inibidor da via do
fator tecidual, DX-9065a, YM-60828, YM-150, apixaban,
rivaroxaban, PD-348292, otamixaban, DU-176Db, LY517717,
GSK913893, heparina de baixo peso molecular e betrixaban,

ou qualquer combinagdo destes. A fonte de varios
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anticoagulantes & encontrada ao longo da descrigdo.

Em wum aspecto, o derivado possuli um sitio ativo
modificado e/ou um dominio Gla modificado ou removido. Em
um aspecto, o derivado de fator Xa ndo possuli ou exibe
nenhuma atividade prdé-coagulante. Nesse aspecto, o derivado
compreende pelo menos os residuos de aminocacido 40 a 448,
45 a 448, ou 46 a 448 do ID. DE SEQ. N°: 3 ou equivalentes
destes. Em outro aspecto, o derivado compreende pelo menos
os residuos de aminodcido 45 a 139 e 195 a 448 ou 46 a 139
e 195-448 do ID. DE SEQ. N°: 3 ou equivalentes destes.

Em outro aspecto da invengdo, o derivado de fXa retém
a estrutura tridimensional do sitio ativo da proteina de
fXa. Informagdes em relagdo & estrutura tridimensional do
fXa des-Gla podem ser encontradas em Brandstetter, H. e
col. J. Bio. Chem., 1996, 271: 29.988-29.992.

Em outro aspecto da invengdo, os derivados de £fXa
podem ndc possuir o dominio Gla, além de um dos dois
dominios EGF. Em outro aspecto da invengdo, os derivados de
fXa sdo completamente desprovidos da cadeia leve. Outras
modificagdes da cadeia pesada podem compreender o dominio
catalitico de serina-proteases relacionadas que sdo capazes
de se ligar aos inibidores. As serina-proteases
relacionadas possuem dominios cataliticos gque possuem
similaridade estrutural suficiente com o dominio catalitico
de fXa e sdo, portanto, capazes de se ligar aos inibidores
de fXa de pequena molécula. Exemplos de serina-proteases
relacionadas incluem, sem limitag¢do, proteases de mamiferos
como, por exemplo, calicreina plasmatica, trombina e
tripsina ou a protease bacteriana subtilisina. Esses

derivados ainda incluem modificagdes nos residuos de
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aminodcidos equivalentes aos residuos de serina (SER379) ou
de dcido aspartico (ASP282) do sitio ativo aqui descritos.
Em algumas modalidades, a proteina do fator Xa com
atividade pré-coagulante reduzida compreende uma cadeia
leve modificada, em que a modificacdo €é substituigdo,
adigdo ou eliminagdo do dominic Gla para reduzir a ligagdo
a membrana de fosfolipideo de fXa. Em algumas modalidades,
a sequéncia de aminodcidos principal de fXa ndo é alterada,
mas a cadeia lateral de certos aminodcidos foi alterada.
Exemplos do dominio Gla modificado que reduz a ligag¢dao a
membrana de fosfolipideo de fXa compreendem polipeptideos
ou proteinas gque possuem a sequéncia de aminodcidos
priméria do ID. DE SEQ. N°: 3 ou um equivalente deste, com
pelo menos uma substituigdo, adig¢do ou eliminagdo de
aminodcido, quando comparado com o dominio Gla de uma
proteina do fator Xa humano do tipo selvagem. Em algumas
modalidades, pelo menos um aminodcido que & substituido ou
eliminado € um &cido y-carboxiglutdmico (Gla). Residuos de
Gla sdo mostrados no ID. DE SEQ. N°: 3 nas posicgdes de
aminodcido 6, 7, 14, 16, 19, 20, 25, 26, 29, 32 e 39. Em
algumas modalidades, a seqliéncia de aminodcidos primaria do
antidoto é& idéntica ao ID. DE SEQ. N°: 3 ou equivalente
deste, mas €& uma proteina do fator Xa ndo carboxilada,
subcarboxilada ou descarboxilada. Em algumas modalidades, o
antidoto & um fXa anidro des-Gla ou des-Gla fX-S379A. Em
algumas modalidades, a proteina do fator Xa com ligagdo
reduzida a membrana de fosfolipideo ainda compreende
modificagdo ou eliminacdo dos dominios EGFl1L e/ou EGF2
(mostrados na Figura 3 como aminocdcidos 46 a 84 e 85 a 128,

respectivamente) ou uma parte, ou seja, fragmento dos
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dominios EGFl e/ou EGF2. Em algumas modalidades, toda a
cadeia leve ou substancialmente toda a cadeia leve &
modificada ou removida. Por exemplo, a proteina de fXa
modificada com ligagd@o reduzida & membrana de fosfolipideo
pode conter apenas a cadeia pesada, ou o fXa modificado
pode conter a cadeia pesada e um fragmento da cadeia leve
que contém Cysl32, o residuo de aminodcido que forma a
ligagdo dissulfeto simples com Cys302 da cadeia pesada no
ID. DE SEQ. N°: 3. Em algumas modalidades, o derivado
compreende a seqliéncia de aminodcidos do ID. DE SEQ. N°:
12. BEm algumas modalidades, o derivado € o polipeptideo de
duas cadeias que compreende o ID. DE SEQ. N°: 13. Em outras
modalidades, o derivado € o polipeptideo do ID. DE SEQ. N°:
15.

Em algumas modalidades, o derivado da proteina do
fator Xa compreende uma cadeia pesada modificada que contém
o dominio catalitico da referida proteina do fator Xa. Em
algumas modalidades, pelo menos uma substituicdo de
aminodcido estd presente em uma ou mais posic¢des de
aminodcido de fXa selecionado do grupo que consiste em
Glu2lé, Glu2l8, Arg332, Arg347, Lys351 e Ser379 nos IDS. DE
SEQ. N°: 3 e 7 (Glu37, Glu39, Argl50, Arglé5, Lyslée9 e
Ser195 na numeragdo de quimotripsina, respectivamente). Em
algumas modalidades, o antidoto & uma proteina do fator Xa
com o residuo de serina do sitio ativo (Ser379 nos IDS. DE
SEQ. N°: 3 e 7, Serl95 na numeragido de quimotripsina)
modificado para desidro-alanina ou alanina. Essas
modificagdes podem ser feitas na proteina de fXa do tipo
selvagem ou em qualgquer uma das proteinas de £fXa

modificadas ou fragmentos descritos acima. Por exemplo, ©
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fXa anidro des-Gla com os residuos de serina do sitio ativo
substituidos por desidro-alanina descrito no Exemplo 1 ndo
demonstrou atividade de antidoto.

Em outras modalidades, o derivado possui interagdo
reduzida com ATIII, co-fatores fV/fva e £VIII/fVIIIa,
quando comparado com fator Xa do tipo selvagem ou de
ocorréncia natural. Em algumas modalidades, pelo menos uma
substituicdo de aminodcido estd presente na posicido de
aminoacido Arg306, Glu310, Arg347, Lys351, Lys4l4 ou Arg424
nos IDS. DE SEQ. N°: 3 e 7 (Argl25, Glul29, Arglés,
Lysl69, Lys230 ou Arg240 na numerag¢doc de quimotripsina,
respectivamente). Essas modificacdes podem ser feitas na
proteina de fXa do tipo selvagem ou em gqualquer uma das
proteinas de fXa modificadas ou fragmentos descritos acima.

Em outras modalidades, o antidoto & uma proteina gue
compreende a sequéncia de aminodcidos de um dominio
catalitico de serina-protease que pode wmimetizar a
capacidade de ligagdoc ao inibidor da cadeia pesada de fXa.
Essas proteinas podem incluir proteases de mamiferos como,
por exemplo, calicreina plasmatica, trombina, tripsina (ou
seu homdélogo bacteriano subtilisina) que foram modificadas
recombinantemente para perderem atividade de serina-
protease capazes de clivar substratos de proteina, mas
ainda possuem as caracteristicas estruturais da fenda do
sitio ativo.

Também sdo fornecidas por esta invengdo composicdes
farmacéuticas que contém um ou mais dos derivados de fator
Xa modificados e um veiculo farmaceuticamente aceitdvel. As
composigdes sdo administradas a um individuo que necessita

em uma quantidade que fornecera o beneficio desejado, uma
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redugdo ou interrup¢do do sangramento. As composig¢des podem
ser co-administradas com gqualquer agente ou terapia
adequada que complemente ou aumente a atividade do derivado
de fator Xa. Um exemplo disso & um segundo agente capaz de
prolongar a meia-vida plasmatica do antidoto. Exemplos de
segundos agentes adequados incluem, sem limitag¢do, um
anticorpo anti-fXa que reconhece o exositio de cadeia
pesada de fXa ou um derivade de fXa 1ligado a alfa-2-
macroglobulina. A formagdao do complexo entre o derivado de
fXa e um segundo agente (anticorpo de exositio ou alfa-2-
macroglobulina) bloquearia intera¢des macromoleculares, mas
reteria a habilidade de ligagdes ao inibidor dependentes do
sitio ativo. Exemplos de anticorpos anti-fXa adequados a
co-administra¢do incluem, sem limitag¢do, aqueles descritos
em Yang Y.H., e col., J. Immunol. 2006, 1; 177(11): 8.219-
25, Wilkens, M. e Krishnaswamy, S., J. Bio. Chem., 2002,
277 (11), 9.366-9.374 e Church W.R., e col., Blood, 1988,
72(6), 1.911-1.921.

Em algumas modalidades, uma proteina do fator Xa &
modificada por meios quimicos, enzimdticos ou
recombinantes. Por exemplo, a Ser379 do sitio ativo pode
ser modificada quimicamente em desidroalanina, e o dominio
Gla pode ser removido enzimaticamente por digestdo por
quimotripsina, como descrito no Exemplo 1. Um £fXa
modificado aqui descrito também pode ser produzido por meio
recombinante por modificagdo de seqliéncia do cDNA que
codifica fX do tipo selvagem (ID. DE SEQ. N°: 2), descrito
com mais detalhes no Exemplo 7, para expressdo direta do
antidoto recombinante (Antidoto-r) ou, alternativamente,

uma proteina de fX com a modificagdo desejada pode ser
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produzida por meio recombinante seguida por ativag¢do no fXa
modificado por um ativador, por exemplo, veneno de cobra,
por exemplo, veneno de vibora de Russel, e complexos de
fvIiia/fator tecidual ou fIXa/fVIIIa.

Os individuos que se beneficiardo da administracdo das
composi¢des aqui descritas e dos métodos que as acompanham
incluem aqueles gue apresentam, ou estdo predispostos, a um
quadro clinico de sangramento importante ou um quadro de
sangramento ndo importante clinicamente significativo.
Exemplos de quadros clinicos de sangramento importante s3o
selecionados do grupo gque consiste em  hemorragia,
sangramento em &rgdos vitails, sangramento que necessite de
reoperagido ou de um novo procedimento terapéutico, e um
indice de sangramento 2 2,0 com um sangramento observavel
associado (Turpie AGG, e col., NEJM, 2001, 344: 619-625).
Adicionalmente, o individuo pode estar apresentando ou
estar predisposto a um quadro de sangramento ndo importante
selecionado do grupo que consiste em epistaxe persistente
ou recorrente e em quantidade substancial ou que ndo sera
interrompida ser interveng¢do, sangramento retal ou do trato
urindrio que ndo aumenta até um nivel que necessite de um
procedimento terapéutico, hematomas substanciais no local
de injegdes ou em outros locais que sejam espontlneos ou
ocorram com trauma trivial, perda sangliinea substancial
mais do gue normalmente associada a um procedimento
cirGrgico que ndo exija frenagem, e sangramento que exija
transfusdo ndo planejada.

Em algumas modalidades, o antidoto & administrado apds
a administragdo de uma overdose de um inibidor de fXa ou

antes de uma cirurgia que possa expor individuos ao risco
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de hemorragia.

Em qualquer um dos métodos aqui descritos, deve-se
entender, mesmo gque nem sempre explicitamente estabelecido,
que uma quantidade eficaz do derivado €& administrada ao
individuo. A quantidade pode ser determinada empiricamente
pelo médico responsdvel pelo tratamento e ird variar com a
idade, o sexo, o peso e a salde do individuo. Fatores
adicionais a serem considerados pelo médico responsavel
pelo tratamento incluem, sem limitag¢do, a identidade e/ou
quantidade do inibidor do fator Xa que pode ter sido
administrada, o métode ou modo pelo qual o antidoto sera
administrado ao individuo, a formulag¢3o do antidoto e o
resultado terapéutico final para o paciente. Tendo em mente
essas variaveis, aqueles habilitados na técnica
administraro uma quantidade terapeuticamente eficaz ao
individuo a ser tratado. Contempla-se que uma gquantidade
terapeuticamente eficaz dos antidotos aqui descritos
suficiente para se contrapor, ou substancialmente
neutralizar, um anticoagulante em um individuo pode conter
desde cerca de 0,01 miligrama de antidoto por guilograma do
peso corporal de um individuo até 1 grama de antidoto por
quilograma do peso corporal de um individuo de antidoto. E
ainda contemplado que o antidoto pode ser fornecido ao
individuo em uma concentragdo que varia de cerca de 10
nanomolar a cerca de 100 micromolar, ou cerca de 10
nanomolar a cerca de 5 micromolar, ou cerca de 100
nanomolar a cerca de 2,5 micromolar.

As composigdes podem ser administradas em quantidades
que sejam eficazes para que o antidoto reconhe¢a e se ligue

seletivamente, direta ou indiretamente, ao inibidor do
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fator Xa no individuo. Elas também podem ser administradas
em gquantidades para inibir substancialmente ou neutralizar
substancialmente inibidores do fator Xa administrados
exogenamente em um individuo.

Ainda em outro aspecto, a invengdo estd relacionada a
uma composigdo farmacéutica para a reversao ou
neutralizagdo da atividade anticoagulante de um inibidor do
fator Xa administrado a um individuo, que compreende a
administragdo de uma quantidade eficaz de um antidoto para
0 inibidor do fator Xa e um veiculo farmaceuticamente
aceitavel, desde que o antidoto nd3c seja fator VIIa
derivado do plasma, fator VIIa recombinante, plasma fresco
congelado, concentrados de complexo de protrombina e sangue
total.

Em algumas modalidades, o antidoto & qualquer um dos
antidotos descritos acima. Em algumas modalidades, o
antidoto €& conjugado a uma porgdo capaz de prolongar a
meia-vida circulante do antidoto. Em algumas modalidades, a
porgcdo € selecionada do grupo que consiste em polietileno
glicol, um grupo acil, um lipossomo, uma proteina
transportadora, uma membrana de fosfolipideo artificial e
uma nanoparticula. Por exemplo, um residuo de 1lisina ou
cisteina que ndoc é do sitio ativo de um derivado de fXa
aqui descrito pode ser modificado quimicamente para se
anexar a uma molécula de polietileno glicol. Outros métodos
fornecidos em Werle, M. & Bemkop-Schniirch, A. “Strategies
to Improve Plasma Half Life Time of Peptide and Protein
Drugs”, Amino Acids 2006, 30(4): 351-367 podem ser usados
para prolongar a meia-vida plasmidtica dos antidotos desta

invencdo.
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Em outras modalidades da invengdo, a meia-vida do
derivado de fXa é aumentada por acoplamento do antidoto aos
dominios do transportador de Fc. Em uma modalidade, o
antidoto €& acoplado a um fragmento Fc¢, por exemplo, uma
porgdo do peptideo de imunoglobulina ou um fragmento de
IgGl. Em wuma modalidade, & contemplada wuma proteina
quimérica que compreende o derivado de fXa e a porgdo do
peptideo de imunoglobulina. Ainda em outra modalidade, o
derivado de fXa e o peptideo de imunoglobulina s3o
acoplados por uma reagdo quimica, por exemplo, uma ligacdo
dissulfeto, com as regides constantes da cadeia pesada e
cadeia leve kappa de IgG humana.

Em algumas modalidades, a composigdo farmacéutica
ainda compreende um agente capaz de prolongar a meia-vida
plasmatica do antidoto. Em outro aspecto, a composicgio
farmacéutica foi co-formulada com um agente capaz de
prolongar a meia-vida plasmatica do antidoto. Em algumas
modalidades, o agente co-administrado ou co-formulado & um
anticorpo anti-fXa que reconhece o exositio de fXa ou um
derivado de fXa ligado & alfa-2-macroglobulina.

IIT. Antidotos
Derivados do Fator Xa

Um aspecto da presente invengdo consiste no uso de
derivados de fXa, por exemplo, fXa deficiente em dominio
Gla ou fXa des-Gla, como antidotos seguros e eficazes para
substancialmente neutralizar a atividade de um inibidor do
fator da coagulagdo fXa para evitar ou interromper
sangramento. Contempla-se que os antidotos da presente
invengdo serdo fiteis na reversdo do efeito anticoagulante

de um inibidor de fXa, especialmente de um inibidor de
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pequena molécula dirigido ao sitio ativo.

Contempla-se gue um antidoto para um inibidor de fXa
possui atividade prd-coagulante reduzida ou ausente, mas é
capaz de se ligar a um inibidor de fXa. Contempla-se gue
essa atividade limitada permite a dosagem do antidoto em um
nivel maior do que o fXa do tipo selvagem circulante.
Certos derivados de fXa como, por exemplo, fXa des-Gla e
fXa deficiente em Gla, s3co antidotos adequados desta
invengdo. Além de terem atividade prd-coagulante reduzida
ou diminuida, os antidotos da presente invencdo também
devem ser substancialmente ndo imunogénicos para o
individuo. Um antidoto pode conter uma combinacdo de duas
ou mais das mutag¢des e/ou modificacdes acima. Além disso,
qualquer um dos derivados de fXa acima pode ser
administrado isoladamente ou em combinacdo com outro.

O Fator Xa € uma serina-protease na via da coagulacgdo
sangiinea responsdvel pela conversdo de protrombina em
trombina. Ele é produzido a partir do fator X inativo
mediante ativagd3o pela Xase intrinseca (complexo formado
por fator IXa com seu co-fator, fator VIIIa) ou pela Xase
extrinseca (complexo formado por fator VIIa com seu co-
fator, fator tecidual). O fX ativado (fXa) podem passar por
uma clivagem autocatalitica adicional no terminal C de sua
cadeia pesada, convertendo fXaa na subforma fXap (Jesty, J
e col. J. Biol. Chem. 1975, 250(12): 4.497-4.504). fXaa e
fXap sdo materiais adequados para a presente invencdo. O
proprio fXa converte protrombina em uma taxa baixa que ndo
€ suficiente para apoiar a coagulagdo. Apenas gquandoc forma
um complexo de protrombinase com co-fatores ca®*,

fosfolipideo e fator Va, fXa pode ativar protrombina em uma
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taxa suficientemente rapida para apoiar a coagulacdo
(Skogen, W.F., e col., J. Biol. Chem. 1984, 259(4): 2.306-
10). O complexo exige a ligagdo entre o fosfolipideo
carregado negativamente e os residuos de &cido y-
carboxiglutadmico no dominio Gla de fXa via ponte de Ca?*.

Portanto, embora o dominio Gla ndo contenha o sitio
ativo de fXa, ele permite que fXa forme o complexo de
protrombinase por meio dos residuos de &cido y-
carboxiglutdmico. Isso & demonstrado por remo¢do seletiva
do dominio Gla de fXa por digestdo por quimotripsina (veja
a Figura 7 e o Exemplo 1l). Foram feitos ensaios de
coagulacdo em fXa durante um periodo de duragdo da clivagem
do dominio Gla por digestdo por quimotripsina. Foi relatado
(Skogen e cols. J. Biol. Chem. 1984, 259(4): 2.306-10) que
um complexo de protrombinase reconstituido composto por fXa
sem dominio Gla, fVa, fosfolipideos e ions de calcio produz
trombina em uma taxa significativamente reduzida (0,5% de
produto gerado, comparada com complexo de controle contendo
fXa nativo). Como mostrado na Figura 7, a atividade de fXa
na formagdo de codgulo era parcialmente reduzida apbés o fXa
ser digerido por quimotripsina por 15 minutos, e a
atividade era perdida completamente apés 30 minutos de
digestdo. Verificou-se, portanto, que fXa subcarboxilado ou
descarboxilado, que ndo possui os residuos de Acido gama-
carboxiglutdmico apropriados necessarios para a ligacdo a
membrana dependente de ion cédlcio, é incapaz de montagem de
complexo da coagulagdo dependente da membrana e n3o apdia a
coagulagdo sanguinea (Mann, K.G. e col., Blood, 1990, 76:
1-16) .

Também foi estabelecido que fXa deficiente em dominio
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Gla & capaz de se ligar aos inibidores de IXa dirigidos ao
sitio ativo (Brandstetter, H e col., J. Bio. Chem., 1996,
271: 29.988-29.992). Houve relatos de cristalografia de
inibidor de fXa de pequena molécula ligado ao IXa des-Gla
humano, que forneceram descricdo estrutural da fenda do
sitio ativo (Brandstetter, J. Bio. Chem., 1996, 271:
29.988-29.992 e Roehrig, J. Med. Chem. 2005, 48(19): 5.900-
8). A Figura 8 mostra que um fXa anidro des-Gla exibiu
afinidade de ligagdo de 0,319 nM com um inibidor de fXa
betrixaban, compardvel com aguela de um fXa nativo,

Foi agora descoberto que des-Gla IXa, e outros
derivados de £fXa que possuem atividade pré-coagulante
reduzida, mas sdo capazes de ligacdo ao inibidor de fXa,
podem ser usados como um antidoto para um inibidor de fXa.
Como mostrado na Figura 9, o fXa anidro des-Gla exibiu
reversdo completa da atividade anticoagulante de betrixaban
em uma concentragdo de 680 nM. Como detalhado no Exemplo 2,
a geragao de trombina foi iniciada pela adig3o de reagente
contende TF (Innovin) e, dessa forma, indicativo da funcdo
de fatores da coagulagdo na via da coagulacdo extrinseca.
Também foi demonstrado nos Exemplos 9-13 que o antidoto
recombinante €& Util para reverter uma ampla variedade de
anticoagulantes.

Ensaios de prolongagdo da coagulagdo com o reagente de
tempo de tromboplastina parcial ativada (aPTT) (Actina FS),
que determina a fung¢do do fator da coagulagio na via da
coagulacdo intrinseca, também indicam que o fXa anidro des-
Gla possui atividade de antidoto. A Figura 10 mostra o
efeito de dose-resposta do antidoto de fXa anidro des-Gla

contra 250 nM de betrixaban, com reversdo completa a 600
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nM. A Figura 11 mostra que fXa anidro des-Gla também foi
capaz de reverter a atividade anticoagulante de outro
inibidor de fXa, enoxaparina. A Figura 12 mostra que fXa
anidro des-Gla nao exibiu atividade de antidoto
significativa contra um inibidor direto de trombina,
argatroban. Dessa forma, o fXa anidro des-Gla & um antidoto
seletivo para inibidores de fXa e & capaz de restaurar a
atividade de fXa pré-coagulante iniciada pela via
extrinseca ou pela via intrinseca.

Além disso, a atividade de antidoto de fXa anidro des-
Gla foi demonstrada pelos ensaios de prolongagdo com aPTT
medida com um crondmetro de coagulagdo tradicional. Como
mostrado na Figura 13, o prdprio fXa anidro des-Gla ndo tem
nenhum efeito sobre aPTT de plasma de controle nas maiores
concentra¢gdes testadas (2.576 nM). Quatrocentos nM de
betrixaban prolongaram aPTT em mais de duas vezes. Esse
efeito anticoagulante de betrixaban & revertido por fXa
anidro deg-Gla de forma dose-dependente, com o retorno da
aPTT ao nivel quase normal do plasma de controle em
concentragdes de antidoto acima de 1.610 nM.

Contempla-se gque truncamentos adicionais na cadeia
leve de fXa, por exemplo, eliminac3io adicional do dominio
EGFl, dominios EGFl mais EGF2, ou fragmentos destes, e a
inativagdo de fXa apenas com a cadeia pesada, possam ser
antidotos Gteis desta invencido.

fXa deficiente em dominio Gla ndo apdia a coagulagdo
normal sob concentragdo fisiologicamente relevante. No
entanto, a proteina possui a habilidade para clivar muitos
substratos e causar coagulagdo em concentracdes maiores.

Por exemplo, Skogen e cols. (Skogen, W.F., e col., J. Biol.
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Chem. 1984, 259(4): 2.306-10) mostraram que fXa des-Gla
bovina possui cerca de 0,5-1,0% de atividade de complexo de
protrombinase em relagdo ao fXa do tipo selvagem. Dessa
forma, modifica¢Bes que reduzam ainda mais ou eliminem
completamente a atividade prd-coagulante de um derivado de
fXa sdo contempladas pelos métodos da invengdo. Essas
modificagdes podem ser, por exemplo, em um dominio
catalitico de fXa.

