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RESUMO
“PREVENCAO E REDUCAO DA PERDA DE SANGUE E RESPOSTA
INFLAMATORIA”

Um polipeptideo compreendendo a sequéncia de aminoacidos:
Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg
Ala Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys
Glu Glu Phe Ile Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn Gln Asn Arg Phe
Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
(aminodcidos 3-60 da SEQ ID NO:2), em gque o polipeptideo

inibe a calicreina.



DESCRICAO
“PREVENCAO E REDUCAO DA PERDA DE SANGUE E RESPOSTA
INFLAMATORIA”

REGISTO DE PATENTE RELACIONADO

Este registo de patente reivindica o beneficio do Registo
de Patente Provisdério EUA N° 60/387,239, depositado em 7 de
junho de 2002, e Registo de Patente Provisdério EUA N°
60/407,003, depositado em 28 de agosto de 2002.

A totalidade dos conhecimentos dos registos de patentes
anteriores é incorporada na presente invengdo como

referéncia.

ANTECEDENTES DA INVENGCAO

As protéases estdo envolvidas num amplo conjunto de
processos bioldgicos. Em particular as protéases de serina,
tais como a calicreina, plasmina, elastase, ativador do
plasminogénio do tipo uroquinase, trombina, inibidores de
coagulacdo associados a lipoproteina humana, e fatores de
coagulacédo, tais como os fatores VIIa, IXa, Xa, XIa, e
XITa, tém sido implicados em vias que afetam o fluxo
sanguineo, por exemplo, isquemia geral e focal, invaséo
tumoral, fibrindélise, perda de sangue perioperatdria e
inflamacdo. Consequentemente, os inibidores de protéases de
serina especificos tém recebido atencdo como potenciais

alvos de drogas para varias doencas isquémicas.

Um exemplo de tal inibidor, a aprotinina (também chamado de

inibidor de tripsina pancreatica bovina ou BPTI), obtido a



partir de pulmido bovino, foi aprovado nos Estados Unidos
para uso profildtico na reducdo da perda de sangue
perioperatdria e quando hé& necessidade de transfusdo em
pacientes submetidos a bypass cardiopulmonar (CPB), por
exemplo, no decorrer de um procedimento de bypass da
artéria coronéria por enxerto. A aprotinina esté
comercialmente disponivel sob o nome comercial TRASYLOL®
(Bayer Corporation Pharmaceutical Division, West Haven,
Connecticut) e foi previamente aprovada para usSo no
tratamento da pancreatite. A eficdcia da aprotinina esté
associada com as suas capacidades relativas ndo especificas
para inibir uma variedade de protéases de serina, incluindo
calicreina plasmdtica e plasmina. Estas protéases sé&o
importantes em um numero de vias do sistema de ativacgédo de

contacto (CAS).

O CAS é inicialmente ativado quando o sangue total contacta
com a superficie de substratos externos (por exemplo,
caulino, vidro, sulfato de dextrano, ou superficies &sseas
danificadas). A calicreina, uma protéase serina, ¢ uma
enzima do plasma que inicia a cascata do CAS levando a
ativacdo de neutrdfilos, plasmina, coagulacdo, e diversas
cininas. A calicreina ¢é segregada como um zimogénio (pré-
calicreina) que circula como uma molécula inativa até ser
ativada por um acontecimento proteolitico no inicio da
cascata de ativacdo de contacto. Claramente, a inibicé&o
especifica da calicreina seria uma abordagem muito atrativa
para controlar a perda de sangue associada ao CPB e o
inicio da resposta inflamatdéria sistémica (SIR), como seria
encontrado durante, por exemplo, VArios procedimentos

cirdrgicos invasivos.