Sdo contempladas varias formas de modificacdo do
dominio catalitico na cadeia pesada de fXa para reduzir sua
atividade pré-coagulante. O residuo S$S379 do sitio ativo de
fXa (como mostrado no ID. DE SEQ N°: 7), por exemplo, pode
ser substituido seletivamente por desidro-alanina (veja o
Exemplo 1) ou alanina (veja o Exemplo 6) para reduzir ou
eliminar a atividade pré-coagulante. Sabe-se também que a
formagdo de complexo entre fXa e um reagente que visa o
exositio de fXa pode blogquear a habilidade de 1ligacdo
macromolecular de fXa, reduzindo, dessa forma, sua
atividade pré-coagulante, mantendo a habilidade de ligacio
a pequena molécula no sitio ativo. Esse reagente que visa o
exositio inclui, sem limitagdo, anticorpos monoclonais que
visam uma regifo removida do sitio ativo (Wilkens, M. e
Krishnaswamy, S, J. Bio. Chem., 2002, 277 (11), 9.366-
92.374), ou a-2-macroglobulina. Sabe-se que o complexo de a-
2-macroglobulina-serina-protease, por exemplo, com
tripsina, trombina ou fXa, é capaz de se ligar aos
substratos de pequena molécula (Kurolwa, K. e col., Clin.
Chem. 1989, 35(11), 2.169-2.172).

Sabe-se também que um fXa inativo com modificacgdes

unicamente na cadeia pesada, mantendo sua cadeia leve
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inalterada, poderia atuar como um inibidor de protrombinase
(Hollenbach, S. e col., Thromb. Haemost., 1994, 71(3), 357-
62), pois ele interfere com a atividade prdé-coagulante do
fXa normal, como mostrado na Figura 6. Portanto, em uma
modalidade, o derivado de fXa possui modificagdes tanto na
cadeia leve quanto na cadeia pesada. Foi descoberto que
essas modificagdes reduzem ou eliminam tanto a atividade
pro-coagulantes quanto a atividade anticoagulante, retendo
a habilidade de ligagdo aos inibidores do derivado de fXa.
Podem ser usados varios métodos para produzir
derivados de fXa deficientes em dominio Gla ou outros
derivados de fXa aqui descritos. Por exemplo, o dominio Gla
pode ser completamente removido por meio da clivagem
quimotriptica, produzindo fXa sem dominio Gla.
Alternativamente, um fX sem dominio Gla pode ser produzido
por clivagem quimotriptica de fX nativo. O fX sem dominio
Gla pode entdo ser convertido em fXa sem dominio Gla por um
ativador de £fX. fX pode ser isolado do plasma da mesma
espécie ou de uma espécie diferente em relagdo ao individuo
a ser tratado. Fol demonstrado que fX bovino, por exemplo,
era funcional em ensaios no plasma humano. Exemplos de um
ativador de fX incluem, sem limitac¢do, um veneno de cobra,
por exemplo, veneno de vibora de Russel, e complexos de
fVvIiIa/fator tecidual ou fIXa/fVIIIa. Esse meio & conhecido
por aqueles habilitados na técnica. Por exemplo, Rudolph
A.E. e cols. relataram um £fXa recombinante produzido a
partir de um fator X recombinante (fX) com uma dnica
substituigcdo de Arg347 por Glutamina (£fXR347N) (Biochem.
2000, 39 (11) : 2.861-2.867) . Em uma modalidade, os

derivados de fXa produzidos a partir de fontes ndo humanas
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sdo ndo imunogénicos ou substancialmente ndo imunogénicos.
O Exemplo 7 também fornece um método de produgdo de um
antidoto recombinante que possui a seqiéncia de aminodcidos
do ID. DE SEQ. N°: 12.

Os derivados de fXa também podem ser purificados de
plasma humano, ou podem ser produzidos pelo método de DNA
recombinante em que um gene adequado para o derivado de fXa
€ expresso em uma organismo hospedeiro adequado. A
expressdo e a purificagdo de fXa recombinante foram
relatadas por varios grupos; veja, por exemplo, Larson,
P.J., e col., Biochem., 1998, 37: 5.029-5.038, e Canire,
R.M., e col., Biochem., 2000, 39, 14.322-14.329 para a
produgdo de £X recombinante; Wolf, D.L. e col., J. Bio.
Chem., 1991, 266(21): 13.726-13.730 para a producdo de fXa
recombinante. fXa modificado pode ser preparado de acordo
com esses procedimentos com o uso de um cDNA genericamente
modificado que possui uma seqiéncia de nucleotideos gque
codifica o mutante de fXa desejado. O Exemplo 6 d& mais
detalhes para a expressdo direta de um mutante de fXa sem
dominico Gla-S379 com atividade funcional como um antidoto.

Contempla-se gue fXa com sitio ativo mutado ou
modificado com dominio Gla deficiente, por exemplo, fXa
subcarboxilado, pode ser Gtil como antidoto para o inibidor
de fXa. fXa subcarboxilado pode ser preparado por meio
recombinante por retengdo de derivados de vitamina K
durante a expressdo de proteina (derivados de vitamina K
sdo necessarios para a modificagdo pds-tradu¢do para formar
os residuos de Gla) ou por adigdo de antagonistas da
vitamina K como, por exemplo, warfarina, durante a cultura

de tecido. fXa descarboxilado pode ser preparado por
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aquecimento (Bajaj P., J. Biol. Chem., 1982, 257(7): 3.726-
3.731) ou por digestdo proteolitica por gquimotripsina
(Morita T., e c¢ol., J. Biol. Chem., 1986, 261(9): 4.015-
4.023). O antidoto também pode ser gerado em sistemas
procariéticos, seguido por um re-enovelamento ou
constituigdo in vitro da ligagdo ao sitio do inibidor de
fXa.

Os residuos de Gla também podem ser modificados
quimicamente para remover o grupo carboxil responsavel pela
ligagdo a membrana dependente de ion calcio. Por exemplo,
os grupos carboxil nos residuos de Gla podem ser removidos
seletivamente sob condigdes de descarboxilagdo ou podem ser
cobertos, por exemplo, por esterificagdo ou aminacdo. E
desejavel que @essa esterificagdo ou aminacdo seja
resistente & hidrdélise in viveo de tal forma que o fXa
modificado ndo seja rapidamente convertido em fXa ativo, o
que pode causar trombose.

Outros mutantes ou derivados de fXa também podem ser
antidotos uteis desta invencdo. Em uma modalidade, esta
invencdo engloba uso de mutantes descritos em Peter J.
Larson e col., Biochem. , 1998, 37: 5.029-5.038 como
antidotos para o inibidor de fXa.

Em outra modalidade, esta invengdo engloba uso de
mutantes de fXa cataliticamente inativos para a preparacgdo
de antidotos para o inibidor de £fXa. Por exemplo, os
mutantes descritos em Sinha, U., e col., Protein Expression
and Purif., 1992, 3: 518-524 rXai, mutantes com
modifica¢des quimicas, por exemplo, desidro-alanina (fXa
anidro), como descrito em Nogami, e col., J. Biol. Chemn.

1999, 274(43): 31.000-7. fXa com serina do sitioc ativo
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(Ser379 na numeragdo de f£X, como mostrado no ID. DE SEQ.
N°: 7, e Serl95 na numeragdo de quimotripsina) substituida
com alanina (fXa-S379A na numeracdo de £fX, ou £fXa-S195A na
numeragadc de quimotripsina), em que a atividade pré-
coagulante foi eliminada, também podem ser usados como
antidotos para o inibidor de fXa. A invenc¢do também prevé
derivados de fXa com o residuo de serina do sitio ativo
acilado irreversivelmente que ainda é capaz de se ligar aos
inibidores de pequena molécula. fXa com a serina do sitio
ativo acilada de forma reversivel foi relatado por Wolf, e
col., Blood, 1995, 86 (11) : 4.153-7, Essa acilagao
reversivel, no entanto, € vcapaz de produgdao tempo-
dependente de fXa ativo e pode levar a um excesso de fXa
ativo apdés um periodo de tempo. A taxa de desacilagdo pode
ser reduzida por estratégias similares aquelas descritas em
Lin P.H. e col., Thrombosis Res., 1997, 88(4), 365-372. Por
exemplo, moléculas de fXa com Ser379 (Serl95 na numeracdo
de quimotripsina) aciladas por grupos 4-metoxibenzil e 3-
bromo-4-metoxibenzil recuperam menos de 50% de sua
atividade original quando incubadas em um tampdo que possui
PH 7,5 a 37°C por 4 horas.

Uma modalidade & dirigida ao uso de derivados de fXa
com mutacdes nos residuos de fXa sabidamente importantes
para a interagdo de fXa com co-fator fVv/fVa. Esses residuos
incluem, sem limitagdo, Arg306, Glu31l0, Arg347, Lys351 ou
Lys414 (IDS. DE SEQ. N°: 3 e 7, esses aminodcidos
correspondem a Argl25, Glul29, Argle5, Lysl69, Lys230 na
numeragdo de quimotripsina). Exemplos desses mutantes sdo
relatados em Rudolph, A.E. e col., J. Bio. Chem., 2001,

276: 5.123-5.128. Além disso, mutag¢bes nos residuos de fXa
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sabidamente importantes para a interagdo fVIII/fVIIIa, por
exemplo, Arg424 nos IDS. DE SEQ. N°: 3 e 7 (Arg240 na
numeragdo de quimotripsina), também podem ser usadas como
antidotos para o inibidor de fXa. Exemplos desses mutantes
sdo descritos em Nogami, K. e col., J. Biol. Chem., 2004,
279(32): 33.104-33.113.

Outra modificagao de residuos do sitio ativo de fXa ou
residuos sabidamente importantes para interagdes de serina-
protease também pode levar a antidotos d1teis desta
invencdo; por exemplo, a substituicio de Glu216, Glu2l8 e
Arg332 nos IDS. DE SEQ. N°°: 3 e 7 (Glu37, Glu39 e Arglso
na numeragao de guimotripsina, respectivamente) com outros
residuos de aminoacido.

Em uma modalidade, a atividade pré-coagulante residual
de um antidoto, avaliada pelo ensaio de clivagem
amidolitica de substrato, é de < 1%, preferivelmente <
0,1%, mais preferivelmente < 0,05% da do £fXa humano
derivado do plasma nativo. Por exemplo, nd3o hid atividade
pro-coagulante mensuridvel para fXa recombinante-S379A
quando a Ser379 do sitio ativo (S195 na numeracgdo de
quimotripsina) €& substituida por um residuo de alanina,
medida por ensaios de coagulacdo.

A invencdo ainda esta relacionada &s sequiéncias de
acidos nucléicos, em particular seqiiéncias de DNA, que
codificam os derivados de fXa descritos acima. Essas podem
ser facilmente determinadas por retro-tradugdo da seqiiéncia
de polipeptideos na seqiéncia de DNA correspondente de
acordo com o cbddigo genético. Os cddons usados
preferivelmente sdo aqueles que levam & boa expressio no

organismo hospedeiro necessdrio. As seqiiéncias de &cidos
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nucléicos podem ser preparadas por mutagénese sitio-
especifica, partindo da sequiéncia do gene de fXa natural,
ou entdo por sintese completa de DNA.

Polipeptideos da invengdo

Em certos aspectos, a invencdo estd relacionada a um
polipeptideo isolado gque compreende a seqliéncia de
aminoacidos do ID. DE SEQ. N°: 12, 13 ou 15. Também estdo
englobados por esta invengdo os polipeptideos que possuem
pelo menos 80% de homologia para o ID. DE SEQ. N°: 12, 13
ou 15.

Os polipeptideos que compreendem as sequéncias de
aminodcidos da invengdo podem ser preparados por expressio
de ©polinucleotideos que codificam as seqliéncias de
polipeptideos desta invengdo em uma célula hospedeira
apropriada. Isso pode ser obtido por métodos de tecnologia
de DNA recombinante conhecidos por aqueles habilitados na
técnica. Conseqlentemente, esta invencdo também fornece
métodos para a produgdo recombinantemente dos polipeptideos
desta invengdo em células hospedeiras eucaridticas ou
procaridticas. As proteinas e os polipeptideos desta
invengdo também podem ser obtidos por sintese guimica com o
uso de um sintetizador automatizado de peptideos disponivel
comercialmente como, por exemplo, aqueles fabricados poxr
Perkin Elmer/Applied Biosystems, Inc., Modelo 430A ou 431A,
Foster City, CA, EUA. A proteina ou o polipeptideo
sintetizado pode ser precipitado e adicionalmente
purificado, por exemplo, por cromatografia liquida de alto
desempenho (HPLC). Consequentemente, esta invencdo também
fornece wum processo para sintetizar quimicamente as

proteinas desta invengdo por fornecimento da seqiiéncia da
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proteina e reagentes, por exemplo, aminodcidos e enzimas, e
a ligagdo em conjunto dos aminocdcidos na orientacgdc e
seqiéncia linear adequadas.

Aqueles habilitados na técnica sabem que podem ser
feitas modificacdes a qualquer peptideo para que ele
adquira propriedades alteradas. Os polipeptideos da
invengdo podem ser modificados para incluir aminodcidos ndo
naturais. Dessa forma, os peptideos podem compreender D-
aminodcidos, uma combina¢do de D- e L-aminocdcidos, e varios
aminoacidos de “designer” (por exemplo, B-metil
aminodcidos, C-a-metil aminocdcidos, e N-a-metil aminoacidos
etc.) para transmitir propriedades especiais aos peptideos.
Adicionalmente, distribuindo-se aminodcidos especificos em
etapas de acoplamento especificas, peptideos com a-hélices,
B turns, laminas B, a turns e peptideos ciclicos podem ser
gerados. Geralmente, acredita-se que a estrutura secundaria
a-helicoidal ou a estrutura secunddria aleatdria seja
preferida.

Em uma modalidade adicional, serdo escolhidas
subunidades de polipeptideos que conferem propriedades
gquimicas e estruturais Gteis. Por exemplo, peptideos que
compreendem = D-aminodcidos podem ser resistentes as
proteases especificas para L-aminodcidos in vivo. Os
compostos modificados com D-aminoacidos podem ser
sintetizados com os aminoacidos alinhados em ordem reversa
para produzir os peptideos da invengdo como peptideos
retro-inversos. Além disso, a presente invencdo prevé as
preparagbes de peptideos gue possuem melhores propriedades
estruturais definidas, e o uso de peptidomiméticos e

ligagdes de peptidomiméticos, por exemplo, ligacBes éster,
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para preparar peptideos com novas propriedades. Em outra
modalidade, pode ser gerado um peptideo que incorpora uma
ligagdo peptidica reduzida, ou seja, R;-CH;NH-R;, em que R;
e R, sdo residuos ou seqiiéncias de aminodcidos. Uma ligagao
peptidica reduzida pode ser introduzida como uma subunidade
dipeptidica. Uma molécula desse tipo seria resistente a
hidrélise da ligacdo peptidica, por exemplo, atividade de
protease. Essas moléculas forneceriam ligantes com fungdao e
atividade Gnicas, por exemplo, meias-vidas in vivo
prolongadas em fungdo da resisténcia a degradacgao
metabdlica, ou atividade de protease. Além disso, & sabido
que em certos sistemas peptideos restritos exibem atividade
funcional aumentada (Hruby (1982) Life Sciences 31: 189-199
e Hruby e col. (1990) Biochem. J. 268: 249-262); a presente
invencdo fornece um método para a produgdo de um peptideo
restrito que incorpora sequéncias aleatdrias em todas as
outras posigdes.

Os seguintes aminodcidos mndo c¢lassicos podem ser
incorporados nos peptideos da invengdo a fim de introduzir
motivos conformacionais particulares: 1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolina-3-carboxilato (Kazmierski e col.
(1991) J. Am. Chem. Soc. 113: 2.275-2.283); (28,38)-metil-
fenilalanina, (25,3R) -metil-fenilalanina, (2R, 38) -metil-
fenilalanina e (2R,3R)-metil-fenilalanina (Kazmierski e
Hruby (1991) Tetrahedron Lett. 32(41): 5.769-5.772); &acido
2-aminotetrahidronaftaleno-2-carboxilico (Landis (1989)
Ph.D. Thesis, University of Arizona); hidrdxi-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolina-3-carboxilato (Miyake e col. (1989)
J. Takeda Res. Labs. 43: 53-76) ; dcido  histidina

isoquinolina carboxilico (Zechel e col. (1991) Int. J. Pep.
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Protein Res. 38(2): 131-138); e HIC (histidina uréia
ciclica), (Dharanipragada e col. (1993) Int. J. Pep.
Protein Res. 42(1): 68-77) e (Dharanipragada e col. (1992)
Acta. Crystallogr. C. 48: 1.239-1.241).

Os seguintes analogos de aminodcidos e
peptidomiméticos podem ser incorporados em um peptideo para

induzir ou favorecer estruturas secundarias especificas:

LL-Acp (&cido LL-3-amino-2-propenidona-6-carboxilico), um
analogo dipeptidico indutor de P turn (Kemp e col. (1985)
J. ©Org. Chem. 50: 5.834-5.838); andlogos indutores de

lédminas p (Kemp e col. (1988) Tetrahedron Lett. 29: 5.081-
5.082); andlogos indutores de P turn (Kemp e col. (1988)
Tetrahedron Lett. 29: 5.057-5.060); andlogos indutores de
hélice a (Kemp e col. (1988) Tetrahedron Lett. 29: 4.935-
4.938); andlogos indutores de a turn (Kemp e col. (1989) J.
Org. Chem. 54 ; 109:115) ; analogos fornecidos pelas
seguintes referéncias: Nagai e Sato (1985) Tetrahedron
Lett. 26: 647-650; e DiMaio e col. (1989) J. Chem. Soc.
Perkin Trans. p. 1687; um andlogo de turn Gly-Ala (Kahn e
col. (1989) Tetrahedron Lett. 30: 2.317); iséstero de
ligagdo amida (Clones e col. (1988) Tetrahedron Lett. 29:
3.853-3.856); tetrazol (Zabrocki e col. (1988) J. Am. Chem,
Soc. 110: 5.875-5.880); DTC (Samanen e col. (1990) Int. J.
Protein Pep. Res. 35: 501-509); e anadlogos ensinados em
Olson e col. (1990) J. Am. Chem. Sci. 112: 323-333 e Garvey
e col. (1990) J. Org. Chem. 56: 436. Miméticos
conformacionalmente restritos de beta turns e beta bulges,
e peptideos que os contém, sdo descritos na Patente U.S. N°
5.440.013, emitida em 8 de agosto de 1995 para Kahn.

Aqueles habilitados na técnica sabem que podem ser
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feitas modificagdes em qualquer peptideo por substituicdo
de um ou mais aminodcidos com um ou mais aminodcidos
funcionalmente equivalentes que ndo alteram a funcdo
biocldgica do peptideo. Em um aspecto, o aminocdcido que é
substituido por um aminodcido que possui propriedades
intrinsecas similares, incluindo, sem limitacéo,
hidrofobicidade, tamanho ou carga. Os métodos usados para
determinar o aminodcido apropriado a ser substituido e para
qual aminoacido s3o conhecidos por aqueles habilitados na
técnica. Exemplos ndo limitantes incluem modelos empiricos
de substituigdo, como descrito por Dahoff e col. (1978) Em:

“Atlas of Protein Sequence and Structure Vol. 5" Supl. 2

(ed. M.O0. Dayhoff), pp. 345-352. “National Biomedical
Research Foundation”, Washington DC; matrizes de PAM,
incluindo matrizes de Dayhoff (Dahoff e col. (1978), supra,

ou matrizes de JTT, como descrito por Jones e col. (1992)
Comput. Appl. Biosci. 8: 275-282 e Gonnet e col. (1992)
Science 256: 1.443-1.145; o modelo empirico descrito por
Adach e Hasegawa (1996) J. Mol. Evol. 42: 459-468; as
matrizes de substituigdo em bloco (BLOSUM), como descrito
por Henikoff e Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
89: 10.915-10.9192; modelos de Poisson, como descrito por
Nei (1987) “Molecular Evolutionary Genetics”. Columbia
University Press, Nova York; e o Método de Probabilidade
Méaxima (ML), como descrito por Muller e col. (2002) Mol.
Biol. Evol. 19: 8-13.
Conjugados de polipeptideos

Os polipeptideos e complexos de polipeptideos da
invengdo podem ser usados em diversas formulagdes, que

podem variar, dependendo do uso desejado. Por exemplo, uma
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ou mais podem ser ligadas covalentemente ou nao
covalentemente (em complexo) a varias outras moléculas,
cuja natureza pode variar, dependendo da finalidade
particular. Por exemplo, um peptideo da invencdo pode

formar um complexo covalentemente ou ndo covalentemente com

um veiculo macromolecular, incluindo, sem limitacgdo,
polimeros naturais e sintéticos, proteinas,
polissacarideos, polipeptideos (aminodcidos), alcool

polivinilico, polivinil pirrolidona e lipideos. Um peptideo
pode ser conjugade a um acido graxo, para introducdo em um
lipossomo; veja a Patente U.S. N° 5.837.249. Um peptideo da
invengdo pode formar um complexo covalentemente ou ndo
covalentemente com um suporte sdélido, varios dos quais s3o
conhecidos na técnica e aqui descritos. Um epitopo
peptidico antigénico da inveng¢do pode estar associado a uma
matriz de apresenta¢do de antigeno como, por exemplo, um

complexo de MHC, com ou sem moléculas co-estimuladoras.

Exemplos de veiculos de ©proteina incluem, sem
limitacgdo, superantigenos, albumina sérica, toxdide
tetdnico, ovalbumina, tireoglobulina, mioglobulina e
imunoglobulina.

Polimeros de veiculo de peptideo-proteina podem ser
formados com o uso de agentes de entrecruzamento
convencionais como, por exemplo, carbodiimidas. Exemplos de
carbodiimidas sdo l-ciclohexil-3-(2-morfolinil- (4-etil)
carbodiimida (cMC) , l-etil-3-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC) e 1l-etil-3-(4-azbénia-44-dimetilpentil)
carbodiimida.,

Exemplos de outros agentes de entrecruzamento

adequados sdo brometo de cianogénio, glutaraldeido e
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anidrido succinico. Em geral, qualquer um entre diversos
agentes homo-bifuncionais, incluindo um aldeido homo-
bifuncional, um epdxido homo-bifuncional, um imido-é&ster
homo-bifuncional, um N-hidroxisuccinimida éster homo-
bifuncional, uma maleimida homo-bifuncional, um haleto de
algquila homo-bifuncional, um dissulfeto de piridil homo-
bifuncional, wum haleto de arila homo-bifuncional, uma
hidrazida homo-bifuncional, um derivado de diazdnio homo-
bifuncional e um composto fotorreativo homo-bifuncional,
pode ser usado. Também estdo incluidos compostos hetero-
bifuncionais, por exemplo, compostos gue posSsuem um Jgrupo
amina-reativo e um grupo sulfidrila-reativo, compostos com
um grupo amina-reativo e um grupo fotorreativo e compostos
com um grupo carbonil-reativo e um grupo sulfidrila-
reativo.

Exemplos especificos desses agentes de entrecruzamento
homo-bifuncionais incluem os ésteres bifuncionais de N-
hidroxisuccinimida ditiobis(succinimidilpropionato),
suberato de dissuccinimidil e tartarato de dissuccinimidil;
os imido-ésteres bifuncionais adipimidato de dimetila,
pimelimidato de dimetila e suberimidato de dimetila; os
vinculadores cruzados bifuncionais sulfidrila-reativos 1,4-
di-[3'-(2'-piridilditio) propionamido] butano,
bismaleimidohexano e bis-N-maleimido-1,8-octano; os haletos
de arila bifuncionais 1,5-diflfior-2,4-dinitrobenzeno e
4,4'-diflGor-3,3'-dinitrofenilsulfona; agentes
fotorreativos bifuncionais como, por exemplo, bis-[b-(4-
azidosalicilamido)etil]dissulfeto; os aldeidos bifuncionais
formaldeido, malondialdeido, succinaldeido, glutaraldeido e

adipaldeido; um epdxido bifuncional como, por exemplo, 1,4-
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butanodiol diglicidil éter; as hidrazidas bifuncionais
diidrazida de &cido adipico, carboidrazida e diidrazida de
dcido succinico; os diazbnios bifuncionais o-tolidina,
benzidina diazotizada e bis-diazotizada; os haletos de

alquila bifuncionais N1N'-etileno-bis(iodoacetamida), NIN'-

hexametileno-bis (iodoacetamida), N1N'-undecametileno-
bis(iodoacetamida), bem como haletos de benzila e halo-
mostardas, como d&cido 1la'-diiodo-p-xileno sulfdnico e

tri(2-cloroetil)amina, respectivamente.
Exemplos de agentes de entrecruzamento hetero-

bifuncionais comuns que podem ser usados para efetuar a

conjugagdo de proteinas aos peptideos incluem, sem
limitagdo, sSMCC (succinimidil-4- (N-
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilato), MBS (m-
maleimidobenzoil-N-hidroxissuccinimida é&ster), SIAB (N-
succinimidil (4-iodoacetil)aminobenzoato), SMPB
(succinimidil-4- (p-maleimidofenil)butirato), GMBS (N- (y-
maleimidobutiriloxi) succinimida éster), MPBH (hidrazida de
dcido 4-(4-N-maleimidofenil)butirico), M2C2H (4-(N-
maleimidometil) ciclohexano-1l-carboxil-hidrazida), SMPT

(succinimidiloxicarbonil-a-metil-a- (2-piridilditio)tolueno)
e SPDP (N-succinimidil 3-(2-piridilditio)propionato).