Apesar de ser o Unico composto licenciado para a prevencéao
da perda de sangue perioperatdédria em CBP para o
procedimento de bypass da artéria corondria por enxerto
(CABG, do 1inglés <coronary artery bypass grafting), a
aprotinina ndo ¢é tdo amplamente utilizada como seria de
esperar. Existem sérias preocupacdes relativas ao uso deste
polipeptideo bovino em pacientes qgue necessitam de CPB, e
em particular na utilizacdo deste composto em procedimentos
de CABG. A aprotinina n&o é especifica para a calicreina,
mas interage com enzimas adicionais (por exemplo, plasmina)
em maltiplas vias. Assim, o mecanismo de acdo da aprotinina
¢ em grande parte especulativo e a falta de compreenséo
precisa do que ¢é afetado durante o tratamento com a
aprotinina produz o <risco de complicag®es durante o
tratamento. Uma complicacdo frequentemente citada €& a
trombose descontrolada devido as acgdes da aprotinina sobre
a via fibrinolitica. H& uma preocupacdo ndo sb sobre tais
eventos hiperagudos como a trombose dos vasos maiores no
periodo perioperatdrio, mas também sobre a permeabilidade
do enxerto apds o procedimento CABG. Além disso, como uma
proteina natural obtida a partir de pulmdo de bovino, a
administracdo de aprotinina em seres humanos pode provocar
reacdes graves de Thipersensibilidade, anafildticas ou
anafilatdéides apds o primeiro e, mais frequentemente, apds
a administracédo repetida aos pacientes. Isto é
particularmente preocupante no grande numero de pacientes
que tém procedimentos repetidos de CABG. Além disso, ha uma
preocupacdo geral <crescente no que diz respeito a
utilizacdo de material derivado de fontes bovinas como um
vetor potencial para a transmissdo da encefalopatia

espongiforme bovina aos seres humanos.



Estas preocupacdes deixam claro gque continua a ser uma
necessidade a existéncia de meios e métodos mais eficazes e
mais especificos para prevenir ou reduzir a perda de sangue
perioperatdria e o inicio da SIR em pacientes submetidos a
cirurgia, resultando na ativacdo do CAS, tais como
procedimentos de CABG em pacientes de CPB, ou artroplastia

da anca.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente invencdo é definida pelas reivindicacdes.

Esta invencdo baseia-se na descoberta de um peptideo que
inibe as protéases de serina. As protéases de serina, tais
como, por exemplo, a calicreina, estdo envolvidas em, por
exemplo, vias que levam a perda de sangue excessiva
perioperatédria e o inicio da resposta inflamatdria
sistémica. Os inibidores peptidicos preferidos para a
calicreina incluem aqueles descritos nas Patentes dos
Estados Unidos N° 6,333,402 e 6,057,287 de Markland et al.
A presente invencdo ¢é dirigida em parte ao uso dos
peptideos em métodos terapéuticos e composicdes adequadas
para utilizacdo na eliminacdo ou reducdo de isquemias
variadas, incluindo, mas ndo limitado, a perda de sangue
perioperatédria e o inicio da resposta inflamatdria
sistémica. A perda de sangue perioperatdria resulta de
procedimentos cirurgicos invasivos que levam ao contato com
a ativacdo de componentes do complemento e oS sistemas de
coagulacdo/fibrinbélise. Mailis especificamente, a presente
invencdo fornece os inibidores de calicreina reivindicados
para utilizacdo na reducdo ou prevencdo da perda de sangue
perioperatdria e resposta inflamatéria Sistémica em

pacientes, por exemplo submetidos a procedimentos



cirtrgicos invasivos, especialmente cirurgias

cardiotoréacicas.

Numa forma de realizacdo, a divulgacdo ¢é direcionada para
um método para prevenir ou reduzir a isquemia num paciente
compreendendo a administracdo ao paciente de uma composicédo
que compreende um polipeptideo que compreende a sequéncia
de aminodcidos: Xaal Xaa2 Xaa3 Xaad Cys Xaa6 Xaa7 Xaa8 Xaa9
Xaall Xaall Gly Xaal3 Cys Xaalb Xaal6 Xaal7 Xaal8 Xaal?
Xaaz0 Xaazl XaaZ22 Xaa23 Xaa24 Xaa2b Xaa26 Xaal27 Xaaz28 Xaa29
Cys Xaa3l Xaa32 Phe Xaa34 Xaa3b Gly Gly Cys Xaa39 Xaado0
Xaadl Xaad?2 Xaad3 Xaad4d Xaadb Xaado Xaad7 Xaad8 Xaad9 Xaabo
Cys Xaab2 Xaab3 Xaab4 Cys Xaab6 Xaab’7 Xaab58 (SEQ ID NO:1),
em que Xaal, Xaa2, Xaa3, Xaad4, Xaabo, Xaab7 ou Xaab8 sdo
cada um individualmente um aminodcido ou ausente; Xaall é
um aminodcido selecionado do grupo que consiste em: Asp e
Glu; Xaall ¢é um aminoadcido selecionado do grupo que
consiste em: Asp, Gly, Ser, Val, Asn, Ile, Ala e Thr; Xaal3
¢ um aminoéadcido selecionado do grupo que consiste em: Arg,
His, Pro, Asn, Ser, Thr, Ala, Gly, Lys e Gln; Xaalb & um
aminodcido selecionado do grupo que consiste em: Arg, Lys,
Ala, Ser, Gly, Met, Asn e Gln; Xaal6 ¢é um aminoéacido
selecionado do grupo que consiste em: Ala, Gly, Ser, Asp e
Asn; Xaal7 ¢é um aminocdcido selecionado do grupo que
consiste em: Ala, Asn, Ser, Ile, Gly, Val, Gln e Thr; Xaal8
¢ um aminocdcido selecionado do grupo que consiste em: His,
Leu, Gln e Ala; Xaal9 é um aminoacido selecionado do grupo
que consiste em: Pro, Gln, Leu, Asn e Ile; Xaa2l é um
aminodcido selecionado do grupo que consiste em: Trp, Phe,
Tyr, His e Ile; Xaa22 é um aminodcido selecionado do grupo
que consiste em: Tyr e Phe; Xaa23 ¢é um aminoéacido
selecionado do grupo que consiste em: Tyr e Phe; Xaa3l é um