O entrecruzamento pode ser obtido por acoplamento de
um grupo carbonil a um grupo amina ou a um grupo hidrazida
por aminagdo redutiva.

Os peptideos da inven¢do também podem ser formulados
como adesdao nao covalente de mondémeros por meio de
interactes idnicas, adsorptivas ou biocespecificas.
Complexos de peptideos com moléculas altamente carregadas

positivamente ou negativamente podem ser feitos por meio da
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formagdo de uma ponte de sal sob ambientes de poténcia
idnica baixa, por exemplo, em &gua deionizada. Grandes
complexos podem ser criados com o uso de polimeros
carregados como, por exemplo, poli-(acido L-glutamico) ou
poli-(L-lisina), que contém numerosas cargas negativas e
positivas, respectivamente. A adsorgdo de peptideos pode
ser feita as superficies como, por exemplo, glébulos de
microparticulas de latex ou a outros polimeros
hidrofdébicos, que formam complexos de peptideo-
superantigenc associados ndo covalentemente eficazmente que
mimetizam proteina entrecruzada ou polimerizada
quimicamente. Finalmente, os peptideos podem ser ligados
nao covalentemente por meio do uso de interag¢gdes
biocespecificas entre outras moléculas. Por exemplo, a
utilizagdo da forte afinidade de biotina por proteinas
como, por exemplo, avidina ou estreptavidina ou seus
derivados, poderia ser usada para formar complexos de
peptideos. Essas proteinas de ligac3do de biotina contém
quatro sitios de ligagdo que podem interagir com biotina em
solug¢do ou serem ligadas covalentemente a outra molécula
(veja Wilchek (1988) Anal. Biochem. 171: 1- 32). Os
peptideos podem ser modificados para que possuam grupos
biotina com o uso de reagentes de biotinilag¢do comuns como,
por exemplo, o éster de N-hidroxissuccinimidil de D-biotina
(NHS-biotina) que reage com grupos amina disponiveis na
proteina. Os peptideos biotinilados podem entdoc ser
incubados com avidina ou estreptavidina para criar
complexos grandes. A massa molecular desses polimeros pode
ser regulada por meio do controle cuidadoso da proporgdo

molar de peptideo biotinilado para avidina ou
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estreptavidina.

Também sdo fornecidos por este pedido peptideos e
polipeptidecs aqui descritos conjugades a um marcador, por
exemplo, um marcador fluorescente ou bioluminescente, para
uso nos métodos diagndsticos. Por exemplo, peptideos e
polipeptideos marcados de forma detectdvel podem ser
ligados a uma coluna e usados para a detecgdo e purificacdo
de anticorpos. Marcadores fluorescentes adequados incluem,
sem limitag¢do, fluoresceina, rodamina, tetrametilrodamina,
eosina, eritrosina, cumarina, metil-cumarinas, pireno,
verde Malacita, estilbeno, Amarelo Lucifer, Cascade Blue™
e Vermelho Texas. Outros corantes O&pticos adequados s3o
descritos em Haugland, Richard P. (1996) “Molecular Probes
Handbook” .

Os polipeptideos desta invengdo também podem ser
combinados com varios veiculos de fase liquida como, por
exemplo, solugdes estéreis ou aquosas, veiculos
farmaceuticamente aceitaveis, suspensdes e emulsdes.
Exemplos de solventes ndo aquosos incluem propil etileno
glicol, polietileno glicol e 6leos vegetais. Quando usados
para a preparagdo de anticorpos, os veiculos também podem
incluir um adjuvante que seja Gtil para aumentar de forma
inespecifica uma resposta imunoldgica especifica. Aqueles
habilitados na técnica poderdo facilmente determinar se um
adjuvante & necessdrio e selecionar um. No entanto, apenas
para fins ilustrativos, adjuvantes adequados incluem, sem
limitagdo, adjuvante completo de Freund, adjuvante
incompleto de Freund e sais minerais.

Células hospedeiras

Também sdo fornecidas células hospedeiras gue
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compreendem um ou mais dos polipeptideos desta invencdo. Em
um aspecto, os polipeptideos sdo expressos e presentes na
superficie celular (de forma extracelular). Células
adequadas que contém os polipeptideos da invencdo incluem
células procaridticas e eucaridticas, que incluem, sem
limitacgao, células bacterianas, células de levedura,
células de inseto, células animais, células de mamiferos,
células murideas, células de rato, células de carneiro,
células de simios e células humanas. Exemplos de células
bacterianas incluem Escherichia coli, Salmonella enterica e
Streptococcus gordonii. As células podem ser adquiridas de
um vendedor comercial como, por exemplo, a “American Type
Culture Collection” (ATCC, Rockville Mariland, EUA), ou
cultivadas a partir de um isolado usando métodos conhecidos
na técnica. Exemplos de células eucariéticas adequadas
incluem, sem limitag¢do, células 293T HEK, bem como a
linhagem de células de hamster CHO, BHK-21; as linhagens de
célula murideas designadas NIH3T3, NSO, C 127, as linhagens
de células de simios COS, Vero; e as linhagens de células
humanas Hela, PER.C6 (disponivel comercialmente por
Crucell) U-937 e Hep G2.

Un exemplo ndo limitante de células de inseto inclui
Spodoptera frugiperda. Exemplos de leveduras fteis para
expressao incluem, sem limitacgdo, Saccharomyces,
Schizosaccharomyces, Hansenula, Candida, Torulopsis,
Yarrowia ou Pichia. Veja, por exemplo, as Patentes U.S.
N°®: 4.812.405, 4.818.700, 4.929.555, 5.736.383, 5.955.349,
5.888.768 e 6.258.559.

Além da especificidade de espécie, as células podem

ser de qualquer tipo de tecido em particular como, por
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exemplo, neuronais ou, alternativamente, uma célula-tronco
somdtica ou embriondria como, por exemplo, uma célula-
tronco que pode ou ndo se diferenciar em uma célula
neuronal, por exemplo, uma célula-tronco embriondria, uma
célula-tronco adiposa, uma célula-tronco neuronal e uma
célula-tronco hematopoiética. A célula-tronco pode ser de
origem humana ou animal, por exemplo, de mamifero.
Polinucleotideos isolados e composigdes

Esta invencdo também fornece os polinucleotideos
complementares as seqléncias identificadas acima ou seus
complementos. A complementaridade pode ser determinada com
© wuso de hibridizagdo tradicional sob condigdes de
estringéncia moderada ou alta. Como agui usado, o termo
“polinucleotideo” significa DNA e RNA, além de nucleotideos
modificados. Por exemplo, esta invengdo também fornece a
fita de polinucleotideo anti-senso, por exemplo, RNA anti-
senso, a essas seqliéncias ou seus complementos.

Também sdo fornecidos polinucleotideos que codificam
polipeptideos substancialmente homdélogos e biologicamente
equivalentes aos polipeptideos da invengdo e complexos de
polipeptideos. Substancialmente homélogos e biologicamente
equivalentes significa aqueles que possuem graus varidveis
de homologia como, por exemplo, pelo menos 65% ou,
alternativamente, pelo menos 70% ou, alternativamente, pelo
menos 75% ou, alternativamente, pelo menos 80% ou,
alternativamente, pelo menos 85% ou, alternativamente, pelo
menos 90% ou, alternativamente, pele menos 95% ou,
alternativamente, pelo menos 97% homdélogos, como definido
acima, e gque codificam os polipeptideos gque possuem a

atividade bioldgica para se ligar aos inibidores do fator
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Xa e ndo se agregam ao complexo de protrombinase, como aqui
descrito. No entanto, deve-se entender que nem sempre sera
definido explicitamente que modalidades aos polipeptideos e
polinucleotideos substancialmente homélogos estdo
englobadas em cada aspecto desta invengdo, por exemplo,
polipeptideos, polinucleotideos e anticorpos.

Os polinucleotideocs desta invengao podem ser
replicados com o] uso de técnicas recombinantes
convencionais. Alternativamente, os polinucleotideos podem
ser replicados usando a tecnologia de PCR. A PCR & o tema
individual das Patentes U.S. N°: 4.683.195, 4.800.159,
4.754.065 e 4.683.202, e & descrita em “PCR: The Polymerase
Chain Reaction” (Mullis e col. eds, Birkhauser Press,
Boston (1994)) e referéncias nele citadas. Além disso,
aqueles habilitados na técnica poderdo usar as seqiiéncias
aqui fornecidas e um sintetizador de DNA comercial para
replicar o DNA. Conseqglentemente, esta invencdo também
fornece um processo para a obtengdo dos polinucleotideos
desta invengdo por fornecimento da segliéncia linear do
polinucleotideo, moléculas de iniciador apropriadas,
substéncias quimicas, tais como enzimas e instrucdes para
sua replicagcdo, e replicar ou ligar quimicamente os
nucleotideos na orientagdo adequada para obter os
polinucleotideos. Em uma modalidade separada, esses
polinucleotideos s3o ainda isoclados. Além disso, aqueles
habilitados na técnica poderdo ligar operacionalmente os
polinucleotideos as seqiiéncias reguladoras para sua
expressdao em uma célula hospedeira. Os polinucleotideos e
as seqliéncias reguladoras sdo inseridos na célula

hospedeira (procariética ou eucariética) para replicacio e
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amplificag¢do. O DNA assim amplificado pode ser isolado da
célula por métodos bem conhecidos por aqueles habilitados
na técnica. Um processo para a obtengdo dos
polinucleotideos por esse método serd aqui fornecido
posteriormente, bem como os polinucleotideos assim obtidos.

O RNA pode ser obtido inserindo-se primeiro um
polinucleotideo de DNA em uma célula hospedeira
procaridtica ou eucaridtica adequada. O DNA pode ser
inserido por qualquer método apropriado, por exemplo, pelo
uso de um veiculo de liberagdo génica apropriado (por
exemplo, lipossomo, plasmideo ou vetor) ou por
eletroporagdao. Quando a célula se replica e€ o DNA é
transcrito em RNA, o RNA pode entdo ser isolado com o uso
de métodos bem conhecidos por aqueles habilitados na
técnica, por exemplo, como apresentado em Sambrook e
Russell (2001) supra. Por exemplo, o mRNA pode ser isolado
com o uso de varias enzimas liticas ou solugdes guimicas de
acordo com os procedimentos apresentados em Sambrook e
Russell (2001) supra, ou extraido por resinas de ligacdo de
dcido nucléico seguindo as instrugdes fornecidas pelos
fabricantes.

Em um aspecto, o RNA & RNA interferente curto, também
conhecido como siRNA. Métodos para preparar e avaliar RNA
interferente e selecionar quanto & habilidade para bloquear
a expressdo de polinucleotideo s3o conhecidos na técnica e
exemplos ndo limitantes dos quais serdo mostrados abaixo.
Esses RNAs interferentes sdo fornecidos por esta invencdo.

Podem ser projetadas sequéncias de siRNA por obtencdo
da seqiéncia de mRNA-alvo e determinag¢do de uma seqiiéncia

de siRNA complementar apropriada. Os siRNAs da invencdo sdo
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projetados para interagir com uma seqUéncia-alvo, o dgue
significa que eles complementam  uma sequéncia-alvo
suficientemente para hibridizar para aquela seqiiéncia. Um
siRNA pode ser 100% idéntico & sequéncia-alvo. No entanto,
a homologia da seqiéncia de siRNA para a seqgliéncia-alvo
pode ser menor do gque 100%, desde que o siRNA possa
hibridizar para a seguéncia-alvo. Dessa forma, por exemplo,
a molécula de siRNA pode ser pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%,
20%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% idéntica A seqiéncia-
alvo ou ao complemento da seqiiéncia-alvo. Portanto,
moléculas de siRNA com inser¢des, elimina¢cdes ou mutacdes
pontuais UGnicas em relagdo a um alvo também podem ser
usadas. A geragdo de varias sequéncias de siRNA diferentes
por wmRNA-alvo €& recomendada para permitir a avaliacifo
guanto a seqiéncia-alvo 6tima. Uma pesquisa de homologia,
por exemplo, uma pesquisa BLAST, deve ser realizada para
assegurar que a sequéncia de siRNA nd3o contém homologia
para qualquer gene de mamifero conhecido.

Em geral, é preferivel gue a seqUéncia-alvo esteja
localizada pelo menos 100-200 nucleotideos do cédon de
iniciagdo AUG e pelo menos 50-100 nucleotideos afastada do
cédon de terminagdo do mRNA-alvo (Duxbury (2004) J.
Surgical Res. 117: 339-344).

Os pesquisadores determinaram que certas
caracteristicas s3o comuns em moléculas de siRNA que
silenciam eficazmente seu gene-alvo (Duxbury (2004) J.
Surgical Res. 117: 339-344; Ui-Tei e col. (2004) Nucl.
Acids Res. 32: 936-48). Como uma diretriz geral, siRNAs que
incluem wuma ou mais das seguintes condigdes sdo

particularmente Gteis no silenciamento génico em células de



10

15

20

25

30

96/155

mamiferos: proporgdo GC entre 45-55%, sem execucdes de mais
de 9 residuos G/C, G/C na extremidade 5' da fita senso; A/U
na extremidade 5' da fita anti-senso; e pelo menos 5
residuos A/U nas primeiras 7 bases do terminal 5' da fita
anti-senso.

SiRNA possuem, em geral, de cerca de 10 a cerca de 30
nucleotideos de comprimento. Por exemplo, o siRNA pode ter
um comprimento de 10-30 nucleotideos, de 12-28
nucleotideos, de 15-25 nucleotideos, de 19-23 nucleotideos
ou de 21-23 nucleotideos. Quando um siRNA contém duas fitas
de comprimentos diferentes, a mais longa fitas designa o
comprimento do siRNA. Nesse caso, os nucleotideos ndo
pareados da fita mais longa formariam uma protuberédncia
(overhang) .

O termo siRNA inclui RNAs hairpin curtos (shRNAs).
shRNAs compreendem uma Unica fita de RNA que forma uma
estrutura em stem-loop, em que O stem consiste nas fitas
senso e anti-senso complementares que compreendem um sSiRNA
de fita dupla, e a loop €& um vinculador de tamanho
variavel. A estrutura stem de shRNAs geralmente possui
comprimento de cerca de 10 a cerca de 30 nucleotideos. Por
exemplo, a stem pode ter comprimento de 10-30 nucleotideos,
de 12-28 nucleotideos, de 15-25 nucleotideos, de 19-23
nucleotideos ou de 21-23 nucleotideos.

Ferramentas gque auxiliam no design de siRNA sdo
facilmente disponiveis ao plblico. Por exemplo, uma
ferramenta computacional de design de siRNA estad disponivel
na Internet em www.dharmacon.com, acessado pela Gltima vez
em 26 de novembro de 2007,

Sintese de dsRNA e siRNA
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dsRNA e siRNA podem ser sintetizados gquimica ou
enzimaticamente in vitro, como descrito em Micura (2002)
Agnes Chem. Int. Ed. Emgl. 41l: 2.265-2.269; Betz (2003)
Promega Notes 85: 15-18; e Paddison e Hannon (2002) Cancer
Cell. 2: 17-23.

A sintese gquimica pode ser realizada através de
métodos manuais ou automatizados, ambos bem conhecidos na
técnica, como descrito em Micura (2002), supra. O sSiRNA
também pode ser expresso endogenamente dentro das células
na forma de shRNAs, como descrito em Yu e col. (2002) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 99: 6.047-6.052; e McManus e col.
(2002) RNA 8: 842-850. A expressdo endégena foi obtida
usando sistemas de expressdo baseados em plasmideo usando
pequenos promotores de RNA nuclear, por exemplo, RNA
polimerase III U6 ou H1l, ou RNA polimerase II Ul, como
descrito em Brummelkamp e col. (2002) Science 296: 550-553
(2002) ; e Novarino e col. (2004) J. Neurosci. 24: 5.322-
5.330.

A sintese enzimdtica de dsRNA e siRNA in vitro pode
ser realizada usando um processo mediado por RNA polimerase
para produzir fitas senso e anti-senso individuais que sdo
aneladas 1in vitro antes da liberagcio nas células de
escolha, como descrito em Fire e col. (1998) Nature 391:
806-811; Donze e Picard (2002) Nucl. Acids Res. 30(10):
e46; Yu e col. (2002); e Shim e col. (2002) J. Biol. Chem.
277: 30.413-30.416. Varios manufacturers (Promega, Ambion,
New England Biolabs e Stragene) produzem kits de
transcrigdo Gteis na realizacdo da sintese in vitro.

A sintese de siRNA in vitro pode ser obtida, por

exemplo, com © uso de um par de oligonucleotideos duplex,
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curtos, que contém promotores de RNA polimerase T7 acima
das seqgliéncias de RNA senso e anti-senso como o modelo de
DNA. Cada oligonucleotideo do duplex & um modelo separado
para a sintese de uma fita do siRNA. As fitas de RNA curtas
separadas que sdo sintetizadas s3o entdo aneladas para
formar siRNA, como descrito em “Protocols and Applications,
Chapter 2: RNA interference”, Promega Corporation, (2005).
A sintese de dsRNA in vitro pode ser obtida, por
exemplo, pela utilizagdo de um promotor de RNA polimerase
T7 nas extremidades 5' de ambas as fitas da seqliéncia de
DNA-alvo. Isso € obtido pela utiliza¢do de modelos de DNA
separados, cada um contendo a seqUéncia-alvo em uma
orientagdo diferente em relagdo ao promotor T7, transcritas
em duas reag¢des separadas. Os transcritos resultantes sdo
misturados e anelados pés-transcrigdo. Os modelos de DNA
usados nessa reagdo podem ser criados por PCR ou pela
utilizacdo de dois modelos de plasmideo linearizados, cada
um contendo o promotor de polimerase T7 em uma extremidade
diferente da seqliéncia-alvo (“Protocols and Applications,
Chapter 2: RNA interference”, Promega Corporation, (2005)).
A fim de expressar as proteinas aqui descritas, a
liberagdo de seqiéncias de dcidos nucléicos que codificam o
gene de interesse pode ser feita por varias técnicas.
Exemplos dessas técnicas incluem tecnologias virais (por
exemplo, vetores retrovirais, vetores de adenovirus,

vetores de virus adeno-associado, vetores de alfavirus e

semelhantes) e tecnologias ndo virais (por exemplo,
complexos de DNA/lipossomo, micelas e complexos
direcionados de proteina viral-DNA), como aqui descrito).

Uma vez dentro da célula de interesse, a expressdo do
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transgene pode ocorrer sob o controle de promotores ubiqguos
(por exemplo, EF-la) ou promotores tecido-especificos (por
exemplo, promotor de quinase de calmodulina de cédlcio 2
(CaMKI), promotor de NSE e promotor de Thy-1 humano).
Alternativamente, os niveis de expressdao podem ser
controlados pelo uso de um sistema de promotor indutivel
(por exemplo, promotor Tet on/off), como descrito em
Wiznerowicz e col. (2005) Stem Cells 77: 8.957-8.961.

Exemplos ndo limitantes de promotores incluem, sem
limitagdo, o promotor de citomegalovirus (CMV) (Kaplitt e
col. (1994) Nat. Genet. 8: 148-154), o promotor de P3-
globina CMV/humana (Mandel e col. (1998) J. Neurosci. 18:
4.271-4.284), o promotor de NCX1l, promotor de aMHC, o
promotor de MLC2v, o promotor de GFAP (Xu e col. (2001)
Gene Ther., 8: 1.323-1.332), o promotor de enolase
neurdnio-especifica de 1,8 kb (NSE) (Klein e col. (1998)
Exp. Neurol. 150: 183-194), o promotor de beta-actina de
galinha (CBA) (Miyazaki (1989) Gene 79: 269-277) e o
promotor de PB-glucuronidase (GUSB) (Shipley e col. (1991)
Genetics 10: 1.009-1.018), o promotor de albumina sérica
humana, o promotor de alfa-l-antitripsina. Para aumentar a
expressdo, outros elementos reguladores podem
adicionalmente ser ligados operacionalmente ao transgene
como, por exemplo, o Elemento P&s-Regulador DO Virus da
Hepatite Woodchuck (WPRE) (Donello e col. (1998) J. Virol.
72: 5.085-5.092) ou o sitio de poliadenilacdo do horménio
do crescimento bovino (BGH) .

Também & aqui fornecido uma sonda ou iniciador de
polinucleotidec que compreende pelo menos 10, ou,

alternativamente, pelo menos 17 ou, alternativamente, pelo
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menos 20, ou, alternativamente, pelo menos 50, ou,
alternativamente, pelo menos 75 polinucleotideos, ou,
alternativamente, pelo menos 100 polinucleotideos que
codificam IDS. DE SEQ. N°: 12 a 15 ou seus complementos.
Sondas e iniciadores adequados sdo descritos supra. Sabe-se
na técnica que uma sonda ‘“perfeitamente combinada” n3o é&
necessdria para uma hibridizagdo especifica. Pequenas
alteragdes na sequéncia da sonda obtidas por substituicdo,
eliminagdo ou insergdo de um pequeno nidmeroc de bases ndo
afetam a especificidade da hibridizag¢3c. Em geral, até 20%
de ndo combinagdo de pareamento de bases (quando otimamente
alinhadas) podem ser tolerados. Uma sonda Gtil para
detecgdo do mRNA mencionado anteriormente é pelo menos
cerca de 80% idéntica & regido homéloga de tamanho
comparavel contida nas seqliéncias previamente identificadas
(identificadas acima) , que correspondem aos
polinucleotideos desta invengdo caracterizados previamente.
Alternativamente, a sonda &€ 85% idéntica & seqiiéncia génica
correspondente apds alinhamento da regido homéloga; e, além
disso, ela exibe 90% de identidade, ou ainda mais, & pelo
menos 95% idéntica.

Essas sondas podem ser usadas em radioensaios (por
exemplo, andlise Southern e Northern blot) para detectar ou
monitorar a expressdo dos polinucleotideos ou polipeptideos
desta invengdo. As sondas também podem ser anexadas a um
suporte sdlidoc ou um arranjo como, por exemplo, um chip,
para uso em ensaios de triagem de alto rendimento para a
detecgdo da expressdo do gene que corresponde a um ou mais
polinucleotideos desta invengdo.

Os polinucleotideos e fragmentos dos polinucleotideos
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da presente invencdo também podem servir como iniciadores
para a detecgdo de genes ou transcritos génicos que sdo
expressos em células neuronais, por exemplo, para confirmar
a transdugdo dos polinucleotideos em células hospedeiras.
Nesse contexto, amplificagdo significa qualquer método que
emprega uma polimerase iniciador-dependente capaz de
replicar uma seqiéncia-alvo com fidelidade razoavel. A
amplificagcdo pode ser realizada por DNA-polimerases
naturais ou recombinantes como, por exemplo, DNA polimerase
T7, fragmento de Klenow de DNA polimerase de E. coli, e
transcriptase reversa. O comprimento do iniciador & o mesmo
que aquele identificado para as sondas, acima.

A invengdo ainda fornece os polinucleotideos isolados
desta invengdo ligados operacionalmente a um promotor de
transcrigdo de RNA, além de outras seqléncias reguladoras
para replicagdo e/ou expressdo transitdéria ou estdvel do
DNA ou RNA. Como agqui usado, o termo “ligado
operacionalmente” significa posicionado de tal forma que o
promotor ira dirigir a transcrigdo de RNA para fora da
molécula de DNA. Exemplos desses promotores sdo SP6, T4 e
T7. Em certas modalidades, sdo usados promotores célula-
especificos para a expressao célula-especifica do
polinucleotideo inserido. Vetores que contém um promotor ou
um promotor/intensificador, com cdédons de terminagdo e
sequéncias de marcador seleciondvel, além de um sitio de
clonagem no qual um pedago de DNA inserido possa ser ligado
operacionalmente aquele promotor, s3oc bem conhecidos na
técnica e disponiveis comercialmente. Para metodologia
geral e estratégias de clonagem, veja “Gene Expression

Technology” (Goeddel ed., Academic Press, Inc. (1991)) e
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referéncias nele citadas e “Vectors: Essential Data Series”
(Gacesa e Ramji, eds., John Wiley & Sons, N.Y. (1994)), que
contém  mapas, propriedades funcionais, fornecedores
comerciais e uma referéncia aos nimeros de acesso no
GenEMBL para varios vetores adequados. De preferéncia,
esses vetores sdo capazes de transcrever RNA in vitro ou in
vivo.

Vetores de expressdo que contém esses acidos nucléicos
sdo UGteis para se obter sistemas de hospedeiro de vetor
para a produgdo de proteinas e polipeptideos. Contempla-se
que esses vetores de expressdo devem ser replicaveis nos
organismos hospedeiros, tanto como epissomos quanto como
uma parte integral do DNA cromossdédmico. Vetores de
expressdo adequados incluem plasmideos, vetores virais,
incluindo adenovirus, virus adeno-associados, retrovirus,
cosmideos etc. Vetores adenovirais s8o particularmente
Gteis par a introdugdo de genes em tecidos in vivo, por
causa de seus niveis elevados de expressdo e transformacio
eficiente de células tanto in vitro quanto in vivo. Quando
um &cido nucléico é inserido em uma célula hospedeira
adequada, por exemplo, uma célula procariética ou uma
célula eucaridtica, e a célula hospedeira se replica, a
proteina pode ser produzida recombinantemente. Células
hospedeiras adequadas dependerdo do vetor, e podem incluir
células de mamiferos, células animais, células humanas,
células de simios, células de inseto, células de levedura e
células bacterianas, como descrito acima, e construidas com
0 uso de métodos bem conhecidos. Veja Sambrook e Russell
(2001), supra. Além do uso de vetor viral para insercdo de

acido nucléico exdgeno em células, o acido nucléico pode
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ser 1inserido na célula hospedeira por métodos bem
conhecidos na técnica como, por exemplo, transformag¢do para
células bacterianas; transfecgdo com o uso de precipitacdo
de fosfato de calcio para células de mamiferos; DEAE-
dextrana; eletroporagdo; ou microinjeg¢do. Veja Sambrook e
Russell (2001), supra para essa metodologia.

A presente 1invengdo também fornece veiculos de
liberagdo adequados a liberag¢do de um polinucleotideo da
invengdo em células (seja in vivo, ex vivo ou in vitro). Um
polinucleotideo da invengdo pode estar contido dentro de um
veiculo de 1liberagdo génica, um vetor de clonagem ou um
vetor de expressdo. Esses vetores (especialmente vetores de
expressdo) podem, por sua vez, ser manipulados para assumir
qualguer uma dentre varias formas que possam, por exemplo,
facilitar a liberac¢do e/ou entrada em uma célula.

As células hospedeiras isoladas contendo os
polinucleotideos desta invengdo sdo fiteis para a replicacgio
recombinante dos polinucleotidecos e para a produgido
recombinante de peptideos e para triagem com alto
rendimento.

Os polinucleotideos desta invengdo podem ser
conjugados a um marcador detectavel ou combinados com um
veiculo como, por exemplo, um suporte sélido ou veiculo
farmaceuticamente aceitavel. Suportes sdlidos adequados sdo
descritos acima, bem como o foram marcadores adequados.
Métodos para a adesdo de um marcador a um polinucleotideo
sdo conhecidos por aqueles habilitados na técnica. Veja
Sambrook e Russell (2001), supra.

Composicdes de anticorpos terapéuticos

Esta invengdao também fornece um anticorpo capaz de
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formar especificamente um complexo com uma proteina ou
polipeptideo desta invengdo, gque sdo uUteis nos métodos
terapéuticos desta invencdo. O termo ‘“anticorpo” inclui
anticorpos policlonais e anticorpos monoclonais, fragmentos
de anticorpo, bem como derivados destes (descritos acima).
Os anticorpos incluem, sem limitagdo, anticorpos de
camundongo, de rato e de coelho, ou humanos. Os anticorpos
podem ser produzidos em cultura de células, em fago ou em
varios animais, incluindo, sem limitacdo, wvacas, coelhos,
cabras, camundongos, ratos, hamsters, porquinhos-da-india,
carneiros, cdes, gatos, macacos, chimpanzés, simios etc. Os
anticorpos também sdo Uteis para identificar e purificar
polipeptideos terapéuticos.

Esta invengdo também fornece um complexo anticorpo-
peptideo que compreende anticorpos descritos acima e um
polipeptideo que se liga especificamente ao anticorpo. Em
um aspecto, o polipeptideo & o polipeptideo contra o qual o
anticorpo foi desenvolvido. Em um aspecto, o complexo
anticorpo-peptideo & um complexo isolado. Em um aspecto
adicional, o anticorpo do complexo &, sem limitagdo, um
anticorpo policlonal, um anticorpo monoclonal, um anticorpo
humanizado ou um derivado de anticorpo aqui descrito. Um ou
ambos do anticorpo ou do peptideo do complexo anticorpo-
peptidec podem estar marcados de forma detectavel. Em um
aspecto, o complexo anticorpo-peptideo da invengdao pode ser
usado como um controle ou amostra de referéncia em ensaios
diagnésticos ou de triagem.

Os anticorpos policlonais da inveng¢do podem ser
gerados com o uso de metodologias convencionais conhecidas

na técnica e que sdo bem descritas na literatura. Existem
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varias metodologias para a produgdo de anticorpos
peliclonais. Por exemplo, anticorpos policlonais sdo
tipicamente produzidos por imunizagdo de um mamifero
adequado como, por exemplo, sem limita¢do, galinhas,
cabras, porquinhos-da-india, hamsters, cavalos,
camundongos, ratos e coelhos. Um antigeno é injetado no
mamifero, o que induz os linfécitos B a produzirem
imunoglobulinas IgG especificas para o antigeno. Essa IgG é
purificada do soro dos mamiferos. Variagdes dessa
metodologia incluem a modificagdo de adjuvantes, vias e
locais de administragdo, volumes de injec¢do por local e o
namero de locais por animal para a produgdo Otima e
tratamento humanitario do animal. Por exemplo, adjuvantes
tipicamente s&3o usados para aumentar ou intensificar uma
resposta imunoldégica aos antigenos. A maioria dos
adjuvantes permite um depdsito de antiben no local de
injegdo, o que permite uma libera¢do lenta de antigeno nos
linfonodos de drenagem, Outros adjuvantes incluem
tensocativos que promovem a concentracdo de moléculas de
proteina do antigeno sobre uma grande area de superficie e
moléculas imunoestimuladoras. Exemplos ndo limitantes de
adjuvantes para a geragdo de anticorpo policlonal incluem
adjuvantes de Freund, sistema adjuvante Ribi e Titermax. Os
anticorpos policlonais podem ser gerados com o uso de
métodos descritos nas Patentes U.S. N°: 7.279.559,
7.119.179, 7.060.800, 6.709.659, 6.656.746, 6.322.788,
5.686.073 e 5.670.153.

Os anticorpos monoclonais da invencd3o podem ser
gerados com © uso de metodologias convencionais de

hibridoma conhecidas mna técnica e bem descritas na



10

15

20

25

30

106/155S

-

literatura. Por exemplo, um hibridoma € produzido por fusdo
de uma linhagem de célula imortal adequada (por exemplo,
uma linhagem de células de mieloma como, sem limitacdo,
Sp2/0, Sp2/0-AGl4, NSO, NS1, NS2, AE-1, L.5,>243,
P3X63Ag8.653, Sp2 SA3, Sp2 MAI, Sp2 SS1, Sp2 SAS5, U397, MLA
144, ACT IV, MOLT4, DA-1, JURKAT, WEHI, K-562, COS, RAJI,
NIH 3T3, EHEL-60, MLA 144, NAMAIWA, NEURO 2A, CHO, PercC.6,
YB2/0) ou semelhantes, ou heteromielomas, produtos de fusdo
destas, ou qualgquer célula ou célula de fusdo derivada
destas, ou qualquer outra linhagem de células adequadas,
como conhecido na técnica (veja, por exemplo, www.atcc.org,
www.lifetech.com., acessado pela 1ltima vez em 26 de
novembro de 2007, e semelhantes), com células produtoras de
anticorpo, como, sem limita¢do, células esplénicas isoladas
ou clonadas, do sangue periférico, de linfonodos, da
amigdala ou outras célula imunes ou B que contém, ou
quaisquer outras células que expressam seqiéncias
constantes ou variaveis ou framework ou de CDR da cadeia
pesada ou leve, como acido nucléico enddgeno ou heterdlogo,
como células recombinantes ou enddgenas, virais,
bacterianas, de algas, procaridticas, de anfibios, de
inseto, de repteis, de peixe, de mamiferos, de roedores, de
eqiinos, de ovinos, de cabra, de carneiro, de primatas,
eucaridticas, DNA gendmico, cDNA, rDNA, DNA ou RNA
mitocondrial, DNA ou RNA de cloroplasto, hnRNA, mRNA, LRNA,
de fita simples, dupla ou tripla, hibridizadas, e
semelhantes, ou qualquer combina¢do destas. As células
produtoras de anticorpo também podem ser obtidas do sangue
periférico ou, preferivelmente, do baco ou linfonodos, de

seres humanos ou de outros animais adequados que foram
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imunizados com o antigeno de interesse. Qualguer outra
célula hospedeira adequada também pode ser usada para a
expressao de &cido nucléico heterdlogo ou enddgeno que
codifica um anticorpo, fragmento especificado ou variante
deste, da presente invengdo. As células fundidas
(hibridomas) ou cé&lulas recombinantes podem ser isoladas
com o uso de condigdes de cultura seletivas ou de outros
métodos conhecidos adequados, e c¢lonadas por diluicgdo
limitante ou separagdo de células, ou por outros métodos
conhecidos.

Em uma modalidade, os anticorpos aqui descritos podem
ser gerados usando um sistema de Maltiplo Peptideo
Antigénico (MAP). O sistema MAP utiliza um nicleo de
peptidil de trés ou sete residuos de lisina ramificados
radialmente, sobre o gqual os peptideos antigénicos de
interesse podem ser construidos usando quimica de fase
s6lida padronizada. O nlGcleo de lisina gera o MAP gue
abriga cerca de 4 a 8 cdpias do epitopo peptidico,
dependendo do nicleo interno que geralmente & responsavel
por menos de 10% do peso molecular total. O sistema MAP ndo
necessita de uma proteina transportadora para a conjugacio.
Foi demonstrado que a proporg¢do molar elevada e a
compactagdo densa de miltiplas cépias do epitopo antigénico
em um MAP produzem uma forte resposta imunogénica. Esse
método €& descrito na Patente U.S. N° 5.229.490 e & aqui
incorporado por referéncia em sua totalidade.

Outros métodos adequados de produgdo ou isolamento de
anticorpos da especificidade necessaria podem ser usados,
incluindo, sem limitagdo, métodos que selecionam anticorpo

recombinante de uma biblioteca de peptideos ou proteinas
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(por exemplo, sem limitagdo, uma biblioteca de apresentacio
em bacteridfago, ribossomo, oligonucleotideo, RNA, c¢DNA, ou
semelhantes; por exemplo, como disponivel por varios
vendedores comerciais como, por exemplo, Cambridge Antibody
Technologies (Cambridgeshire, UK) , MorphoSys
(Martinsreid/Planegg, Del.), Biovation (Aberdeen, Escécia,
UK) Biolnvent (Lund, Suécia) , com © uso de métodos
conhecidos na técnica. Veja as Patentes U.S. N°:
4.704.692, 5.723.323, 5.763.192, 5.814.476, 5.817.483,
5.824.514, 5.976.862. Métodos alternativos se baseiam na
imunizagdo de animais transgénicos (por exemplo,
camundongos SCID, Nguyen e col. (1977) Microbiol. Immunol.
41: 901-907 (1997); Sandhu e col. (1996) Crit. Rev.
Biotechnol. 16: 95-118; Eren e col. (1998) Immunol. 93:
154-161 que sdo capazes de produzir um repertdrio de
anticorpos humanos, como conhecido na técnica e/ou como
agqui descrito. Tais técnicas, incluem, sem limitacdo,
apresentagdc em ribossomo (Hanes e col. (1997) Proc. Natl.
Acad. Sci. USA, 94: 4.937-4.942; Hanes e col.(1998) Proc.
Natl. Acad. Sci. USA, 95: 14.130-14.135); tecnologias de
produgdo de anticorpo de célula Gnica (por exemplo, método
de anticorpo por linfécitos selecionados (“SLAM”) (Patente
U.S. N° 5.627.052, Wen e col. (1987) J. Immunol. 17: 887-
892; Babcook e col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1996) 93:
7.843-7.848); microgoticula de gel e citometria de £fluxo
(Powell e col. (1990) Biotechnol. 8: 333-337; One Cell
Systems, (Cambridge, Mass).; Gray e col. (1995) J. Imm.
Meth. 182: 155-163; e Kenny e col. (1995) Bio. Technol. 13:
787-790) ; selegdo de célula B (Steenbakkers e col. (1994)

Molec. Biol. Reports 19: 125-134,
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Os derivados de anticorpo da presente invenc¢do também
podem ser preparados por 1liberagdo de um polinucleotideo
que codifica um anticorpo desta invengdo a um hospedeiro
adequado, por exemplo, animais transgénicos ou mamiferos,
por exemplo, cabras, vacas, cavalos, carneiros, e
semelhantes, gque produzem esses anticorpos em seu leite.
Esses métodos sdo conhecidos na técnica e sdo descritos,
por exemplo, nas Patentes U.S. N°: 5.827.690, 5.849.992,
4.873.316, 5.849.992, 5.994.616, 5,565.362 e 5.304.489,

O termo “derivado de anticorpo” inclui a modificacdo
pos-tradugdo a seqiéncia 1linear de polipeptideos do
anticorpo ou fragmento. Por exemplo, a Patente U.S. N°
6.602.684 Bl descreve um método para a geragdo de glicol-
formas modificadas de anticorpos, incluindo moléculas
inteiras de anticorpos, fragmentos de anticorpo, ou
proteinas de fusd3o que incluem uma regido equivalente a
regido Fc de uma imunoglobulina, gque possui toxicidade
celular mediada por Fc¢ aumentada, e glicoproteinas assim
geradas.

Os derivados de anticorpo também podem ser preparados
por 1liberagdo de um polinucleotideo desta invengdo para
fornecer plantas transgénicas e células de ©planta
cultivadas (por exemplo, sem limitacdo, de tabaco, milho e
lemnacea) que produzem esses anticorpos, porgoes
especificadas ou variantes nas partes da planta ou em
células cultivadas a partir delas. Por exemplo, Cramer e
col. (1999) Curr. Top. Microbol. Immunol. 240:95-118 e
referéncias nele citadas descrevem a producdo de folhas de
tabaco transgénicas que expressam grandes quantidades de

proteinas recombinantes, por exemplo, com o uso de um
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promotor indutivel. O milho transgénico foi usado para
expressar proteinas de mamiferos em niveis de producgio
comercial, com atividades bioldgicas equivalentes &aquelas
produzidas em outros sistemas recombinantes ou purificadas
de fontes naturais. Veja, por exemplo, Hood e col. (1999)
Adv. Exp. Med. Biol. 464: 127-147 e referéncias nele
citadas. Derivados de anticorpo também foram produzidos em
grandes guantidades a partir de sementes de plantas
transgénicas, incluindo fragmentos de anticorpo, por
exemplo, anticorpos de cadeia fGnica (scFvs), incluindo
sementes de tabaco e tubérculos de batata. Veja, por
exemplo, Conrad e col. (1998) Plant Mol. Biol. 38: 101-109 e
referéncia nele citadas. Dessa forma, os anticorpos da
presente invengdo também podem ser produzidos com o uso de
plantas transgénicas, de acordo com métodos conhecidos.

Derivados de anticorpo também podem ser produzidos,
por exemplo, por adigdo de sequéncias exdgenas para
modificar a imunogenicidade ou reduzir, intensificar ou
modificar a ligagdo, afinidade, taxa on, taxa off, avidez,
especificidade, meia-vida, ou qualqgquer outra
caracteristica. Geralmente, parte ou todas as seqgiiéncias de
CDR ndo humanas ou humanas s3oc mantidas, enquanto as
sequéncias ndo humanas das regides varidveis e constantes
sdo substituidas com aminodcidos humanos ou outros
aminoacidos.

Em geral, os residuos da CDR estdo diretamente e mais
substancialmente envolvidos na influéncia da ligacdo de
antigeno. A humanizagdo ou criagdo genética de anticorpos
da presente invengdo pode ser realizada com o uso de método

conhecidos como, por exemplo, sem limitacdo, aqueles
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descritos nas Patentes U.S. N°: ©5.723.323, 5.976.862,
5.824,514, 5.817.483, 5.814.476, 5.763.192, 5.723.323,
5.766.886, 5.714.352, 6.204.023, 6.180.370, 5.693.762,
5.530.101, 5.585.089, 5.225.539 e 4.816.567.

As metodologias para produzir anticorpos parcial a
totalmente humanos sdo conhecidas na técnica, e qualquer
uma dessas metodologias pode ser usada. De acordo com uma
modalidade, seqléncias de anticorpos totalmente humanos s3o
feitas em wum camundongo transgénico que foi criado
geneticamente para expressar genes de anticorpos humanos de
cadeia pesada e leve. Foram feitas varias cepas desses
camundongos transgénicos que podem produzir classes
diferentes de anticorpos. Células B de camundongos
transgénicos que produzem um anticorpo desejado podem ser
fundidas para a produgdc de linhagens de células de
hibridoma para produgdo continua do anticorpo desejado
(veja, por exemplo, Russel e col. (2000) Infection and
Immunity Abril de 2000: 1.820-1.826; Gallo e col. (2000)
BEuropean J. of Immun. 30: 534-540; Green (1999) J. of
Immun. Methods 231: 11-23; Yang e col. (1999A) J. of
Leukocyte Biology 66: 401-410; Yang (1999B) Cancer Research
59(6): 1.236-1.243; Jakobovits. (1998) Advanced Drug
Delivery Reviews 31: 33-42; Green e Jakobovits (1998) J.
Exp. Med. 188(3): 483-495; Jakobovits (1998) Exp. Opin.
Invest. Drugs 7(4): 607 614; Tsuda e col. (1997) Genomics
42: 413-421; Sherman-Gold (1997) Genetic Engineering News
17(14); Mendez e col. (1997) Nature Genetics 15: 146-156;
Jakobovits (1996) “Weir's Handbook of Experimental
Immunology, The 1Integrated Immune System Vol. v,

194.1194.7; Jakobovits (1995) Current Opinion in
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Biotechnology 6: 561-566; Mendez e col. (1995) Genomics 26:
294-307; Jakobovits (1994) Current Biology 4(8): 761-763;
Arbones e col. (1994) Immunity 1(4): 247-260; Jakobovits
(1993) Nature 362(6417): 255-258; Jakobovits e col. (1993)
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90(6): 2.551-2,555; e Patente
U.S. N° 6.075.181).

Os anticorpos desta invengdo também podem ser
modificados para criar anticorpos quiméricos. Anticorpos
quiméricos sdo aqueles nos gquais os varios dominios das
cadeias pesadas e leves de anticorpos sdo codificados pelo
DNA de mais de uma espécie. Veja, por exemplo, Patente U.S.
N° 4.816.567.

Alternativamente, os anticorpos desta invencido também
podem ser modificados para criar anticorpos cobertos
(veneered) . Anticorpos cobertos sdo aqueles nos quais os
residuos de aminocdcido exteriores do anticorpo de uma
espécie sdo criteriosamente substituidos ou “cobertos” com
aqueles de uma segunda espécie de tal modo que anticorpos
da primeira espécie ndo serdo imunogénicos na segunda
espécie, reduzindo, dessa forma, a imunogenicidade do
anticorpo. Na medida em que a antigenicidade de uma
proteina é primariamente dependente da natureza de sua
superficie, a imunogenicidade de um anticorpo poderia ser
reduzida por substituigdo dos residuos expostos que diferem
daqueles normalmente encontrados em anticorpos de outra
espécie de mamifero. Essa substituicdo criteriosa de
residuos exteriores deve ter pouco ou nenhum efeito sobre
os dominios interiores, ou sobre os contatos interdominios.
Dessa forma, as propriedades de 1ligac¢dc de 1ligante nio

devem ser afetadas em conseqléncia de alteragdes que sdo
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limitadas aos residuos framework da regido varidvel. O
processo € denominado como “cobertura”, na medida em que
apenas a superficie externa ou “pele” do anticorpo é
alterada, e os residuos de suporte permanecem inalterados.

O procedimento para a “cobertura” se utiliza dos dados
de seqliéncias disponiveis para os dominios variaveis de
anticorpo humano compilados por Kabat e col. (1987)
“Sequences of Proteins of Immunological Interest”, 4°
Edicdo, Bethesda, Md., "“National Institutes of Health”,
atualizacdes dessa base de dados, e outras bases de dados
acessiveis nos EUA e em outros paises (tanto de &cidos
nucléicos quanto de proteinas). Exemplos ndo limitantes dos
métodos usados para a geragdo de anticorpos cobertos
incluem EP 5195956; Patente U.S. N° 6.797.492; e descritos
em Padlan e col. (1991) Mol. Immunol. 28(4-5): 489-498.

O termo ‘“derivado de anticorpo” também  inclui
“diabodies”, que sao pequenos fragmentos de anticorpo com
dois sitios de ligagdo de antigeno, em que os fragmentos
compreendem um dominio wvaridvel da cadeia pesada (VH)
conectado a um dominio varidvel da cadeia leve (VL) na
mesma cadeia polipeptidica (veja, por exemplo, EP 404.097;
WO 93/11161; e Hollinger e col., (1993) Proc. Natl. Acad.
Sci. USA 90: 6.444-6.448). Utilizando-se um vinculador que
seja muito curto para permitir o pareamento entre os dois
dominios na mesma cadeia, os dominios sdo forgados a parear
com os dominios complementares de outra cadeia e criar dois
sitios de ligagdo de antigeno (veja também Patente U.S. N°
6.632.926 a Chen e col. que revela variantes de anticorpos
que possuem um ou mais aminodcidos inseridos em uma regiado

hipervaridvel do anticorpo parente e uma afinidade de
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ligagdo para um antigeno-alvo que é pelo menos cerca de
duas vezes mais forte do que a afinidade de ligagdo do
anticorpo parente pelo antigeno).

O termo *derivado de anticorpo” ainda inclui
“anticorpos lineares”. O procedimento para a produgdo de
anticorpos lineares & conhecido na técnica e descrito em
Zapata e c¢ol. (1995) Protein Eng. 8(10): 1.057-1.062.
Resumidamente, esses anticorpos compreendem um par de
segmentos Fd em tandem (Vg -Cy 1-Vy -Cyl) gque formam um par
de regides de 1ligagdo de antigeno. Anticorpos lineares
podem ser biespecificos ou monoespecificos.

Os anticorpos desta invengdo podem ser recuperados e
purificados de culturas de células recombinantes por
métodos conhecidos que incluem, sem limitagdo, purificacgdo
com proteina A, precipitagdo com sulfato de aménioc ou
etanol, extragdo acida, cromatografia por troca anidnica ou
catidnica, cromatografia com fosfocelulose, cromatografia
por interac¢do hidrofébica, cromatografia por afinidade,
cromatografia com hidroxilapatita e cromatografia com
lectina. A cromatografia liquida de alto desempenho
(“HPLC”) também pode ser usada para purificacdo.

Os anticorpos da presente invengdo incluem produtos
naturalmente purificados, produtos de procedimentos
quimicos sintéticos e produtos produzidos por técnicas
recombinantes por um hospedeiro eucariético, incluindo, por
exemplo, cé&lulas de levedura, de planta superior, de
insetos e de mamiferos ou, alternativamente, de uma célula
procaridética, como descrito acima.

Caso um anticorpo monoclonal que estd sendo testado se

ligue & proteina ou ao polipeptideo, entdoc o anticorpo que
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estd sendo testado e os anticorpos fornecidos pelos
hibridomas desta invengdo serdo equivalentes. Também &
possivel determinar sem experimenta¢do desnecessaria se um
anticorpo possui a mesma especificidade que o anticorpo
monoclonal desta invengdo determinando-se se o anticorpo
que esta sendo testado evita que um anticorpo monoclonal
desta invengdo se ligue & proteina ou ao polipeptideo com o
qual o anticorpo monoclonal & normalmente reativo. Se o
anticorpo que estd sendo testado compete com o anticorpo
monoclonal da invengdo, como mostrado por uma diminuicdo da
ligagdo pelo anticorpo monoclonal desta invencdo, entdo é
provavel que os dois anticorpos se liguem ao mesmo epitopo
ou a um epitopo intimamente relacionado. Alternativamente,
pode-se pré-incubar o anticorpo monoclonal desta invencgdo
com uma proteina com a qual ele normalmente & reativo, e
determinar se o anticorpo monoclonal que estd sendo testado
€ inibido em sua habilidade para se ligar ao antigeno. Se o
anticorpo monoclonal que estd sendo testado é inibido,
entdo, muito provavelmente, ele possui a mesma
especificidade de epitopo, ou uma especificidade de epitopo
intimamente relacionada que o anticorpo monoclonal desta
invengao.

O termo “anticorpo” também visa incluir anticorpos de
todos os isdtipos. Isdtipos especificos de um anticorpo
monoclonal podem ser preparados diretamente por selegdo a
partir da fusfdo inicial, ou preparados secundariamente a
partir de um hibridoma parental gque secreta um anticorpo
monoclonal de isdétipo diferente por utilizacdo da técnica
de seleg¢do sib para isolar variantes de mudanca de classe

com o uso do procedimento descrito em Steplewski, e col.
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(1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82: 8.653 ou Spira, e
col. (1984) J. Immunol. Methods 74: 307.

O isolamento de outros hibridomas gque secretam
anticorpos monoclonais com a especificidade dos anticorpos
monoclonais da invengdo também pode ser obtido por aqueles
habilitados na técnica por produgdo de anticorpos anti-
idiotipicos (Herlyn, e col. (1986) Science 232: 100). Um
anticorpo anti-idiotipico & um anticorpo que reconhece
determinantes fUGnicos presentes no anticorpo monoclonal
produzido pelo hibridoma de interesse.