aminodcido selecionado do grupo que consiste em: Glu, Asp,



Gln, Asn, Ser, Ala, Val, Leu, Ile e Thr, Xaa32 é um
aminodcido selecionado do grupo que consiste em: Glu, Gln,
Asp Asn, Pro, Thr, Leu, Ser, Ala, Gly e Val; Xaa34 ¢ um
aminodcido selecionado do grupo que consiste em: Thr, Ile,
Ser, Val, Ala, Asn, Gly e Leu; Xaa35 ¢é um aminoéacido
selecionado do grupo que consiste em: Tyr, Trp e Phe; Xaa39
¢ um aminodcido selecionado do grupo que consiste em: Glu,
Gly, Ala, Ser e Asp; Xaad40 é um aminodcido selecionado do
grupo que consiste em: Gly e Ala; Xaad43 é um aminoéacido
selecionado do grupo que consiste em: Asn e Gly; Xaa45 é um
aminodcido selecionado do grupo que consiste em: Phe e Tyr;

e em que o polipeptideo inibe a calicreina.

Numa forma de realizacdo particular, a isquemia é a perda
de sangue perioperatdria devido a um procedimento cirurgico
realizado no paciente. O procedimento cirurgico pode ser
uma cirurgia cardiotorédcica como, por exemplo, bypass
cardiopulmonar ou cirurgia de bypass da artéria coronéaria

por enxerto.

Numa forma de realizacdo particular, as posicdes de
aminodcidos individuais da SEQ ID NO:1 podem ser uma ou
mais das seguintes: XaalO é Asp, Xaall é Asp, Xaal3 é Pro,
Xaalb é Arg, Xaalo é Ala, Xaal7 é Ala, Xaal8 é His, Xaal9 é
Pro, Xaa2l é Trp, Xaa3l é Glu, Xaa32 é Glu, Xaa34 ¢é 1Ile,
Xaa3b é Tyr, Xaa39 é Glu.

Numa outra forma de realizacdo, a divulgacdo ¢é direcionada
para um método para prevenir ou reduzir o aparecimento da
resposta inflamatdéria sistémica associada a um procedimento
cirdrgico num paciente compreendendo a administracdo ao
paciente de uma composicdo que compreende um polipeptideo