A identidade idiotipica entre anticorpos monoclonais
de dois hibridomas demonstra que os dois anticorpos
monoclonais sdo iguais com relagdo ao seu reconhecimento do
mesmo determinante epitdpico. Dessa forma, com o uso de
anticorpos para os determinantes epitépicos em um anticorpo
monoclonal, €& possivel identificar outros hibridomas que
expressam anticorpos monoclonais da mesma especificidade
epitdépica.

E possivel wusar a tecnologia anti-ididétipo para
produzir anticorpos monoclonais que mimetizam um epitopo.
Por exemplo, um anticorpc monoclonal anti-idiotipico feito
para um primeiro anticorpo monoclonal serd um dominio de
ligagdo na regido hipervaridvel que & a imagem especular do
epitopo ligado pelo primeiro anticorpo monoclonal. Dessa
forma, nesse caso, o anticorpo monoclonal anti-idiotipico
poderia ser usado para imunizag¢do para a produgdo desses
anticorpos.

Em alguns aspectos desta invencdo, serd til marcar de
forma detectavel ou terapeuticamente o anticorpo.

Marcadores adequados sdo descritos supra. Métodos para a
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conjugagao de anticorpos a esses agentes s3o conhecidos na
técnica. Apenas para fins ilustrativos, os anticorpos podem
ser marcados com uma porc¢do detectdvel, por exemplo, um
atomo radioativo, um cromdéforo, um fluoréforo, ou
semelhantes. Esses anticorpos marcados podem ser usados
para técnicas diagnésticas, in vivo, ou em uma amostra de
teste isolada.

O acoplamento de anticorpos a haptenos de baixo peso
molecular pode aumentar a sensibilidade do anticorpo em um
ensaio. Os haptenos podem entdo ser detectados
especificamente por meio de uma segunda reacdo. Por
exemplo, & comum usar haptenos como, por exemplo, biotina,
que reage com avidina, ou dinitrofenol, piridoxal e
fluoresceina, que podem reagir com anticorpos anti-hapteno
especificos. Veja Harlow e Lane (1988) supra.

Os anticorpos podem ser marcados com uma pPOrgao
detectavel como, por exemplo, um &tomo radiocativo, um
cromdforo, um fluordéforo, ou semelhantes. Esses anticorpos
marcados podem ser usados para técnicas diagndésticas, in
vivo, ou em uma amostra de teste isolada. Os anticorpos
também podem ser conjugados, por exemplo, a um agente
farmacéutico, por exemplo, um farmaco gquimioterdpico ou uma
toxina. Eles podem ser ligados a uma citocina, a um
ligante, a outro anticorpo. Agentes adequados para o
acoplamento aos anticorpos para se obter um efeito
antitumoral incluem citocinas, por exemplo, interleucina 2
(IL-2) e fator de necrose tumoral (TINF) ;
fotossensibilizantes, para uso em terapia fotodinémica,
incluindo ftalocianina tetrassulfonato de aluminio (III),

hematoporfirina, e ftalocianina; radionuclideos, poxr
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exemplo, iodo-131 (¥'1), itrio-90 (°°y), bismuto-212
(***Bi), bismuto-213 (***Bi), tecnésio-99m (°°™Tc), rénio-186
(*®**Re) e rénio-188 (®*°Re); antibiéticos, por exemplo,

doxorrubicina, adriamicina, daunorrubicina, wmetotrexato,
daunomicina, neocarzinostatina e carboplatina; toxinas
bacterianas, de plantas e outras toxinas, por exemplo,
toxina diftérica, exotoxina de pseudomonas A, enterotoxina

estafilocdbcica A, toxina abrina-A, ricina A (ricina A

desglicosilada e 1ricina A nativa), toxina TGF-alfa,
citotoxina de cobra da China (naja naja atra), e gelonina
(uma toxina de planta); proteinas de inativagdo de

ribossomo de plantas, bactérias e fungos, por exemplo,
restrictocina (uma proteina de inativagdo ribossomo de
produzida por Aspergillus restrictus), saporina (uma
proteina de inativagdo ribossomo de Saponaria officinalis),
e RNase; inibidores de tirosina gquinase; 1ly207702 (um
nucleosideo de purina difluorado); lipossomos contendo
agentes anti-cisticos (por exemplo, oligonucleotideos anti-
senso, plasmideos que codificam toxinas, metotrexato etc.);
e outros anticorpos ou fragmentos de anticorpo, por
exemplo, F(ab).

Os anticorpos da inveng¢do também podem ser ligados a
muitos veliculos diferentes. Dessa forma, esta invencdo
também fornece composig¢des que contém os anticorpos e outra
substancia, ativa ou inerte. Exemplos de veiculos bem
conhecidos incluem vidro, poliestireno, polipropileno,
polietileno, dextrana, ndilon, amilases, celuloses naturais
e modificadas, poliacrilamidas, agaroses e magnetita. A
natureza do veiculo pode ser solGvel ou insolGvel para os

objetivos da invengdo. Aqueles habilitados na técnica
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conhecerdoc outros veiculos adequados para a ligagdo de
anticorpos monoclonais, ou serdo capazes de verificar esses
veiculos, com o uso de experimentag¢do de rotina.
IV. Terapias

A presente invengao esta relacionada a um método
terapéutico de prevengdo ou redugdo de sangramento em um
individuo submetido & terapia anticoagulante. Contempla-se
que os antidotos ou derivados da presente invengdo podem
ser farmacos de curta duragdo para serem usados em
situagdes eletivas ou de emergéncia que podem neutralizar
com seguranga e especificamente as propriedades
anticoagulantes de um inibidor de £Xa convencional, sem
causar efeitos colaterais hemodindmicos deletérios ou
exacerbagdo da resposta vascular proliferativa as lesdes.

Em uma modalidade, a quantidade terapeuticamente
eficaz de um antidoto exibe um indice terapéutico elevado.
O indice terapéutico & a proporgdo de dose entre os efeitos
téxicos e terapéuticos, gque pode ser expresso como a
proporgdo entre LDs, € EDso. A LDsg € a dose letal para 50%
da populagdo, e a EDs; € a dose terapeuticamente eficaz em
50% da populagdo. A LDs;, e a EDsy; sdo determinadas por
procedimentos farmacéuticos padronizados em culturas de
células animais ou em animais experimentais. Os antidotos
ou derivados desta invengdo podem ser administrados uma vez
ou varias vezes quando necessario para neutralizar o efeito
de um inibidor de fXa presente no plasma de um individuo.
De preferéncia, os antidotos desta invencgdo sdo suficientes
quando administrados em uma dose Udnica.

Contempla-se que uma dosagem tipica dos antidotos da

invengdo dependerd do quadro clinico real e da concentragdo
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de inibidor no plasma. Em um ensaio in vitro, por exemplo,
de geragdo de trombina, em ensaios clinicos de coagulacgdo
como, por exemplo, aPTT, PT e ACT, espera-se que uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um antidoto produza
uma corregdo da atividade de coagulagio ex vivo de 10% ou
mais. Ensaios in vitro indicam gque uma proporgido de
antidoto/inibidor > 1,0 deve exibir efeito de revers3o.
Espera-se que a concentragac plasmatica méxima para o
antidoto esteja na faixa micromolar, provavelmente entre 10
micromolar ou menos.

Em um quadro clinico, um dos critérios na determinacdo
da eficacia de um antidoto & que ele produz qualquer
alteragdo das medidas reais de sangramento. Em experimentos
clinicos, as categorias de sangramentos importantes incluem
hemorragia fatal, sangramentos em érgdos vitais
(intracraniana, intra-ocular, retro-peritoneal, espinhal,
pericardica), qualquer sangramento que exija reoperacdo ou
um novo procedimento terapéutico (por exemplo, aspiracdo de
um joelho operado, insergdo de tubo de toracotomia para
hemotdrax, eletrocoagulagdo endoscdpica etc.) ou um indice
de sangramento > 2,0, caso esteja associado a um
sangramento observavel. O indice de sangramento & definido
como o numerc de unidades de células vermelhas embaladas ou
de sangue total transfundido mais os valores de hemoglobina
antes do episdédio de sangramento menos os valores de
hemoglobina apds o sangramento ter se estabilizado (em
gramas por decilitro).

Outro critério para eficdcia do antidoto em ambientes
clinicos €& que ele reduza sangramento ndo importante

clinicamente significativo. Essa categoria de hemorragias
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inclui sangramento que ndo & importante, mas & mais do que
o usual e exige atengdoc c¢linica, incluindo epistaxe
persistente ou recorrente e em quantidade substancial ou
que ndo pare sem intervengdo; sangramento retal ou do trato
urindrio que ndoc aumenta até um nivel gque exija um
procedimento terapéutico (por exemplo, nova insercdo de um
cateter de Foley ou inspec¢do cistoscédpica), hematomas
substanciais em um local de injeg¢des ou em algum outro
lugar gque sejam espontidneos ou gQue ocorram com trauma
trivial; perda sangliinea substancial; sangramento que exija
transfusdo ndo planejada. Como aqui usado, o termo “perda
sanglinea substancial” refere-se & quantidade de perda
sangliinea que & maior do que aquela quantidade normalmente
associada ao procedimento cirQrgico. A perda sanglinea
substancial 1leva ao edema que €& tratado de forma
conservadora, pois ndo chega a necessitar de drenagem.

Em uma modalidade, os derivados desta invengdo possuem
meia-vida plasméatica circulante suficiente para
substancialmente neutralizar o inibidor de fXa presente no
plasma. O fXa ativado praticamente ndo possui meia-vida
circulante em seres humanos, na medida em gque & inibido
eficazmente por ATIII, TFPI e outros inibidores plasmaticos
(Fuchs, H.E. e Pizzo, S.V., J. Clin. Invest., 1983, 72:
2.041-2.049). Fol demonstrado que o fXa inativo possui uma
meia-vida circulante de 2-3 horas em seres humanos. Em um
modelo em babuino, a meia-vida de um fXa bloqueado no sitio
ativo por DEGR ([5-(dimetilamino)l-naftalenossulfonil]-
glutamilglicilarginil clorometil cetona) foi de
aproximadamente 10 horas ou 2 horas, como determinado por

ensaios isotdpicos ou ensaios imuncabsorventes 1ligados a
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enzima, respectivamente (Taylor, F.B. e col., Blood, 1991,
78(2): 364-368).

Pode ser desejavel prolongar a meia-vida de um
antidoto derivado de fXa até 2.448 horas. Contempla-se que
a conjugagdo ou adigdo de uma ou mais das seguintes porgdes
aumentard a meia-vida plasmitica de um antidoto:

a) polietileno glicol;

b) um grupo acil;

c) lipossomos e agentes de encapsulacido;

d) proteinas transportadoras;

e) membrana de fosfolipideo artificial;

f) imunoglobulina; e

g) nanoparticula.

O local de conjugagdoc pode nd3o ser limitado a uma
cadeia ou um residuo em especial, desde que a conjugacio
ndo mascare ofs) sitio(s) de 1ligagdo ao inibidor do
antidoto. Os antidotos aqui descritos podem ser
administrados em combinagdo com qualquer um ou mais de um
dos compostos descritos acima.

Em geral, os anticorpos administrados possuem uma
meia-vida mais longa do que as proteinas da coagulacido
sangliinea circulantes. E possivel usar um complexo dque
consiste em fXa deficiente em dominio Gla e um anticorpo
ligado ao exositio de fXa como um antidoto com meia-vida
circulante prolongada. A formagdio de um complexo entre fXa
€ o0 anticorpo direcionado ao exositio pode reduzir a
interagdo de um fXa deficiente em dominio Gla com
substratos e inibidores macromoleculares, por exemplo,
protrombina e antitrombina III, deixando a fenda do sitio

ativo inalterada de modo que o complexo possa atuar como um
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antidoto para se 1ligar ao inibidor de pequena molécula
dirigido ao sitio ativo. A formagdo de um complexo a-2-
macroglobulina-fXa também pode ser Gtil como um antidoto
para inibidores de fXa de pequena molécula.

A eficdcia dos antidotos na reversdo da atividade
anticoagulante de inibidores de fXa, bem como de sua
atividade pré-coagulante, pode ser determinada por ensaios
in vitro e modelos animais por aqueles habilitados na
técnica. Exemplos de ensaios in vitro s3o a geracdo de
trombina, ensaios clinicos de coagulag¢do como, por exemplo,
aPTT, PT e ACT. Contempla-se que o antidoto desta invencgdo
seja capaz de produzir 10% ou mais de correcdo da atividade
de coagulagdo ex vivo. Varios modelos animais in vivo de
tempo de sangramento e/ou perda sanglinea, por exemplo, em
roedores, por exemplo, camundongos, cdes e primatas, por
exemplo, macacos, podem ser usados para medir a eficéacia.
V. Composigdes farmacé&uticas

A presente invencdo ainda fornece composi¢des que
compreendem um derivado de fXa e um veiculo
farmaceuticamente aceitével.

O termo “veiculos farmaceuticamente aceitaveis”
refere-se a quaisquer diluentes, excipientes ou veiculos
que podem ser usados nas composigdes da invencdo. Veiculos
farmaceuticamente aceitaveis incluem permutadores de ions,
alumina, estearato de aluminio, lecitina, proteinas do
soro, por exemplo, albumina sérica humana, substidncias de
tamponamento, por exemplo, fosfatos, glicina, dcido
sbrbico, sorbato de ©potdssio, misturas parciais de
glicerideos de &acidos graxos vegetais saturados, agua, sais

ou eletrdlitos, por exemplo, sulfato de protamina,
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hidrogénio fosfato dissédico, hidrogénio fosfato de

potassio, cloreto de sddio, sais de zinco, silica coloidal,

trissilicato de magnésio, polivinil pirrolidona,
substdncias a base de celulose, polietileno glicol,
carboximetilcelulose sbdica, peliacrilatos, caras,

polimeros em bloco de polietileno-polioxipropileno,
polietileno glicol e lanolina. Veiculos farmacéuticos
adequados sdo descritos em “Remington's Pharmaceutical
Sciences”, Mack Publishing Company, um texto de referéncia
padrdo nesse campo. Eles sdo selecionados preferivelmente
com relagdo a forma de administracdo desejada, ou seja,
comprimidos orais, cédpsulas, elixires, xaropes e
semelhantes, e consistentes com praticas farmacéuticas
convencionais.

As composigdes farmacéuticas da invencdo podem ser
fabricadas por métodos bem conhecidos na técnica como, por
exemplo, processos convencionais de granulacgdo, mistura,
dissolugdo, encapsulagdo, liofilizacdo ou emulsificacgio,
entre outros. As composigdes podem ser produzidas em varias
formas, incluindo granulos, precipitados ou particulados,
pds, incluindo pds liofilizados, secos por rotacdo ou secos
por vaporizagao, pds amorfos, inje¢des, emulsdes, elixires,
suspensdes ou solugdes. As formulagdes podem opcionalmente
conter estabilizantes, modificadores do pH, tensoativos,
modificadores da biodisponibilidade e combinac®es destes.

Formulagdes farmacéuticas podem ser preparadas como
suspensdes ou solugdes liguidas com o uso de um liguido
estéril, por exemplo, 6leo, A&gua, 4&lcool, e combinacdes
destes. Tensoativos farmaceuticamente aceitdveis, agentes

de suspensdo ou agentes emulsificantes podem ser
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adicionados para administrag¢do oral ou parenteral.
Suspensdes podem incluir ©&leos, por exemplo, &leoc de
amendoim, &leo de gergelim, ©&6leo de semente de algoddo,
6leo de milho e azeite de oliva. A preparacdo de suspensio
também pode conter ésteres de acidos graxos, por exemplo,
etil oleato, miristato de isopropila, glicerideos de &acido
graxo e glicerideos acetilados de &cido graxo. As
formulagSes de suspensdo podem incluir alcodis, por
exemplo, etanol, &lcool isopropilico, &lcool hexadecilico,
glicerol e propileno glicol. Eteres, por exemplo,
poli(etilenoglicol), hidrocarbonetos de petrdleo, por
exemplo, &leo mineral e vaselina e &gua, também podem ser
usados em formula¢des de suspensdo.

As composigdes desta invengdo sdo formuladas para
administragdo farmac&utica a um mamifero, preferivelmente
um ser humano. Essas composigdes farmacéuticas da invencdo
podem ser administradas de diversas formas, preferivelmente
parenteralmente.

Contempla-se que, a fim de reverter rapidamente a
atividade anticoagulante de um inibidor de fXa presente no
plasma de um paciente em uma situagdo de emergéncia, o
antidoto desta invengdo pode ser administrado & circulacdo

sistémica por meio de administracio parental. O termo

“parenteral”, como aqui usado, inclui injec¢do subcutdnea,
intravenosa, intramuscular, intra-articular, intra-
sinovial, intra-esternal, intratecal, intra-hepéatica,

intralesional e intracraniana ou técnicas de infusdo. No
entanto, nos casos em que o inibidor de fXa que estd sendo
neutralizado possui uma meia-vida plasmdtica longa, uma

infusdo continua ou uma formulagdo de liberacdo sustentada
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pode ser necessadria para se ligar ao inibidor de fXa e
liberar o fXa ativo, antes da depuragio do inibidor de fXa
do corpo.

As formas injetaveis estéreis das composicdes desta
invencdo podem ser uma suspensdo aguosa ou oleaginosa.
Essas suspens8es podem ser formuladas de acordo com
metodologias conhecidas na técnica com o uso de agentes de
dispersdo ou umidificagdo e agentes de suspensdo adequados.
A preparagdo injetavel estéril também pode ser uma solucgdo
ou suspensao injetdvel estéril em um diluente ou solvente
atdxico parenteralmente aceitdvel, por exemplo, como uma
solugdo em 1,3-butanodiol. Entre os veiculos e solventes
aceitaveis que podem ser empregados, estdo agua, solucdo de
Ringer e solugdo isotdnica de cloreto de sédio. Além disso,
Oleos fixos estéreis sdo convencionalmente empregados como
um solvente ou meio de suspensdo. Para essa finalidade,
gualquer mistura de éleos fixos pode ser empregada,
incluindo mono- ou diglicerideos sintéticos. Acidos graxos,
por exemplo, Aacido oléico e seus derivados gliceridicos,
sdo fUteis na preparagdo de injetaveis, bem como &leos
naturais farmaceuticamente aceitdveis, por exemplo, azeite
de oliva ou &6leo de ricino, especialmente em suas versdes
polioxietiladas. Essas solugdes ou suspensdes oleosas
também podem conter um diluente ou dispersante de dlcool de
cadeia 1longa, por exemplo, carboximetil celulose, ou
agentes dispersantes similares que s3o comumente usados na
formulagdo de formas de dosagem farmaceuticamente
aceitaveis, incluindo emulsdes e  suspensdes. Outros
tensoativos comumente usados, por exemplo, Tweens, Spans e

outros agentes emulsificantes ou intensificadores de
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biodisponibilidade que sdo comumente usados na fabricacdo
de formas de dosagem sdlidas ou liquidas ou outras formas
de dosagem farmaceuticamente aceitdveis também podem ser
usados para fins de formulagdo. Os compostos podem ser
formulados para administragdo parenteral por injegdo como,
por exemplo, injegdo em bolo ou infusdo continua. Uma forma
de dosagem unitadria para injeg¢do pode estar em ampolas ou
em recipientes multidoses.

Além das formas de dosagem descritas acima,
excipientes e veiculos farmaceuticamente aceitdveis e
formas de dosagem sdo geralmente conhecidos por aqueles
habilitados na técnica e estdo incluidos na invencdo. Deve-
se entender que uma dosagem e um regime de tratamento
especificos para qualquer paciente em particular dependerdo
de diversos fatores, incluindo a atividade do antidoto
especifico empregado, a idade, o peso corporal, a salde
geral, o sexo e a dieta, a fungdo renal e hepatica do
paciente, e o tempo de administracdo, a taxa de excrecdo,
combinacdo de farmacos, avaliagdo do médico ou veterinario
responsavel pelo tratamento e gravidade da doenca em
particular que estd sendo tratada.

VI. Kits

A invengdo ainda fornece kits ou embalagens. Em
algumas modalidades, o kit da presente invengdo compreende:
(a) um primeiro recipiente que contém um inibidor de fXa
para administrac¢do regular para o tratamento de trombose, e
(b) um segundo recipiente que contém um antidoto desta
invengdo para ser usado em casos quando hd uma overdose do
inibidor de fXa em (a) ou quando a hemostasia normal

precisar ser restaurada para interromper ou evitar
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sangramento. Em outras modalidades, o kit ainda compreende
uma bula que explica guando esses dois agentes em (a) e (b)
devem ser usados.

Os primeiros e segundos recipientes podem estar em uma
garrafa, jarro, frasco, seringa, tubo, bolsa ou qualgquer
outro recipiente usadec na fabricag¢do, armazenamento ou
distribuicdo de um produto farmacéutico. A bula pode sex um
rétulo, etiqueta, ou semelhantes, que cita as informagdes
relacionadas & composigdo farmacéutica do kit. As
informagdes citadas normalmente serdo determinadas pela
agéncia reguladora que atua na &area na qual a composigdo
farmacéutica devera ser vendida, por exemplo, o FDA
(“United States Food and Drug Administration” - agéncia
governamental americana que regula e fiscaliza a fabricagdo
de comestiveis, drogas e cosméticos). De preferéncia, a
bula cita especificamente as indica¢bes para as gquais a
composigdo farmacéutica foi aprovada. A bula pode ser feita
de qualquer material sobre o gual uma pessoa possa ler as
informa¢des nele contidas. De preferéncia, a bula € um
material que pode ser impresso, por exemplo, papel, papeldo
com fundo adesivo, folha metalica ou plastica, e
semelhantes, sobre o qual as informagdes desejadas foram
impressas ou aplicadas.

EXEMPLOS

A invengdo serd mais bem compreendida por referéncia
aos exemplos a seguir, os quais sdo meramente exemplares da
inven¢do. A presente invengdo ndo tem seu escopo limitado
pelas modalidades exemplificadas, que sao apenas
ilustracdes de asgpectos fGnicos da inven¢3o. Quaisquer

métodos que sejam funcionalmente equivalentes estdo
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incluidos no escopo da invengdao. Varias modificag¢des da
invengdo, além daquelas aqui descritas, ficardo evidentes
para aqueles habilitados na técnica a partir da descrigdo
apresentada anteriormente e das figuras que a acompanham.
Essas modificagdes estao incluidas no escopo das
reivindicagdes em anexo.

A menos que estabelecido de forma diferente, todas as
temperaturas estdo em graus Celsius. Além disso, nesses
exemplos e em outras se¢des, as abreviagdes possuem oOs

seguintes significados:

as = aminoacido

ab = anticorpo

ACT = tempo de coagulag¢do ativado

aPTT = tempo de tromboplastina parcial ativada

célula CHO = célula de ovario de hamster chinés

células CHO dhfr(-) = células CHO desprovidas do
gene dhfr

h = hora

INR = proporgdo internacional normalizada

Iv = intravenosa

kg = quilograma

M = molar

mg = miligrama

mg/kg = miligrama/quilograma

mg/ml = miligrama/mililitro

min = minuto

ml = mililitro

mM = milimolar

nm = nanémetro

nM = nanomolar
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PO = oral

PRP = plasma rico em plaquetas

PT = tempo de protrombina

RFU = unidade relativa de
fluorescéncia

seg = segundo

TF = fator tecidual

U/ml = unidades/mililitro

pl ou ul = microlitro

nM = micromolar

ng = micrograma

Exemplo 1. Preparagdo de fXa anidro des-Gla por digestdo
por quimotripsina

fXa anidro des-Gla foi preparado de acordo com O
procedimento de Morita, T. e col., J. Bio. Chem., 1986,
261(9): 4.015-4.023 por incubagdo de fXa anidro, em que
desidroalanina substitui a serina do sitio ativo, com
quimotripsina em 0,05 M de Tris-HCl, 0,1 M de NaCl, em pH
7,5, e 22°C por 60 minutos. Em um quadro de experimento
tipico, 0,5 miligrama/mililitro (mg/ml) de f£Xa anidro foi
incubado com 5 unidades/mililitro (U/ml) de gldébulos de a-
quimotripsina-agarose com agitagdo suave, Ao final da
reagao, os gldbulos de a-quimotripsina-agarose foram
removidos por centrifugag¢do ou filtracdo. Essa foi seguida
por incubag¢do com uma quantidade em excesso de inibidores
fluoreto de 4-amidino-fenil-metano sulfonila (APMSF) ,
tosil-L-1lisina clorometil cetona (TLCK) e tosil-L
fenilalanina clorometil cetona (TPCK) para extinguir a
atividade residual de fXa ou qualquer atividade de

gquimotripsina possivelmente liberada pelos glébulos. O
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fragmento do dominio Gla e inibidores foram removidos do
produto final, fXa anidro des-Gla, por um dispositivo de
filtragdo Amicon Ultra Centrifugal (membrana YM1l0) ou por
didlise convencional. A concentragdo ou troca de tampdo, se
necessario, também foi feita ao mesmo tempo. O fXa anidro
contendo o© dominio Gla foi preparado de acordo com ©
procedimento relatado por Nogami, e col., J. Biol. Chem.
1999, 274(43): 31.000-7. Os glébulos de a-gquimotripsina-
agarose foram adquiridos de Sigma e a atividade especifica
(U/ml) foi baseada nos dados do fabricante para o nimero de
lote especifico usado.