que compreende a sequéncia de aminodcidos: Xaal Xaa2 Xaa3



Xaad4 Cys Xaa6 Xaa7 Xaa8 Xaa9 Xaall Xaall Gly Xaal3 Cys
Xaalb Xaal6 Xaal7 Xaal8 Xaal9 Xaa20 Xaa2l Xaa22 Xaa23 Xaa24
Xaazb Xaa26 Xaa27l Xaaz28 Xaa29 Cys Xaa3l Xaa32 Phe Xaa34
Xaa35 Gly Gly Cys Xaa39 Xaad(0 Xaadl Xaad2 Xaad3 Xaadd Xaadb
Xaado Xaadl Xaad8 Xaad9 Xaab0 Cys Xaab2 Xaab3 Xaabd Cys
Xaabo Xaab7 Xaab8 (SEQ ID NO:1), em que Xaal, Xaa2, Xaa3,
Xaa4d4, Xaab6, Xaab7 ou Xaab8 sdo cada um individualmente um
aminoadcido ou ausente; Xaall é um aminoadcido selecionado do
grupo gque consiste em: Asp e Glu; Xaall é um aminoéacido
selecionado do grupo que consiste em: Asp, Gly, Ser, Val,
Asn, Ile, Ala e Thr; Xaal3 & um aminodcido selecionado do
grupo gque consiste em: Arg, His, Pro, Asn, Ser, Thr, Ala,
Gly, Lys e Gln; Xaalb é um aminodcido selecionado do grupo
que consiste em: Arg, Lys, Ala, Ser, Gly, Met, Asn e Gln;
Xaal6 é um aminodcido selecionado do grupo gque consiste em:
Ala, Gly, Ser, Asp e Asn; Xaal7 é um aminodcido selecionado
do grupo que consiste em: Ala, Asn, Ser, Ile, Gly, Val, Gln
e Thr; Xaal8 ¢é um aminodcido selecionado do grupo gue
consiste em: His, Leu, Gln e Ala; Xaal9 é um amino&cido
selecionado do grupo que consiste em: Pro, Gln, Leu, Asn e
Ile; Xaa2l ¢é um aminodcido selecionado do grupo dque
consiste em: Trp, Phe, Tyr, His e 1Ile; Xaa22 & um
aminodcido selecionado do grupo que consiste em: Tyr e Phe;
Xaa23 é um aminoédcido selecionado do grupo gue consiste em:
Tyr e Phe; Xaa3l é um aminodcido selecionado do grupo gue
consiste em: Glu, Asp, Gln, Asn, Ser, Ala, Val, Leu, Ile e
Thr; Xaa32 ¢é um aminocédcido selecionado do grupo que
consiste em: Glu, Gln, Asp Asn, Pro, Thr, Leu, Ser, Ala,
Gly e Val; Xaa34 é um aminodcido selecionado do grupo que
consiste em: Thr, Ile, Ser, Val, Ala, Asn, Gly e Leu; Xaa35
¢ um aminoadcido selecionado do grupo que consiste em: Tyr,
Trp e Phe; Xaa39 é um aminoédcido selecionado do grupo que

consiste em: Glu, Gly, Ala, Ser e Asp; Xaad40 ¢é um



aminodcido selecionado do grupo que consiste em: Gly e Ala;
Xaa43 é& um aminodcido selecionado do grupo gue consiste em:
Asn e Gly; Xaad5 é um aminodcido selecionado do grupo que
consiste em: Phe e Tyr; e em que o polipeptideo inibe a
calicreina. Numa forma de realizacdo ©particular, o)
procedimento cirargico pode ser uma cirurgia
cardiotorécica, como, por exemplo, bypass cardiopulmonar ou
cirurgia de bypass da artéria corondria por enxerto. Numa
forma de realizacdo particular, as posicdes de aminodcidos
individuais da SEQ ID NO:1 podem ser uma ou mais das
seguintes: Xaal0 é Asp, Xaall é Asp, Xaal3 é Pro, Xaalb é
Arg, Xaal6 é Ala, Xaal7 é Ala, Xaal8 é His, Xaal9 é Pro,
Xaa2l é Trp, Xaa3l é Glu, Xaa32 é Glu, Xaa34 é Ile, Xaa3b é
Tyr, Xaa39 & Glu.

Numa forma de realizacdo, a invencdo ¢é direcionada para
prevenir a resposta inflamatdéria sistémica num paciente com
uma perda de sangue perioperatdria e isquemia. Para um
polipeptideo que compreende a sequéncia de aminoadcidos: Met
His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala
Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu
Glu Phe Ile Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu
Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
(aminoédcidos 3-60 da SEQ ID NO:2), em gque o polipeptideo
inibe a calicreina para utilizacdo no tratamento ou

prevencao.

Numa outra forma de realizacdo na divulgacdo compreendendo
a invencdo, o polipeptideo consiste na sequéncia de
aminoacidos: Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp
Gly Pro Cys Arg Ala Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe
Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Ile Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn
Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr



Arg Asp (aminoédcidos 3-60 da SEQ 1ID NO:2), em gque O
polipeptideo inibe a calicreina. Num caso particular, a
isquemia pode ser a perda de sangue perioperatdria devido a
um procedimento cirtrgico realizado no paciente. Numa forma
de realizacdo, o procedimento cirdrgico ¢ uma cirurgia
cardiotorédcica, como, por exemplo, bypass cardiopulmonar ou

cirurgia de bypass da artéria corondria por enxerto.