A digestdo por quimotripsina de £fXa ativo pode ser
realizada de acordo com o procedimento acima, sem a
utilizagdo de APMSF. A atividade de coagulacdo de fXa ativo
foi determinada antes da digestdo por quimotripsina, e apds
15, 30 e 60 minutos de digestfo por quimotripsina de acordo
com o procedimento descrito no Exemplo 3 abaixo. A Figura 7
mostra a perda completa da atividade de coagulagdo apds 30
minutos de digestdo por quimotripsina. O tempo de incubacdo
foi estendido até 60 minutos para assegurar a TYemogao
completa do dominio Gla.

Exemplo 2. Ensaio de geragdo de trombina em plasma pobre em
plaquetas (PPP) ou em plasma rico em plaguetas (PRP)

Nesse exemplo, amostras de plasma humano pobre em
plaquetas ou rico em plaquetas foram preparadas a partir de
sangue de doadores saudaveis retirados em 0,32% de citrato.
PRP e PPP foram preparados por centrifugag¢do do sangue
anticoagulado a aproximadamente 100 X de gravidade ou 1000
X de gravidade por 20 minutos, respectivamente, em

temperatura ambiente. 75-100 microlitros (unl) de plasma
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foram misturados com CaCl, e Z2-Gly-Gly-Arg-
aminometilcumarina (Z-GGR-AMC, um substrato fluorogénico de
trombina). Fator tecidual (Innovin, Dade Behring) foi
adicionado para iniciar a geragdo de trombina. Para um
experimento tipico, a mistura de reagdo continha 15
milimolar (mM) de Ca®', 100 micromolar (pM) de Z-GGR-BAMC, e
0,1 nanomolar (nM) de fator tecidual (TF) (Innovin). A
formag¢do de trombina foi monitorada continuamente a 37°C
por uma leitora de placas fluorométrica (Molecular Devices)
gue mede as unidades relativas de fluorescéncia (RFU).
Inibidor e antidoto, quando presente, foram pré-incubados
com plasma por 20 minutos em temperatura ambientes antes do
inicio da geragdo de trombina.

Os resultados de varios experimentos com o© uso desse
ensaio podem ser encontrados nas Figuras 4, 6 e 9.

Exemplo 3. Ensaios de prolongamento da coagulagdo

Foram usados dois formatos de ensaio de coagulagdo
para testar os efeitos de inibidores do fator Xa e do
antidoto sobre a prolongagdo da coagulagdo. No primeiro
formato, wuma placa de 96 pogos foi usada para medir
miltiplas amostras ao mesmo tempo. No segundo formato de
ensaio, aPTT foi medida com um instrumento de coagulagdo
convencional (crondmetro de coagulagdo automdtico MLA
Electra 800).

No método do formato de placa de 96 pogos, plasma
humano pobre em plaquetas ou rico em plaguetas foi
preparado de forma similar aos procedimentos no Exemplo 2.
75-100 pl de plasma foram re-calcificados com CacCl,,
incubados a 37°C por 3 minutos e a formagdo de coagulo foi

iniciada por adigdo de fator tecidual (Innovin, Dade
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Behring) ou de wum reagente de aPTT (Actin FS, Dade
Behring). A mudanga da OD4ys fol monitorada continuamente
por uma leitora de placas (Molecular Devices). O tempo de
coagulagao foi definido como o tempo (em segundos) quando a
metade do valor maximo da alteracio da absorbincia (ODsgs
nm) era alcangada. Inibidor do fator Xa e antidoto, gquando
presente, foram pré-incubados com plasma em temperatura
ambiente por 20 minutos, antes do inicio da reag3o.

Quando um fXa ativo foi testado guanto & sua atividade
de coagulagdo, comc mostrado na Figura 7, 75-100 pl de
plasma deficiente em £fX (George King Bio-Medical, Inc.)
foram re-calcificados com CaCl,, incubados a 37°C por 3
minutos e os produtos de fXa apds digestdo por
quimotripsina foram adicionados ao plasma para iniciar a
formagdo de codgulo. A alteragdo da ODys foi monitorada
continuamente por uma leitora de placas, como descrito
anteriormente.

Na Figura 13, o efeito de 400 nM de betrixaban sobre a
proleongagdo de aPTT de plasma humano normal e sobre a
reversdo do efeito do inibidor betrixaban por antidoto fXa
anidro des-Gla foi medido com um crondmetro de coagulacgido
automdtico MLA Electra 800. Cem pl de pool de plasma humano
foram misturados com 400 nM de betrixaban e concentracdes
diferentes de antidoto. O reagente de aPTT (Actin FS, Dade
Behring) e CaCl, foram adicionados de acordo com as
instrugdes do fabricante para a medida dos tempos de
coagulacgao.

Os resultados de experimentos adicionais com a
utilizagdo desse ensaio podem ser encontrados nas Figuras

10 e 11.
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Exemplo 4. Reversfo da inibigdo de fXa por betrixaban por
fXa anidro des-Gla

Para medir a 1inibigdo da atividade de fXa por
betrixaban e a revergdo de seu efeito inibidor, fXa ativo
purificado, diferentes concentra¢des de betrixaban e de
antidoto fXa anidro des-Gla foram adicionadas a 20 mM de
Tris, 150 mM de NaCl, 5 mM Ca®*' e albumina sérica bovina
0,1% (BSA). Apds incubagdo em temperatura ambiente por 20
minutos, 100 BM de Spectrozyme-£fXa {(um substrato
cromogénico de fator Xa, Chromogenix) foram adicionados a
mistura e a taxa de clivagem de substrato foi monitorada
continuamente por 5 minutos a 405 nandmetros (nm) por uma
leitora de placas. Na Figura 5, a atividade cromogénica foi
normalizada para fXa ativo mna auséncia de qualquer
inibidor. A velocidade inicial de formagdo de produto em
funcdo da concentragdo de inibidor e de antidoto foi
analisada por regressdo ndo linear para estimar a afinidade
de betrixaban pelo antidoto (Figura 8).

O efeito do antidoto fXa anidro des-Gla scbre a
atividade de trombina em direg¢do a um substrato cromogénico
52288 (200 pM) foi medido similarmente como anteriormente,
com ou sem Argatroban, um inibidor IIa de pequena molécula
especifico. Como esperado, o antidoto (538 nM) ndo afeta a
atividade amidolitica de IIa (5 nM) ou sua inibic3o por 50
nM de Argatroban.

Exemplo 5. Preparagdo de fXa com residuos descarboxilados
de acido y-carboxiglutdmico

Um derivado de £fXa com residuos descarboxilados de
dcido y-carboxiglutdmico pode ser preparado por tratamento

de proteina de fXa, por exemplo, com base no procedimento
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relatado por Bajaj, e col. J. Biol. Chem., 1982, 257(7):
3.726-3.731. Dois a cinco mg de fXa purificado ou
recombinante em 2 ml de 0,1 molar de bicarbonato de amdnio
em pH 8,0 sdo liofilizados. O pd resultante & lacrado sob
um vacuo de menos de 20 pum e aquecido a 110°C por vAarios
periodos de tempc para obter fXa descarboxilado.
Exemplo 6. Preparagdo de fXa recombinante des-Gla-S379%A

Os derivados de fXa podem ser produzidos pelo método
de DNA recombinante com um dos seguintes procedimentos com
base no cDNA de f£X (ID. DE SEQ. N°: 2) para a expressdo de
fX (IDS. DE SEQ. N°: 1, 3) ou derivados de fXa (IDS. DE
SEQ. N°: 4, 5, 9 e 11) em um organismo hospedeiro adequado
de acordo com os procedimentos gerais de mutagénese e
biologia molecular.

fX recombinante e derivados de fX podem ser expressos,
por exemplo, em células embriondrias de rim humano HEK293
com base nos procedimentos descritos em Larson, P.J., e
col., Biochem., 1998, 37: 5.029-5.038 e Camire, R.M., e
col., Biochem., 2000, 39, 14.322-14.329. fX recombinante
pode ser ativado em rfXa pelo ativador de fator X, veneno
de vibora de Russell (RVV). rfXa pode ainda ser processado
em fXa anidro des-Gla com base nos procedimentos descritos
no Exemplo 1.

£X-8379A recombinante (S195A na numeragao de
quimotripsina) com o residuo de serina do sitio ativo sendo
substituido por alanina e, preferivelmente, o mutante de
fXa ativado, rfXa-S379A, podem ser expressos, por exemplo,
em células de ovario de hamster chinés (CHO) com base nos
procedimentos descritos  por Sinha e col., Protein

Expression and Pur 1992, 3: 518-524; Wolf, D.L. e col., J.



10

15

20

25

30

136/155

Biol. Chem., 1991, 266(21): 13.726-13.730.

fXa-S379A des-Gla pode ser preparado por digestdo por
quimotripsina de fXa-S379A de acordo com procedimentos
descritos no Exemplo 1.

Mais preferivelmente, £fXa-S379A des-Gla pode ser
expresso diretamente de acordo com procedimentos prévios
com eliminacgdo do fragmento do dominio Gla  porx
procedimentos de mutagénese. Por exemplo, a expressdo
recombinante de proteina pode ser usada para expressar:
des-Gla(1-39)-fXaS379A, apds remo¢do do fragmento do
dominio Gla 1-39 do ID. DE SEQ. N°: 3; des-Gla(l1-44)-fXa-
S379A, equivalente ao ID. DE SEQ. N°: 10 com desidro-
alanina sendo substituida por alanina; e des-Gla(l-45)-fXa-
S379A com todo o dominio Gla sendo removido (ID. DE SEQ.
Ne: 11).

Truncamentos adicionais nos dominios EGFl ou dominios
EGFl mais EGF2 (Figura 2) também podem ser feitos para
expressar derivados de des(1-84)-fXa-S3792A ou des(1-128) -
fXa-S379A.

Exemplo 7. Expressdo de mutante de fXa recombinante em
células CHO

Esse exemplc descreve a expressdo recombinante da
construgao de proteina e a linhagem de células para a
expressdo direta de uma variante de fXa sem dominio Gla-
S379A (S195A na numeragdo de quimotripsina). O antidoto
recombinante ndo necessita da ativa¢do ou de etapas de
modifica¢do quimica necessdrias para produzir o Antidoto-pd
e possui afinidade compardvel & proteina derivada do plasma
nos ensaios in vitro aqui discutidos.

Nesse exemplo, um mutante de fXa (ID. DE SEQ. N°: 13,
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Tabela 12a) foi expresso diretamente em células CHO (veja a
Figura 14 para o vetor de expressdo) e a proteina funcional
foi purificada do meio condicionado, como descrito abaixo.
A atividade funcional do antidoto recombinante (Antidoto-r)
foi testada in vitro e em um modelo animal (Exemplo 8).

PCR foi usada para mutar a sequéncia de cDNA de fX
(ID. DE SEQ. N°: 2) em trés regides. A primeira mutac¢do foi
a eliminagdo dos aa 6-39 no dominio Gla de FX (ID. DE SEQ.
N°: 3, Figura 3). A segunda mutagdo foi a substituicfo da
sequéncia peptidica de ativagdo aa 143-194 com -RKR-. Isso
produziu um vinculador -RKRRKR- que conecta a cadeia leve e
a cadeia pesada. Apds secre¢do, esse vinculador €& removido
em CHO resultando em uma molécula de fXa de duas cadeias. A
terceira mutagao € a mutag¢do do residuo do sitio ativo 8379
em um residuc Ala.

O polipeptideo produzido pelo ¢DNA (ID. DE SEQ. N°:
16) descrito anteriormente estd descrito na Tabela 12 (ID.
DE SEQ. N°: 12). O alinhamento do cDNA com o polipeptideo é
mostrado na Tabela 20. A molécula de fXa de duas cadeias
produzida apds secregdo €& um fragmento da cadeia leve
descrito na Tabela 12b (ID. DE SEQ. N°: 14) e um fragmento
da cadeia pesada descrito na Tabela 12c¢ (ID. DE SEQ. N°:
15) .

Os primeiros 1-5 aa na sequéncia de £fX foram
reservados e usados para conectar o polipeptideo do mutante
de fXa ao pré-pré-peptideo de £X (ID. DE SEQ. N°: 1, Figura
1), assegurando o processamento adequado do pré-prd-
peptideo no mutante de fXa.

A seqliéncia de DNA gque codifica o polipeptideo de

mutante de fXa descrito acima foi seqienciada e inserida no
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vetor de expressdo mostrado na Figura 14. O polinucleotideo
do vetor de expressdo € mostrado no ID. DE SEQ. N°: 18. O
DNA de plasmideo foi linearizado e transfectado em células
CHO dhfr(-). As células foram selecionadas usando meio
deficiente em tetrahidrofolato (HT) mais metotrexato (MTX).
Os clones estaveis foram avaliados quanto a expressdao de
proteina elevada wusando um kit de ELISA de £fX (Enzyme
Research Laboratories, Nimero de Catdlogo FX-EIA). A
proteina mutante de fXa foi expressa em meio sem soro e
meio condicionado foi coletado e processado  para
purificacdo.

A proteina-alvo no meio pode ser isolada por
cromatografia por troca idénica e subseqientemente
purificada por cromatografia por afinidade em etapa Unica
(por exemplo, um anticorpo anti-fXa acoplado a uma matriz)
ou por uma combinagdo de varias etapas de cromatografia
como, por exemplo, matrizes hidrofdbicas. As purificacgdes
por afinidade podem incluir material cromatografico que se
liga seletivamente & fenda do sitio ativo de fXa, por
exemplo, benzamidina-sefarose ou inibidor de tripsina de
soja-agarose (STI-Agarose).

A Figura 15 mostra os Western blots do mutante de £fXa
purificado por afinidade (STI-Agarose, Catdlogo Sigma N°
T0637) wusando anticorpos monoclonais (Enzyme Research
Laboratories, FX-EIA) que reconhecem a cadeia pedada e leve
de £fX, respectivamente. Mediante redugdo da 1ligacgéo
dissulfeto que conecta a cadeia leve e pesada, o Antidoto-r
mostra a banda esperada da cadeia pesada similar ao
derivado de fXa do plasma no Western blot. A eliminag¢do de

6-39 como no dominio Gla do mutante de fXa resulta em uma
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banda de peso molecular menor para a cadeia leve do
Antidoto-r, comparado com o derivado de fXa do plasma. As
marcas de peso molecular também podem ser observadas no
blot.

Exemplo 8. Modelo in vivo em camundongo

Foi testado o perfil farmacocinético e farmacodindmico
(PK-PD) de betrixaban em machos de camundongos C57B1/6, com
ou sem administragdo de antidoto. A administrag¢do oral
Unica de betrixaban foi dosada em 0, 15, 25 e 75 mg/kg para
grupos de controle. Quinze mg/kg foram usados para o grupo
tratado com antidoto. Uma tnica injeg¢do intravenosa (IV) de
antidoto (300 pg/200 pl) ou veiculo (solugdo salina normal,
200 pl) foi administrada 5 minutos antes do ponto do tempo
de 1,5 hora.

A 1,5, 2,0, e 4,0 horas apdés a administracdo oral de
betrixaban, os camundongos foram anestesiados com um
coquetel de quetamina (SC) e dessangrados por meio de
pungdo cardiaca. Foram obtidas amostras de sangue (0,5 ml)
em 50 pl de citrato trissdédico. A INR do sangue total foi
medida usando cartuchos Hemochron Jr. (International
Technidyne Corporation) de acordo com as instrucdes do
fabricante. Plasma de camundongo pobre em plaquetas foi
preparado por centrifugacdo para determinacgdes da
concentracdo plasmatica de betrixaban e antidoto (ELISA).

Para o experimento do antidoto recombinante (Antidoto-
r), os camundongos receberam administragdo oral de
betrixaban a 0, 15, 25 e 75 mg/kg para os grupos de
controle. Quinze mg/kg foram usados para o grupo tratado
com antidoto (300 pg/200 pl). Foram coletadas amostras 1,5

hora apés a administragdo oral de betrixaban (5 minutos
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apds a injegdo do antidoto).

Como mostrado nas Figuras 16 e 17 e nas Tabelas 13 e
14, uma Unica injeg¢do (300 pg, IV) de antidoto derivado do
plasma (Antidoto-pd) ou mutante de fXa recombinante
(Antidoto-r) aos camundongos apds a administracdo de
betrixaban (15 mg/kg, PO) capturou eficazmente o inibidor
in vivo. A correlagdo PK-PD de INR do sangue total com
concentragdao plasmiatica de antidoto (Tabelas 13-14) indicou
>50% de redugdo de betrixaban funcional com base em medidas
da INR, e justificou a neutralizagdo eficaz dos inibidores
de fXa pelo antidoto por meio de injeg¢gdes maltiplas ou
outros regimes. Contempla-se que esses resultados
demonstram que os derivados de fXa desta invengdo possuem
potencial para atuar como antidotos wuniversais para
reverter o efeito anticoagulante de inibidores de £fXa em
pacientes com sangramento ou com outras emergéncias
médicas.

A Figura 22 mostra um experimento em camundongo com
uma UGnica injegdo IV (1 injeg¢do) ou duas injeg¢des (2
inje¢des) do Antidoto-r (n = 5 por grupo, 312 pg/200 pl de
Antidoto-r) apés administragdo oral de betrixaban (15
mg/kg). Para o grupo de injeg¢do fTnica, foram coletadas
amostras de sangue de camundonge em 1 hora apéds
administragdo oral de betrixaban. Veiculo (controle 1) ou
Antidoto-r (1 injegdo) foi administrado 5 minutos antes do
ponto do tempo de 1 hora. Para o grupo de injeg¢do dupla,
foi injetado veiculo ou Antidoto-r em 55 minutos e repetido
em 115 minutos apds administragcdo oral de betrixaban,
Amostras de sangue de camundongo foram coletadas em 2 horas

para camundongos tratados com veiculo (controle 2) e com
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Antidoto-r (2 injeg¢des). A INR medida como uma funcdo da
proporgdo de antidoto/betrixaban no plasma de camundongo
apbs injeg¢des UGnicas ou duplas do antidoto & mostrada na
Figura 22 B.

Exemplo 9. Reversdo in vitro de rivaroxaban e apixaban por
antidoto

Como esperado, os antidotos contemplados por esta
invengdo também foram capazes de se ligar e neutralizar
outros inibidores de fXa dirigidos ao sitio ativo. As
Tabelas 15 e 16 mostram a corregdo in vitro da inibig¢3o por
betrixaban, rivaroxaban e apixaban por Antidoto-pd e
Antidoto-r., fXa purificado (3,0 nM), inibidor (7,5 nM) e
diferentes concentragdes de antidoto foram incubados por 10
minutos a 22°C em um tampdo com 20 mM de Tris, 150 mM de
NaCl, BSA 0,1%, pH 7,4. A atividade de fXa foi testada de
forma similar ao Exemplo 4.

Como mostrado na Tabela 15, 204 nM de Antidoto-pd
produzem pelo menos 60% de corregdo dos efeitos inibidores
dos inibidores testados, enquanto, na Tabela 16, foram
obtidos >95% de corregdo da inibic3o pelo Antidoto-r (186
nM) para betrixaban e rivaroxaban, e >70% de reversio de
apixaban.

Exemplo 10. Reversdo in vitro de betrixaban por antidoto-r

Na Tabela 17, o efeito de proteina do antidoto
recombinante sobre a reversdo da anticoagulacdo por
betrixaban foi testado em um ensaio de coagulagdo de plasma
humano. O efeito de 300 nM e 400 nM de betrixaban sobre a
prolongagdo por aPTT do plasma e a reversdo de efeito
inibidor foi medido por um crondmetro de coagulacdo

automatico MLA Electra 800. Cem pl de pool de plasma humano
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anticoagulado com citrato foram misturados com 300 nM ou
400 nM de betrixaban e diferentes concentragdes de
antidoto. O reagente de aPTT (Actin FS, Dade Behring) e
CaCl, foram adicionados de acordo com as instrugdes do
fabricante.

Exemplo 11l. Reversdo in vitro de heparina de baixo peso
molecular (“LMWH”) por Antidoto-r

Na Figura 18, o efeito de Antidoto-r para reverter o
efeito inibidor de LMWH enoxaparina (Sanofi-Aventis) foi
testado por alteragdes da turvagdo em plasma humano.
Enoxaparina (0-1,25 U/ml) foi incubada a 22°C por 20 min,
com ou sem 508 nM de Antidoto-r. As alteragdes da turvacido
foram medidas de acordo com os procedimentos descritos no
Exemplo 3. Quinhentos e oito nM de Antidoto-r corrigiram
substancialmente (> 75%) o efeito inibidor de 0,3125-1,25
U/ml de Enoxaparina.

Na Figura 19, o efeito de Antidoto-r sobre a reversio
de anticoagulag¢do por uma heparina de baixo peso molecular
(LMWH enoxaparina, Sanofi-Aventis) foi testado em um ensaio
de coagulagdo de plasma humano. O efeito de 1 Unidade de
anti-Xa/ml de LMWH sobre a prolonga¢do por aPTT do plasma e
sobre a reversdo do efeito inibidor foi medido por um
crondmetro de coagulagdo automatico MLA Electra 800. Cem pl
de pool de plasma humano anticoagulado com citrato foram
misturados com enoxaparina e diferentes concentracdes de
antidoto. Antes da medida do tempo de coagulagdo, reagente
de aPTT (Actin FS, Dade Behring) e CaCl, foram adicionados
de acordo com as instrug¢des do fabricante. A adig¢do de 1,14
UM de antidoto recombinante produziu uma corregdo de 52% da

anticoagulagdo produzida por 1 Unidade/ml de enoxaparina.
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Exemplo 12. Reversdo in vitro de rivaroxaban por Antidoto-r

Na Figura 20, foi testado o efeito de proteina do
antidoto recombinante sobre a reversdo da anticoagulagdo
por um inibidor do fator Xa de pequena molécula
(rivaroxaban, Bay 59-7939) em um ensaio da coagulacdo de
plasma humano. Como relatado por Perzborn e col., J.
Thromb. Haemost. 3: 514-521, 2005, as medidas do tempo de
protrombina sdo um método preciso para avaliar o efeito
anticoagulante de rivaroxaban. O efeito de 1 uM de
rivaroxaban sobre a prolongagdo do tempo de protrombina
(PT) de pool de plasma humano e scobre a reversido do efeito
inibidor foi medido por um crondmetro de coagulacgdo
automatico MLA Electra 800. Cem pl de pool de plasma humano
anticoagulado com citrato foram misturados com rivaroxaban
e diferentes concentragdes de antidoto. Antes da medida do
tempo de coagulagdo, o reagente Tromboplastina C Plus de
cérebro de coelho (Dade Behring) foi adicionado as amostras
de plasma de acordo com as instrugdes do fabricante. A
adigdo de 1,9 puM de antidoto recombinante produziu uma
correcdo de 100% da anticoagulagdo produzida por 1 uM de
rivaroxaban.
Exemplo 13. Reversdo in vitro de Apixaban por Antidoto-r

Na Tabela 18, o efeito da proteina do antidoto
recombinante sobre a 7reversdo de anticoagulagdo por
apixaban foi testado em um ensaio de coagulagdo de plasma
humano. Como relatado por Pinto e col., J. Med. Chem.
55(22) : 5.339-5,356, 2007, as medidas do tempo de
protrombina (PT) s3o um método preciso para avaliar os
efeitos anticoagulantes ex vivo de apixaban. O efeito de 1

MM e 1,5 pM de apixaban sobre a prolongagdo do tempo de
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protrombina (PT) de pool de plasma humano e sobre a
reversdao do efeito inibidor foi medido por um crondmetro de
coagulagdo automdtico MLA Electra 800. Cem pl de pool de
plasma humano anticoagulado com citrato foram misturados
com apixaban e diferentes concentrac¢des de antidoto. Antes
da medida do tempo de coagulagdo, reagente Tromboplastina C
Plus de cérebro de coelho (Dade Behring) foi adicionado as
amostras de plasma de acordo com as instrucdes do
fabricante. A adigdo de 1,9 uM de antidoto recombinante
produziu uma corregdo de 97% da anticoagulagdo produzida
por 1,5 uM de apixaban.

Exemplo 14. Inibig3o in vitro de Argatroban por f£Xa anidro
des-Gla

Para medir a inibigdo da atividade de trombina por
argatroban e a reversdo de seu efeito inibidor, trombina
humana purificada (5 nM), argatroban (50 nM) e diferentes
concentragdes de antidoto fXa des-Gla anidro foram
adicionados a um tampdo contendo 20 mM de Tris, 0,15 M de
NaCl, 5 mM de cloreto de calcio, albumina sérica bovina
0,1%, pH 7,4. Apds incubagdo em temperatura ambiente por 20
min, um substrato amidolitico $2288 (200 uM) foi adicionado
a mistura e a taxa de clivagem de substrato de p-
nitroanilida foi monitorada por absorbdncia a 405 nm. Os
resultados sdo apresentados na Figura 12,

Deve-se entender dque, embora a inveng¢do tenha sido
descrita em conjunto com as modalidades acima, a descricdo
e 0s exemplos apresentados anteriormente visam ilustrar, e
ndao limitar, o escopo da invengd3o. Outros aspectos,
vantagens e modificag¢des dentro do escopo da invencdo

ficardo evidentes para agqueles habilitados na técnica &
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qual a invengdo pertence.
Tabela 13 - Correlagdo PK-PD em camundongos tratados com
Antidoto-pd a 1,5 hora apés administragdo oral de 15 mg/kg

de Betrixaban (5 minutos apdés injeg¢3o do antidoto)

Animal
tratado com 1 2 3 4 5 6 7 Média

Antidoto-pd

Betrixaban 673 793 1170 | 415 217 664 879 687

(ng/ml)

INR 4,2 4,5 5,2 3,3 2,3 4,1 4,7 4,0

esperada

INR medida 2,3 2,3 3,3 0,8 0,8 1,5 2,0 1,9

% de 63,9 | 66,6 | 52,3 | 100 100 | 83,1 | 74,4 | 77,2
corregdo
Tabela 14 - Correlagdoc PK-PD em camundongos tratados com

Antidoto-r a 1,5 hora apds administragdo oral de 15 mg/kg

de Betrixaban (5 min apés injegdo do antidoto)

Animal tratado
1 2 3 4 Média
com Antidoto-r
Betrixaban 262 335 494 381
(ng/ml) 434
INR esperada 3,2 2,5 2,8 3,5 3,0
INR medida 2,0 0,9 1,2 0,9 1,3
% de corregiao 50,0 94,1 80,0 93,6 77,3
Tabela 15 - % de corregdo da inibigdo por inibidores de fXa
Antidoto-pd
Betrixaban Rivaroxaban Apixaban
(nM)
0 0 0 0
10,2 13,1 10,6 6,5
20,4 34,8 37,4 11,4
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40,7 47,1 46,8 15,0
61,1 68,4 55,7 40,3
101, 8 67,5 69,4 52,3
162,9 80,5 74,0 56,0
203,7 82,6 72,6 60,2

Tabela 16 - % de corregdo da inibig8o por inibidores de fXa

Antidoto-r

Betrixaban Rivaroxaban Apixaban

(nM)

0 0 0 0

9,3 21,5 23,2 13,3
18,6 52,7 54,2 33,5
37,2 75,5 72,6 49,9
55,8 86,5 79,9 59,2
93,1 94,9 89,1 64,4
148,9 99,3 96,7 74,8
186,1 99,5 94,8 72,6

Tabela 17 - Reversdo por Antidoto-r da atividade

anticoagulante de betrixaban

N° de % de corregdo
a”PTT
vezes de da
(seg)
aumento |anticoagulagdo
Plasma humano de
35,2 1,00 -
controle
300 nM de Betrixaban 61,8 1,76 -
300 nM de Betrixaban +
38,3 1,09 88
570 nM de Antidoto-r
300 nM de Betrixaban +
38,2 1,09 88
760 nM de Antidoto-r
300 nM de Betrixaban + 38,1 1,08 90
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1140 nM de Antidoto-r
400 nM de Betrixaban 66,3 1,88 -
400 nM de Betrixaban +
47,1 1,34 61
380 nM de Antidoto-r
400 nM de Betrixaban +
39,9 1,13 85
570 nM de Antidoto-r
400 nM de BRetrixaban +
39,9 1,13 85
760 nM de Antidoto-r
400 nM de Betrixaban +
37,8 1,07 92
1140 nM de Antidoto-r
400 nM de Betrixaban +
39,4 1,12 86
1520 nM de Antidoto-r
1140 nM de Antidoto-r 38,9 1,11 -
1520 nM de Antidoto-r 38,8 1,10 -
Tabela 18 - Reversdo por Antidoto-r da atividade
anticoagulante de Apixaban
N° de vezes de
PT (seg)
aumento
Plasma humano de controle 14,1 -
1 uM de apixaban 16,4 1,16
1 uM de apixaban + 380 nM de
15,3 1,09
Antidoto-r
1 pyM de apixaban + 760 nM de
14,9 1,06
Antidoto-r
1 pM de apixaban + 1,14 uM de
14,2 1,01
Antidoto-r
1 uM de apixaban + 1,52 uM de
14,2 1,01
Antidoto-r
1,5 uM de apixaban 18,4 1,31
1,5 uM de apixaban + 1,52 uM de 14,6 1,04
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Antidoto-x

1,5 pM de apixaban + 1,90 uM de

14,3 1,01
Antidoto-r
1,52 pM de Antidoto-r 14 -
1,90 pM de Antidoto-r 14,2 =

TABELA 1-

ID.

DE SEQ.

FATOR X HUMANO

NO

1 - SEQUENCIA DE POLIPEPTIDEO DE

1
61
121
181
241
301
361
421
481

MGRPLHLVLL
TCSYEEAREV
CELFTRKLCS
KRSVAQATSS
CKDGECPWQA
AVHEVEVVIK
VSGFGRTHEK
GPHVTRFKDT
VITSSPLK

SASLAGLLLL
FEDSDKTNEF
LDNGDCDQFC
SGEAPDSITW
LLINEENECF
HNRFTKETYD
GRQSTRLEKML
YFVTGIVSWG

GESLFIRREQ
WNKYKDGDQC
HEEQNSVVCS
KPYDAADLDP
CGGTILSEFY
FDIAVLRLKT
EVPYVDRNSC
EGCARKGKYG

DNMNILARVTR
ETSPCONQGK
CARGYTLADN
TENPFDLLDF
ILTARHCLYQ
PITFRMNVAP
KLSSSFIITQ
IYTKVTAFLK

ANSFLEEHMKK
CRDGLGEYTC
GKACIPTGPY
NOTQPERGDN
AKRFKVRVGD
ACLPERDWAE
NMFCAGYDTK
WIDRSMKTRG

GHLERECMEE
TCLEGFEGKN
PCGKQTLERR
NLTRIVGGQE
RNTEQEEGGE
STLMTQKTGI
QEDACQGDSG
LPKAKSHAPE

TABELA 2 -

ID.

DE

SEQ.

Ne 2 -

POLINUCLEOTIDEO CODIFICADORA DE FATOR X

UMA SEQUENCIA

DE

1

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
201
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501

gactttgctc
gggcgeccac
gaaagtctgt
aattccttte
tgctecatacg
aataaataca
aaagacggec
gaattatteca
daggaacaga
aaggcctgeca
aggtcagtgg
ccatatgatg
cagacgcadgc
aaggacaggyg
ggtggaacca
aagagattca
gtgcacgagy
gacatcgceg
tgecctececeg
agcggcttbcg
gtgccctacg
atgttctgtyg
ccgcacgtca
ggctgtgecee
atcgacaggt
ataacgtcct

cagcagcctg
tgcacctecgt
tcatccgeag
ttgaagagat
aagaggcccy
aagatggcga
tcaggggaata
cacggaagct
actectgtggt
ttceccacagg
cccaggccac
cagccgacct
ctgagagggg
agktgtccekg
ttetgagcga
aggtgagggt
tggaggtggt
tgctceogget
agcgtgactg
ggcgcaccca
tggaccgcaa
ccggetacga
cccgettcaa
gtaaggggaa
ccatgaaaac
ctccattaaa

tcccagtgag
cctgetcage
ggagcaggee
gaagaaagga
cgaggtettt
ccagtgtgag
cacctgcacce
ctgcagecectg
gtgctcectge
gcecctaccco
cagcagcagc
ggaccecace
cgacaacaac
gcaggeecty
gttctacatc
aggggaccgdg
catcaagcac
caagacccce
ggccgagtcee
cgagaagggdc
cagctgcaag
caccaagcag
ggacacctac
gtacgggatc
caggggctty
gtgagatceee

gacagggaca
gccteecetygg
aacaacatce
cacctcgaaa
gaggacageg
accagtcctt
tgtttagaag
gacaacgggg
gceccgoaggt
tgtgggaaac
ggggaggecc
gagaacccect
ctcaccagga
ctcatcaatg
crtaacggcag
aacacggagce
aaccggttca
atcagcttce
acgectgatga
cggcagtcca
ctgtccagca
gaggatgeet
ttcgtgacag
tacaccaagg
c¢ccaaggceca
actcaaaaaa

cagtactcgg
ctggceckteet
tggegagggt
gagagtgcat
acaagacgaa
geccagaacca
gattcgaagg
actgtgaceca
acaccctgge
agaccctitgga
ctgacagcat
t¢gacctget
tcgtgggagg
aggaaaacga
cccactgtet
aggaggaggd
caaaggagac
gcatgaacgt
cgcagaagac
ccaggctcaa
gcttcatcat
gccaggggga
gcatcgtcag
tcaccgectt
agagccatyge
aaaaaaaaaa

ccacaccatg
gctagcteggy
cacgagyggee
ggaagagace
tgaattctgg
gagcaaatgt
caaaaactgt
gttctgecac
tgacaacggc
acgcaggaag
cacatggaag
tgacttcaac
ccaggaatgc
gggtitcetgt
ctaccaagcce
cggrgaggcg
ctatgacttc
ggcgectgee
ggggattgtg
gatgctggag
cacccagaac
cagcgggggac
ctggggagag
cctocaagtgg
ccocggaggec
aaaaaaaaaa

TABELA 3-

iD.

DE SEQ.

FATOR X HUMANO MADURO

N°e 3-

SEQUENCIA DE POLIPEPTIDEO DE
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1

61
121
i81
241
301
361
5 421

ANSFLEEMKK
CKDGLGEYTC
GKACIPTGPY
NQTOPERGDN
AKRFRVRVGD
ACLPERDWAE
NMEFCAGYDTK
WIDRSMKTRG

GHLERECMEE
TCLEGFEGKN
PCGKQTLERR
NLTRIVGGQE
RNTEQEEGGE
STLMTQKTGI
QEDACQGDSG
LPKAKSHAPE

TCSYEEAREV
CELFTRKLCS
KRSVAQATSS
CKDGECPWQA
AVHEVEVVIK
VSGFGRTHEK
GPHVTRFKDT
VITSSPLK

FEDSDKTNEF
LDNGDCDQFC
SGEAPDSITW
LLINEENEGF
HNRFTKETYD
GRQSTRLEKML
YFVTGIVSWG

WNKYKDGDQC
HEEQNSVVCS
KPYDRADLDP
CGGTILSEFY
FDIAVLRLKT
EVPYVDRNSC
EGCARKGKYG

ETSPCONQGK
CARGYTLADN
TENPFDLLDF
ILTAAHCLYQ
PITFRMNVAP
KLSSSFIITQ
IYTKVTAFLK

TABELA 4- ID. DE SEQ. N° 4- SEQUENCIA DE POLIPEPTIDEO DE

FATOR Xa SEM DOMINIO GLA DESPROVIDO DE

1 A 44 RESIDUOS DE
AMINOACIDO

Cadeia Leve
1 KDGDQC ETSPOQNOGK
651 CKDGLGEYTC TCLEGFEGKN CELFTRKICS LDNGDCDQFC HEEQNSVVCS CARGYTLADM
121 GKACIPTGPY PCGRQTLER

10

Cadeia Pesada
131 IVGGOE CKDGECPWOA LLINEEHEGF CGGTILSEFY ILTAAHCLYQ
241 AKRFKVRVGD RNTEQEEGGE AVHEVEVVIK HNRFTKETYD FDIAVLRLXT PITFRMNVAP
301 ACLPERDWAE STLMTQOKTGI VSGFGRTHEK GRQSTRLKML EVPYVDRNSC KLSSSFIITQ
361 NMFCAGYDTK QEDACQGDSG GPHVTRFKDT YFVTGIVSWG EGCARKGKYG IYTKVTAFLK
421 WIDRSMKTRG LPKAKSHAPE VITSSPLK

15 TABELA 5- ID. DE SEQ. N° 5- SEQUENCIA DE POLIPEPTIDEO DE

FATOR Xa SEM DOMINIO GLA DESPROVIDO DE 1 A 45 RESTDUOS DE
AMINOACIDO

Cadeia Leve ~
1 DGEDQC
61 CKDGLGEYTC TCLEGFEGKN CELFTRKLCS LDNGDCDQFC HEEQNSVVCS
121 GKACIPTGPY PCGEQTLER

ETSPCONQGK
CARGYTLADN

20

Cadeia Pesada
181

241
301
361
421

IVGGQE CKDGECPWQA LLINEENEGF CGGTILSEFY
RNTEQEEGGE AVHEVEVVIK HNRFTKETYD FDIAVLRLKT
STLMTOKTGTI VSGFGRTHEK GRQSTRLKML EVPYVDRNSC
QEDACQGDSG GPHVTRFKDT YFVTGIVSWG EGCARKGKYG
LPKAKSHAPE VITSSPLK

ILTAAHCLYQ
PITFRMNVAP
KLSSSFIITQ
IYTKVTAFLK

AKRFKVRVGD
ACLPERDYAE
NMFCAGYDTK
WIDRSMKTRG

TABELA 6- ID. DE SEQ. N° 6- SEQUENCIA DE POLIPEPTIDEO DE

25 FATOR Xa HUMANO ATIVADO ANTES DA POS-TRADUCAC DE ACIDO

GLUTAMICO PARA ACIDO y-CARBOXIGLUTAMICO

30



10

15

20

25

30
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Cadeia Leve
1 ANSFLEEMKK

CHLERECMEE

TCSYEEAREV

FEDSDKTNEF WNKYRDGDQC

ETSPCONQGK

61 CKDGLGEYTC

TCLEGFEGKN

CELFTRKLCS

LDNGDCDQFC HEEQNSVVCS

CARGYTLADN

121 GKACIPTGFY

PCGKQTLER

Cadeta Pesada
181

IVGGQE

CKDGECPWQA

LLINEENEGF CGGTILSEFY

ILTAAHCLYQ

241 AKRFKVRVGD

RNTEQEEGGE

AVHEVEVVIK

HNRFTKETYD FDIAVLRLKT

PITFRMNVAP

301 ACLPERDWAE

STLMTQKTGT

VSGFGRTHEK

GRQSTRLKML EVPYVDRNSC

KLSSSFIITQ

361 NMFCAGYDTK

QEDACQGDSG

GPHVTRFEDT

YFVTGIVSWG EGCARKGKYG

IYTKVTAFLK

421 WIDRSMKTRG LPKAKSHAPE VITSSPLK

TABELA 7- ID. DE SEQ. N° 7- SEQUENCIA DE POLIPEPTIDEO DE
FATOR Xa HUMANO ATIVADO COM A POS-TRADUGAO DE ACIDO
GLUTAMICO PARA ACIDO y-CARBOXIGLUTAMICO (y REPRESENTA

RESIDUO DE ACIDO y-CARBOXIGLUTAMICO)

Cadeia Leve
1 ANSFLEEMKK GHLERECMEE TCSYEEAREV FEDSDKTNEF WNKYKDGDOC
61 CKDGLGEYTC TCLEGFEGKN CELFTRKLCS LDNGDUDQFC HEEQNSVVCS
121 GKACIPTGPY PCGKQTLER

ETSPCONOGK
CARGYTLADN

Cadeia Pesada
181 IVGGOE CKDGECPWOA LLINEENEGF CGGTILSEFY
241 DKRFKVRVGD RNTEQEEGGE AVHEVEVVIK HNRFTKETYD FDIAVLRLKT
301 ACLPERDWAE STLMTOKTGI VSGFGRTHEK GROSTRLKML EVPYVDRNSC
361 NMFCAGYDTK QEDACQGDSG GPHVTRFKDT YFVTGIVSWG EGCARKGKYG
4271 WIDRSMKTRG LPRAKSHAPE VITSSPLK

ILTAAHCLYQ
PITFRMNVAP
KLSSSFIITQ
IYTKVTAFLK

TABELA 8- ID. DE SEQ. N° 8- SEQUENCIA DE POLIPEPTIDEO DE
CADEIA LEVE DE FATOR Xa HUMANO ATIVADO COM A POS-TRADUCAO

DE ACIDO GLUTAMICO PARA ACIDO y-CARBOXIGLUTAMICO

Cadeia Leve
1 BNSFLYYMKK GHLYRYCMYY TCSYYYARYV FYDSDKTNYF WMKYKDGDQC ETSPCONQGK
61 CKDGLGEYTC TCLEGFEGKN CELFTRKLCS LDNGDCDQFC HEEQNSVVCS CARGYTLADN
121 GKACIPTGPY PCGRQTLER

TABELA 9- ID. DE SEQ. N° 9 - SEQUENCIA DE POLIPEPTIDEO DE

CADETA PESADA DE FATOR Xa HUMANO ATIVADO

181 IVGGQE CKDGECPWQA LLINEENEGF CGGTILSEFY ILTAAHCLYQ
241 RKRFKVRVGD RNTEQEEGGE AVHEVEVVIK HNRFTKETYD FDIAVLRLKT PITFRMNVAP
301 ACLPERDWAE STLMTQKTGI VSGFGRTHEK GRQSTRLKMI. EVPYVDRNSC KLSSSFITITQ
361 NMFCAGYDTK QEDACQGDSG GPHVTRFKDT YFVTGIVSWG EGCARKGKYG IYTKVTAFLK
421 WIDRSMKTRG LPKAKSHAPE VITSSPLK

TABELA 10- ID. DE SEQ. N° 10 - SEQUENCIA DE POLIPEPTIDEO DE

FATOR Xa ANIDRO DES-GLA (A REPRESENTA DESIDROALANINA)



10

15

20

25

30
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Cadeia Leve

1
ETSPCONOGK

KDGDQC

CARGYTLADN

61 CKDGLGEYTC TCLEGFEGKN CELFTRKLCS LDNGDCDQFC HEEQNSVVCS

121 GKACIPTGPY PCGKQTLER

Cadeia Pesada
181
ILTRAAHCLYQ

PITFRMNVAP
KLSSSFIITQ

IYTKVTAFLK

241 AKRFKVRVGD RNTEQEEGGE AVHEVEVVIK HNRFTKETYD FDIAVLRLKT
301 ACLPERDWAE STLMTQKTGI VSGFGRTHEK GRQSTRLKML EVEYVDRNSC

361 NMFCAGYDTK QEDACQGDAG GPHVTRFKDT YFVTGIVSWG EGCARKGKYG

IVGGQE CKDGECPWQA LLINEENEGF CGGTILSEFY

421 WIDRSMKTRG LPKAKSHAPE VITSSPLK

TABELA 11~ ID.

DE SEQ. N° 11 - SEQUENCIA DE POLIPEPTIDEO DE

FATOR Xa-S379A DES-GLA

Cadeia Leve

1
ETSPCQNQGK

DGDQC

CARGYTLADN

61 CKDGLGEYTC TCLEGFEGKN CELFTRKLCS LDNGDCDQFC HEEQNSVVCS

‘ 121 GKACIPTGPY PCGKQTLER

| Cadeia Pesada
181
ILTAAHCLYQ

PITFRMNVAP
KLSSSFIITQ

IYTKVTAFLK

241 AKRFKVRVGD RNTEQEEGGE AVHEVEVVIK HNRFTKETYD FDIAVLRLKT
301 ACLPERDWAE STLMTQKTGI VSGFGRTHEK GRQSTRLKML EVPYVDRNSC

361 NMPCAGYDTK QEDACQGDAG GPHVTRFKDT YFVTGIVSWG EGCARKGKYG

IVGGQE CKDGECPWQA LLINEENEGF CGGTILSEFY

421 WIDRSMKTRG LPKAKSHAPE VITSSPLK

TABELA 12- ID.

DE SEQ. N° 12 - SEQUENCIA DE POLIPEPTIDEO DE

FATOR Xa HUMANO TRIPLO MUTANTE ANTES DA REMOGCAO DO LIGANTE

—~RKRRKR-

Cadeia Leve
1 ANSPFL

F WNRYKDGDQC ETSPCQNQGK

61 CKDGLGEYTC

TCLEGFEGKN CELFTRKLCS LDNGDCDQFC HEEQNSWVWCS CARGYTLADN

121 GK2CIPTGPY
Linker
RERRER

PCGKQTLER

Cadeia Pesada
181

IVGGQE CKDGECPWQA LLINEENEGF CGGTILSEFY ILTABRHCLYQ

241 AKRFKVRVGED

RNTEQEEGGE AVHEVEVVIK HNRFTKETYD FDIAVLRLKT PITFPRMNVAP

301 ACLPERDWAE

STLMTOKTGTI VSGFGRTHEK GRQSTRLKML EVPYVDRNSC KLSSSFIITQ

361 NMFCAGYDTK

QEDACQGDAG GPHVTRFKDT YFVTGIVSWG EGCARKGKYG IYTKVTAFLK

421 WIDRSMKTRG

LPKAKSHAPE VITSSPLK

TABELA 12a- ID. DE SEQ. N° 13 - SEQUENCIA DE POLIPEPTIDEO



10

15

20
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DE FATOR Xa HUMANO TRIPLO MUTANTE APOS A REMOCAO DO LIGANTE
—~RKRRKR -

Cadeia Leve
1 ANSFL F WNKYKDGDQC ETSPCONQGK
61 CKDGLGEYTC TCLEGFEGKN CELFTRKLCS LDNGDCDQFC HEEQNSVVCS CARGYTLADN
121 GKACIPTGPY PCGKOTLER
Cadeia Pesada
181 IVGGQE CKDGECPWQA LLINEENEGF CGGTILSEFY ILTAAHCLYQ
241 AKRFRKVRVGD RNTEQEEGGE AVHEVEVVIK HNRFTRETYD FDIAVLRLKT PITFRMNVAP
301 ACLPERDWAE STLMTQKTGI VSGFGRTHEK GRQSTRLKML EVPYVDRNSC KLSSSFIITQ

361 NMFCAGYDTK QEDACQGDAG GPHVIRFKDT YFVTGIVSWG EGCARKGKYG IYTKVTAFLK
421 WIDRSMRTRG LPKAKSHAPE VITSSPLK

TABELA 12b- ID. DE SEQ. N° 14 - SEQUENCIA DE POLIPEPTIDEO
DE FRAGMENTO DA CADEIA LEVE DO FATOR Xa HUMANO TRIPLO

MUTANTE APOS A SECRECAO

1 ANSFL F WNKYRKDGDQC ETSPCONOQGK

61 CKDGLGEYTC TCLEGFEGKN CELFTRKLCS LDNGDCDQFC HEEQNSVVCS CARGYTLADN

121 GKACIPTGPY PCGKQTLER

TABELA 12¢c- ID. DE SEQ. N° 15 - SEQUENCIA DE POLIPEPTIDEO
DE FRAGMENTO DA CADEIA PESADA DO FATOR Xa HUMANO TRIPLO

MUTANTE APOS A SECRECAO

Cadeta Leve
181 IVEGQE CKDGECPWQA LLINEENEGCF CCGTILSEFY ILTAAHCLYQ

241 AKRFKVRVGD RNTEQEEGGE AVHEVEVVIK HNRFTKETYD FDIAVLRLKT PITFRMNVAP

301 ACLPERDWAE STLMTQKTGI VSGFGRTHEK GRQSTRLKML EVPYVDRNSC KLSSSFIITQ

361 NMFCAGYDTK QEDACQGDAG GPHVTRFKDT YFVTGIVSWG EGCARKGKYGC IYTKVTAFﬁE_

421 WIDRSMKTRG LPKAKSHAPE VITSSPLK
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TABELA 19- ID. DE SEQ. N° 16 - SEQUENCIA DE POLIPEPTIDEO DE

(UM FATOR X TRIPLO MUTANTE)

-ANTIDOTO

CODIFICADORA DE r

DOYTLYDLOD
HOOYLOYYDD
QONIIDLIID
JOODLODYDD

Y¥OOD2I2DIY DODYOWYIO0
DOYYEDODID LOLIDIDVDY
LYDDYDDHID WYIIYIVOOVY
LIDIDVYIL ODOHIIEIIL

VYOD299DLINY DLDDOYONID DIIADIDDDL
DOVVYOVILL DODIYEINID YHEILYILIOL

YORDYYOION
JDOVIDNLIAD
DYOY¥IOOILY
DODIVYIWOD
AR A 41030
YOYYI¥YIID

YAOHLOLOLD TIEDDIOWID
JLOTOVDODO DYOINYIOLY
JOLOIDDYYD DDIVYOVHLO
JIIDVIILIL DOVWDOOVOV
QOYEDYODOL LODIDYIOYD
HYOIYDODED DINLYILLOL

10

DYYIODDLLO
DOBOLILTIL
LID0D0DLOL
DEOO00000D
D22ODLOOY
DOYDDLOOYD
DITELDDLTD
YOSRODOOYD
DHLIDIVIYL
OLIYLLYEDL
¥OLOLDYIOT
JLOVYYDO0D

DODONDINYY
DOL¥IDDOEIT
QLLOLNIVYD
¥YDYDOYI00
¥OLYIOOILL
QYOALDOIOD
YIDLLDWDID
ODLODINISY
DODIDIDIDD
OLOTHYIYID
DODDIVDYRY
JLIDLOHLID

15

YOLYIILIOW
DLOOLLOYLI
YOODYDLYIL
YOROODDOLL
MYILTIIID
YOLDOIDOY
VOLILLYIIY
OVVDOVOOND
SLIDLIDLOL
DTIIALLYOD
IVINVYILYYD
LIDDDLODDL

DYDOLVOND
IYITDONID
WILIOOWIOH
JDDIDYDLOL
DYONYIXLIDD
DOVODYIOND
YOOLOALILD
YOO IDIVY
DOLDLNLOTY
L 4L R AT e
DLILLILILL
JOJLITDLOY

20

YYOLIIILID
LO9339¥DTH
QADLDLIDYYD
LYDDODIVY
DOLOALODD
DONDYYDR0D
LILODOYOIN
SOLDIIVOND
HYIVEHIOVOD
IYIOLINDY
LIDLIYYDOD
DEIBLINLRD

FOLOVWYL
DDOYOLODTY
D¥IHI23DDD
DLIDEIVHOD
WOYIDIVOLY
DINIYDIOLLD
YRDDDYIOND
YYVDDVRLEY
TVYODOLOLI
YIIOLOLLEY
LYYDODAILD
DOYDOWIIDD
LIJVODLOYD

25

IRATLOLIDL
DRYIRLOLYD
DOHYIDOYDDD
DOVDDLODYL
DLIDOYIDID
TOLYLOIWOY
YOLOOVYILL
DLYILODLDD
DOONLIIIDD
DOVDIOLIYD
OO00YOVVYL
DY¥DIDDLODL

02T
T01T
T00T
06
108
0L
109
106
T0?
10€
102
10T

DODIDTOOIY T

30
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-

18 - SEQUENCIA DE POLIPEPTIDEO DO

TABELA 20- ID. DE SEQ. N°

=

AQ DO r-ANTIDOTO

~

VETOR DE EXPRESS

HIRILALYID YWYVHYYOED OIOOVIIVOY DOVIOWYIDNL LIDILLLLLL DDIH93OYIH DIODOIVIOY WWIVYVIODD OI¥DLLILOD WIOOLIOYOVY TORE
YYYYDODLAD) IVLLIOYIOOY ¥OLODLOLOD DIIVIONI LIVIDYOVDD YUDVLIVIVL JDDIVLIVYEL JJDDLODIOY VDILIDLLDYD YOWADIDIODD T0LE
DOVLOIYLOD YOOOVOUIOV LIVOIOWOVYL SDIIYIIOWD SYISOLOVID OIINLLIYOD ¥IWIVWIODD DIVYIILOWD LIJLODIMII WHIOODJLYL TO9€
LO09J2LIDD I¥OIIIIYIL LSQ20J00VY DOVIDIDLOL JODILIOVHD JLODJLIOJL SOVIDLODOL TOVILIINID DWIDIIDOND JIODWIWILOL TOSE
ZLIDIDDIDD DYYDDOILID DILILLIOOD DDIDLOIVLY DOIIVIIIDD FDLIIITOID LEDLILILD DIDIHILII LIDFYODLOI DDILLLDIDD T0PE
VOOYIYOYVYY IVLIWDOVOY DIJDYWVYDID QLSOVOVILD VYIIDODVOD ILUVVYWIWIL YIDWOOVALD DDIDDDHI0LI DHIVIYIILLI LIDIDDLIDL TOEE
LODOODDOYY YYWWLDIDYYD DYIDOOWTEY DIVIDDOVYY WIDYDLOLYD VEDYYYDDYD DHIVELYDIDD FOLUYDYOYD JIVLIDDOYL WYIODDDOYY T0ZE
YALIYALIOY JLIWIOS0DYD DOO00109DD LIOJLODILD SIDLIODIIY SLOVILIOOL JJALLODIDLL JLIDOOODLL WIDIOLLLOO ODOYONIDDD TOTE
JD2DJIVYIID DOIVYDLYYL LW¥IOLIDVID OLOIIOLIJY ¥VDOOOLOVD ILLLIHOIDID LIOVILIDOOL IIDDLLYVYLL ¥YIVILOVELD DYDLOVOLYY TO00E
LOTOLODIDL IIDVYVIOLD WWVIYIOUWD DOIOVOIYIY DWWIVOWDIDL IVRIVILIDD DJINLIALIVY WALOLOIIOIL JIDLIIWIYD IONIWILYYEL 1062
D20ILLODID IDIIVVYILID DVOLOVLLLD OOLLDLILLD DYDILODVYOL YEIVOLOODL YIDDLOLYYY OVWLDLIOVYY YIDVYIOWYY ILLILLLODVO 1082
9OILOLDOVID DOOVILIDOY DLIIDIVILY ITILLTINLL YYOWYIWNIW WLIOYVOYWY LY¥YIDLIOVY IVLLYIOVYL DLLIYILIOD JLIYLOOLYOL 10LE
DLILLTTYND LLLVLLLIOL YYVYYYYOLD YOOLVYORLD VYDIUIOUVYD WOOLLLOVOL YOLLYIVLYD YYLYILYIYD MIIINIOWODD DIIDILMOVIL 1092
LODDLDDLIL EIOVDDDIVID VOVYIVLILL IHISIVIIOY ¥¥iODL232D LIDLILILID YYILLLODIW DYYDOVIVYL OWDWHYDYYD WDIWLOLOVY T0GEZ
OLLLOVYLYD DYYOLYOI09Y VEYVYOOTOIY IDADIYHLIL ILOILODDOW IDOVILYVDYD JLILIITYY IYIVIVOODD LILYDLAIYYY OVIIOLLIIL TOPZ
DOYIYDIOVY ¥OLLIVEDOY DOLVOLWYIDVY WOVDIDLLLY LOVEVLLIJY JDOOVIOVYD LVYDLYIDOV VIDUVIIWLLLI DILILIOVIDD ¥DDIIOWLYD TOLT
SLILLODIYIY DYLOVYVLOVY VODDLIYYOD DOVWITVOLL YWLLOYOVYLL JIDLWOLYDD LLLOVYYYID DLLOLLLLYD LIOYODYWOHOW JOVIOVYDYY 1022
YOLOVHOYOY LIOVDLIILIOY IVIVYLLIYYD VOVOOUWWLIL LOJWOOLRVD YWOVOIDOLL YIILOLLODL DOWWYVOOWL O9DIWILIVOL DOLIIXVYOUD TOTZ
YYYIOOVYDD IOVOLLILID YYIVOOTVOLY VOVVYIOLLD YIOVYILIOY DIYVOOVOLD 9IILIIDNLI JIYLIIEHYD HIVYDYWOOD LILVODDOLYL 1002
WIYWIODLOL DIDDILODEY DDLOYVILLY DDOVWDDLIODL WIIWIDDLID IDDLLIDYLD DVUNYYYIOL LILOIDNLI] DDVODLILLL IOODVYIOWIL T06T
DYILOYYOYID LL¥IIOYDLD LIIDOILODD DODOYDIIDD ¥OTIOLYILL YLILILLLILY VLOTOLIONL ¥IO0D9DIOLI LLWODIDD0L JLO¥IDDOHIDL TOR’T
QTHLIOTIDD JDLYIODDID LIVVLIIIOD DDILIWIYID VVIOVILOVL INVILILEID LYOOUYVIID VIOVEDYODD VIDWIIIILI 9OWIIIIIOV TOLT
YYROIDIONY JOYYIOWIILD HILIVYOLOLY ORIVODVYY) DIVIOYYOVD DDVIOVINID LIDOAVIIIIL SNYVDOLOLY DOVLLOVILY IOIDIWVDDL T09T
DLIDYODYYD ¥EWOOIOD¥D LILLIDIDDD DDDIDTDILD DOIDLIDWID YYOHTYYIOID HWHIDLLIDD IVLOIIDONL DDIDIVOODD IODIYODOVD TOST
OVLYVIVIVY ODOLIVIOVD DOOIWYIDND VOOWIOO202L CO20109900 SIDLINVLILL WIALOLOOVLYD WOLOIOLLYD DJLVOOLLYY WOOVOLWWYY TOTT
IVYLIDLLLD JI8LIVODIL Q¥QDILODYY DDIJ0OVHLL DOLLIODIZD JID0JL00000 LLIOLIDIOL VIDOYIIOLL DYIHLLIDOL DIOVDILIDD TOET
YOLVILITOL JDDVOVLODEIY VYWIODVIALOL DYIVIOLLYL JODLNODIILD HIDJLVOVAL OVVRLIVIDL ILIDLOEYL WILOOVODDID DDOLYDIDND T0ZT
YYOIDOWYID JOLLIDIDOY JDVVYWDIVO OLODVOWDDL VYOOLOVYILD JLILOJDIIYD LODYYIIWIY IILYIDODVL DYYDIDOWYL DIIJNIOHLIY TOTT
DOVIVODDNL JOVIIOILVI DOVOWDIOOL IIWLIIVIVYD DVYILLIOID IYILDIVIDD IIDIIIIVID IVDDDOOVII DIIIOLYOIDY OIVIOYWIIY TO0T
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REIVINDICAGOES
1. Uso de um derivado da proteina do fator Xa que se
liga ao inibidor do fator Xa e ndo se agrega em um complexo

de protrombinase caracterizado pelo fato de que €& no

preparo de um medicamento para a prevengdce ou redugdo de
sangramento em um individuo submetido a terapia
anticoagulante com um inibidor do fator Xa.

2. Uso de um derivado da proteina Xa que se liga ao
inibidor do fator Xa e ndo se agrega em um complexo de

protrombinase caracterizado pelo fato de gue & no preparo

de um medicamento para ligar e inibir seletivamente um
inibidor do fator Xa administrado exogenamente em um
individuo.

3. Uso, de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2,

caracterizado pelo fato de que o derivado da proteina do

fator Xa se liga ao inibidor do £fator Xa direta ou
indiretamente.

4, Uso, de acordo com a reivindicagdo 3, caracterizado

pelo fato de que o derivado possuil atividade prd-coagulante
reduzida ou ausente.
5. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicacgoes

1, 2, 3 ou 4, caracterizado pelo fato de que o derivado &

um derivado da proteina do fator Xa deficiente em Gla ou
uma proteina des-Gla do fator Xa.
6. Uso, de acordo com qualgquer uma das reivindicagdes

1, 2, 3, 4 ou 5, caracterizado pelo fato de gue o derivado

possui um sitio ativo modificado.
7. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

1, 2, 3, 4, 5 ou 6, caracterizado pelo fato de dgque o

derivado compreende pelo menos os residuos de aminodcido de
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46 a 448 do ID. DE SEQ. N° 3 ou um equivalente destes.
8. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

1, 2, 3, 4, 5, 6 ou 7, caracterizado pelo fato de que o

derivado compreende pelo menos os residuos de aminoacido de
46 a 139 e de 195 a 448 do ID. DE SEQ. N° 3 ou um
equivalente destes.

9. Uso, de acordo com qualgquer uma das reivindicac¢des

1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 ou 8, caracterizado pelo fato de que o

derivado & desprovido de uma cadeia leve de fXa e contém um
dominio catalitico de serina-protease presente na cadeia
pesada.

10. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8 ou 9, caracterizado pelo fato de que

=

o derivado & um polipeptideo que compreende a seqiéncia de
aminodcidos do ID. DE SEQ. N° 5.
11. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10, caracterizado pelo fato de

que o derivado inclui um dominio catalitico opcionalmente
modificado quimica ou recombinantemente para perder a
atividade proteolitica, mas manter caracteristicas
estruturais necessdrias a ligag¢do, o referido dominio
derivado de:

a. Proteases de mamiferos selecionadas do grupo que
congiste em calicreina, trombina e tripsina plasmaticas; ou

L. Protease bacteriana subtilisina.

12. Uso, de acordo com qualguer uma das reivindicag¢des

1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou 11, caracterizado pelo

fato de que o derivado compreende uma seqiéncia de
aminodcidos do ID. DE SEQ. N° 7 com uma cadeia leve

modificada ou um equivalente desta.



10

15

20

25

30

3/11

13. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicacgdes

1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11 ou 12, caracterizado pelo

fato de que o derivado compreende uma cadeia leve
modificada para reduzir a ligagdo da membrana de
fosfolipideo.

14. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes

i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 ou 13, caracterizado

pelo fato de que a cadeia leve modificada compreende pelo
menos uma substituigdo, adigdo ou eliminag¢do de aminodcido
no dominio Gla, guando comparada com o dominio Gla de uma
proteina do fator Xa humano do tipo selvagem.

15. Uso, de acordo com gualguer uma das reivindicacdes
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13 ou 14,

caracterizado pelo fato de que o derivado & selecionado do

grupo dque consiste em uma proteina ndo carboxilada,
subcarboxilada e descarboxilada do fator Xa.

16. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 ou 15,

caracterizado pelo fato de que o derivado compreende a

cadeia pesada do ID. DE SEQ. N° 7 que é modificada, ou um
equivalente desta.

17. Uso, de acordo com gualquer uma das reivindicagdes
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 ou 16,

caracterizado pelo fato de que o derivado é modificado por

pelo menos uma substituligdo de aminodcido de um aminodcido
selecionado do grupo dque consiste em Glu2lé6, Glu2ls,
Arg332, Arg347, Lys351 e Ser379.

18. Uso, de acordo com qualguer uma das reivindicagdes
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 ou

17, caracterizado pelo fato de gue Ser379 & modificada para
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desidro-alanina ou alanina.
19. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17

ou 18, caracterizado pelo fato de que o derivado & des-Gla

anidro-fXa que possul uma sequéncia de aminodcidos do 1ID.
DE SEQ. N° 10 ou um equivalente desta.

20. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicag¢des
i, 2, 3, 4, 5, €, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,

18 ou 19, caracterizado pelo fato de que o derivado & des-

Gla £fXa-8379A que possui uma seqUéncia de aminodcidos do
ID. DE SEQ. N° 11 ou um equivalente desta.

21. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,

18, 19 ou 20, caracterizado pelo fato de que o derivado

possui interagdo reduzida com ATIII, co-fatores fV/fVa e/ou
fVIII/£fVIIIa, e compreende uma seqliéncia de aminodcidos do
ID. DE SEQ. N° 7 ou um equivalente desta.

22, Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 1le6, 17,

18, 19, 20 ou 21, caracterizado pelo fato de que o derivado

compreende a seqiéncia de aminodcidos do ID. DE SEQ. N° 12
ou 13 ou 15 ou um polipeptideo que possui pelo menos 80% de
homologia para o ID. DE SEQ. N° 12 ou 13 ou 15.

23. Uso, de acordo com gqualquer uma das reivindicagdes
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,

18, 19, 20, 21 ou 22, caracterizado pelo fato de que o

derivado possui pelo menos uma substituigdo de aminoacido
na posicdo de aminodcido Arg306, Glu3l0o, Arg347, Lys351,
Lys414 ou Arg424.

24. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
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i, 2, 3, 4, 5, &, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,

18, 19, 20, 21, 22 ou 23, caracterizado pelo fato de que o

derivado possui uma modificacdio no dominio EGF, a referida
modificagdo sendo selecionada do grupo gque consiste na
eliminagdo do dominio EGFl, eliminag¢do do dominio EGF2 e
eliminagdo tanto do dominioc EGFl quanto do dominio EGF2.
25. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicacdes
i1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,

18, 19, 20, 21, 22, 23 ou 24, caracterizado pelo fato de

que o derivado & conjugado a uma porgdo capaz de prolongar
a meia-vida circulante do derivado.
26. Uso, de acordo com a reivindicacédo 25,

caracterizado pelo fato de que a porg¢do & selecionada do

grupo que consiste em polietileno glicol, um grupo acil, um
lipossomo, um agente de encapsulagao, uma proteina
transportadora, uma membrana de fosfolipideo artificial,
uma nanoparticula, fragmento de peptideo F¢, uma proteina
quimérica que compreende um dominio do transportador de Fc
e derivado de fXa e combinagdeg destes.

27. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagOes
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,

18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 ou 26, caracterizado pelo

fato de que o método ainda compreende a administragdo de
uma quantidade eficaz de um agente gque prolonga a meia-vida
circulante do derivado.

28. Uso, de acordo com a reivindicacdo 27,

caracterizado pelo fato de gque o agente €& um anticorpo

anti-fXa gque reconhece e se liga especificamente ao
exogitio de fXa ou a um derivado de fXa ligado a alfa-2-

macroglobulina.
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29. Uso, de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,

18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27 ou 28, caracterizado

pelo fato de que o inibidor do fator Xa é sgelecionado do
grupo que consiste em fondaparinux, idraparinux,
idraparinux biotinilado, enoxaparina, fragmina, NAP-5,
rNAPc2, inibidor da wvia do fator tecidual, DX-9065a, YM-
60828, YM-150, apixaban, rivaroxaban, PD-348292,
otamixaban, DU-176Db, LY517717, GSK913893, razaxaban,
heparina de baixo peso molecular, betrixaban ou um sal
farmaceuticamente aceitavel destes, e combinacdes destes.
30. Uso, de acordo com a reivindicagdo 29,

caracterizado pelo fato de que o inibidor do fator Xa &

selecionado de betrixaban, rivaroxaban, apixaban, heparina
de baixo peso molecular, e combinac¢des destes.

31. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 2i, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29 ou 30,

caracterizado pelo fato de que o individuo apresenta um

quadro clinico de sangramento importante selecionado do
grupo dque consiste em hemorragia, sangramento em O&rgidos
vitails, sangramento que necessite de reoperagdo ou de um
novo procedimento terapéutico e um indice de sangramento
igual ou maior do gque 2,0 com um sangramento visivel
associado.

32. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9%, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
i8, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30 ou 31,

caracterizado pelo fato de que o individuo apresenta um

quadro de sangramento selecionado do grupo que consiste em
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epistaxe persistente ou recorrente, sangramento retal ou do
trato wurindrio sem a necessidade de um procedimento
terapéutico, hematomas substanciais no local de injec¢des,
hematomas esponténeos em fora do 1local de injecgdes,
hematomas que ocorrem com trauma trivial, perda sangliinea
substancial e sangramento que exija transfusdo ndo
planejada.

33. Uso, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes
i, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, ¢, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17,
18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31 ou

32, caracterizade pelo fato de dque o derivado &

administrado antes de uma cirurgia.

34. Composigédo farmacéutica, caracterizada poxr

compreender uma proteina de derivado de fator Xa que se
liga a wum inibidor do fator Xa e ndo se agrega em um
complexo de protrombinase e um veiculo farmaceuticamente
aceitavel.

35. Polipeptideo isolado, caracterizado por

compreender a seqiéncia de aminodcidos do ID. DE SEQ. N° 12
ou um polipeptideo que possui pelo menos 80% de homologia
para o ID. DE SEQ. N° 12.

36. Polipeptideo isolado, caracterizado por

compreender a seqléncia de aminodcidos do ID. DE SEQ. N°
12,
37. Polipeptideo de duas cadeias igolado,

caracterizado por compreender a sedqiiéncia de amino&cidos do

ID. DE SEQ. N° 13 ou um polipeptideo que possui pelo menos
80% de homologia para o ID. DE SEQ. N° 13.

38. Polipeptideo igsolado, caracterizado por

compreender a sequéncia de aminodcidos do ID. DE SEQ. N° 15
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ou um polipeptideo que possul pelo menos 80% de homologia
para o ID. DE SEQ. N° 15.

39. Conjugado peptidico, caracterizado por compreender

um veiculo ligado covalente ou ndo covalentemente a um
polipeptideo de qualquer uma das reivindicacdes 35, 36, 37
ou 38.

40. Conjugado peptidico, de acordo com a reivindicagdo

39, caracterizado pelo fato de que o veiculo € um

lipossomo, wuma micela, um polimero farmaceuticamente
aceitavel, ou um veiculo farmaceuticamente aceitdvel.

41. Composigao farmacéutica, caracterizada por

compreender um veiculo e um polipeptideo de qualquer uma
das reivindicag¢des 35, 36, 37 ou 38.

42. Polinucleotideo, caracterizado por codificar um

polipeptideo de qualguer uma das reivindicagdes 35, 36, 37
ou 38.

43. Anticorpo, caracterizado por se ligar a um

polipeptideo de qualquer uma das reivindicag¢des 35, 36, 37
ou 38.
44. Anticorpo, de acordo com a reivindicacdo 43,

caracterizado pelo fato de que o anticorpo € um anticorpo

policlonal, um anticorpo monoclonal, um anticorpo quimérico
ou um anticorpo humanizado.

45, Fragmento biologicamente ativo caracterizado pelo

fato de ser do Anticorpo, de acordo com a reivindicagdo 43.
46. Anticorpo, de acordo com a reivindicagdo 43,

caracterizado pelo fato de que o anticorpo é marcado de

forma detectavel.

47. Composigdo caracterizada por compreender O

Anticorpo da reivindicagdo 43 e um veiculo.
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48. Composigdo caracterizada por compreender o

anticorpo fragmento da reivindicacdo 45.

49. Complexo anticorpo-peptideo, caracterizado por

compreender o Anticorpo da reivindicagdo 46 e um
polipeptideo que se liga especificamente ao anticorpo.
50. Complexo, de acordo com a reivindicagdo 49,

caracterizado pelo fato de que o polipeptideo €& o

polipeptideo contra o qual o anticorpo & desenvolvido.
51. Complexo, de acordo com a reivindicacdo 49,

=

caracterizado pelo fato de que o anticorpo & um anticorpo

policlonal, um anticorpo monoclonal, um anticorpo gquimérico
ou um anticorpo humanizado.

52. Método para a preparagdo de um polipeptideo de
gualquer uma das reivindicag¢des 35, 36, 37 ou 38,

caracterizado por compreender a expressao de um

polinucleotideo que codifica o polipeptideo de gqualquer uma
das reivindicacgdes 35, 36, 37 ou 38 em uma célula
hogpedeira procaridtica ou eucaridbtica.

53. Método, de acordo com a vrelvindicagdo 52,

caracterizado pelo fato de que o polipeptideo compreende a

sequiéncia de aminocacidos do ID. DE SEQ. N° 12 e o
polinucleotideo compreende a sequiéncia de nucleotideos do
ID. DE SEQ. N° 16.

54. Método, de acordo com a reivindicagdo 52,

caracterizado pelo fato de que a célula hospedeira & uma

célula de ovario de hamster chinés.
55. Método, de acordo com gualgquer uma das

reivindicacdes 52, 53 ou 54, caracterizado ainda por

compreender o isolamento do polipeptideo.

56. Célula hospedeira procaridtica ou eucaridtica
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isolada, caracterizada por compreender um polinucleotideo

que codifica um polipeptideo de qgualquer uma das
reivindicagdes 35, 36, 37 ou 238.

57. Composigao caracterizada por compreender um

veiculo e uma célula hospedeira procaridtica ou eucaridtica
da reivindicagdo 56.
58. Uso de uma composigdo da reivindicacdo 41

caracterizado pelo fato de ser no preparc de um medicamento

para a prevengdo ou redugao de sangramento em um individuo
submetido & terapia anticoagulante com um inibidor do fator
Xa.

59, Método de se ligar e inibir seletivaménte um
inibidor do fator Xa administrado exogenamente em um
individuo submetido a terapia anticoagulante com um

inibidor do fator Xa, caracterizado por compreender a

administracdo ao individuo de uma quantidade eficaz de uma
composicdo da reivindicagdo 41.
60. Método, de acordo com a reivindicag¢do 58 ou 59,

caracterizado pelo fato de gque o inibidor do fator Xa &

selecionado do grupo dgque consiste em fondaparinux,
idraparinux, idraparinux biotinilado, enoxaparina,
fragmina, NAP-5, rNAPc2, inibidor da via do fator tecidual,
DX-9065a, YM-60828, Y¥YM-150, apixaban, rivaroxaban, PD-
348292, otamixaban, DU-176b, LY517717, GSK913893,
razaxaban, heparina de baixo peso molecular, betrixaban ou
um sal farmaceuticamente aceitidvel destes, e combinagdes
destes.

61. Método, de acordo com a reivindicagdo 60,

caracterizado pelo fato de que o inibidor do fator Xa &

selecionado de betrixaban, rivaroxaban, apixaban, heparina
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de baixo peso molecular, e combina¢des destes.
62. Método, de acordo com a reivindicagdao 60,

caracterizado pelo fato de gque o derivado & administrado

antes de uma cirurgia.
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RESUMO
ANTIDOTOS PARA INIBIDORES DO FATOR XA E METODOS PARA SUA
UTILIZAGAO

A presente invengdo estd relacionada aos antidotos
para anticoagulantes que visam o fator Xa. Os antidotos sao
derivados da proteina do fator Xa gque se 1ligam aos
inibidores do fator Xa e, dessa forma, os neutralizam
substancialmente, mas ndo se agregam ao complexo de
protrombinase. Os derivados aqui descritos sd3o desprovidos
ou possuem atividade coagulante intrinseca reduzida. S&o
aqui revelados métodos de interrupgdo ou prevengdao de
sangramento em um paciente estd sendo submetido a terapia

anticoagulante com um inibidor do fator Xa.