Numa outra forma de realizacdo, a divulgacdo é direcionada
para um método para prevenir ou reduzir o aparecimento da
resposta inflamatdéria sistémica associada com um
procedimento cirtrgico num paciente compreendendo a
administracdo ao paciente de uma composicdo que compreende
um polipeptideo que consiste na sequéncia de aminoacidos:
Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala
His Pro Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu
Phe Ile Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser
Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (aminoacidos 5-
60 da SEQ ID NO:2), em que o polipeptideo inibe a
calicreina. Numa forma de realizacéo, 0 procedimento
cirtrgico é uma cirurgia cardiotorécica como, por exemplo,
bypass cardiopulmonar ou cirurgia de bypass da artéria

coronadria por enxerto.

Numa outra forma de realizacdo, a divulgacdo é direcionada
para um método para prevenir ou reduzir a isguemia num
paciente compreendendo a administracdo ao paciente de uma
composicdo que compreende um polipeptideo que consiste na
sequéncia de aminoacidos: Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp
Asp Gly Pro Cys Arg Ala His Ala Pro Arg Trp Phe Phe Asn Ile
Phe Thr Arg Glu Glu Gln Cys Phe Ile Tyr Gly Gly Gly Asn Cis
Glu Gln Asn Arg Phe Glu Glu Glu Ser Leu Cys Lys Lys Met Cys
Thr Arg Asp (aminoadcidos 5-60 da SEQ ID NO:2), em gue O
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polipeptideo inibe a calicreina. Numa forma de realizacédo
particular, a isquemia ©pode ser a perda de sangue
perioperatdria devido a um procedimento cirtrgico realizado
no paciente. Numa forma de realizacdo, o procedimento
cirtirgico é uma cirurgia cardiotorécica, como, por exemplo,
bypass cardiopulmonar ou cirurgia de bypass da artéria

corondria por enxerto.

DESCRIGCAO BREVE DOS DESENHOS

FIG. 1 é um diagrama simplificado das multiplas vias
principais e eventos relacionados envolvidos no sistema
de ativacéao de contato e resposta inflamatéria
sistémica (SIR) que podem surgir num paciente submetido
a traumatismo de tecidos moles e &ésseo, tal como o
associado a um procedimento de bypass da artéria
corondria por enxerto (CABG), especialmente guando o
procedimento de CABG envolve a circulacdo extracorporal
do sangue, tal como o) bypass cardiopulmonar
(Dispositivo de Bypass). As setas indicam a ativacédo de
um componente ou um evento para outro componente ou
evento na cascata. As setas em ambas as direcdes
indicam efeitos de ativacdo de componentes ou eventos
em ambas as direcdes. Setas quebradas indicam a
participacdo provavel de um componente ou evento na

ativacdo de outro componente ou evento. As abreviaturas

sdo as seguintes: "tPA" = ativador do plasminogénio
tecidual; "Cbha" = componente de uma proteina do sistema
de complemento; "fXIIa" = proteina ativadora da pré-

calicreina para formar a calicreina ativa; "Extrinseco"
= gistema de coagulacdo extrinseco; "Intrinseco" =

sistema de coagulacdo intrinseca.
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FIG. 2 mostra uma parte de um DNA e o0s aminoacidos
correspondentes deduzidos para um polipeptideo KI da
presente invencdo no plasmideo pPIC-K503. O DNA
inserido codifica o peptideo sinal prepro mata de
Saccharomyces cerevisiae (sublinhado) fundido em
moldura ao terminal amino do polipeptideo PEP-1 KI
tendo a sequéncia de aminodcidos delimitada pela &area
do retadngulo. A sequéncia de aminoacidos do
polipeptideo PEP-1 KI mostrada na regido do retédngulo é
a SEQ ID NO:2 e a correspondente sequéncia de
nucledétidos codificante do polipeptideo KI & a SEQ ID
NO:3. As setas a tracejado indicam a localizacdo e a
direcdo de duas sequéncias de primers de PCR em regides
AOX  que foram usadas para produzir moldes de
sequenciacdo. A sequéncia de DNA para a sequéncia
completa de nucledtidos da figura compreende a
sequéncia codificante estrutural para a proteina de
fusdo e é designada de SEQ ID NO:27. A parte duplamente
sublinhada da sequéncia indica uma sequéncia da sonda
de diagnéstico. BstBI e EcoRI indicam a localizacdo na
sequéncia dos seus respetivos locais de endonucleases
de restricédo palindrdémicos, hexaméricos. 0Os asteriscos
indicam os coddes de paragem da translacéo.

FIGS. 3A e 3B mostram um alinhamento das sequéncias de
aminodcidos das formas de realizacdo preferidas da
presente invencdo, a sequéncia da LACI nativa a partir
da gqual estas variantes foram derivadas (SEQ ID NO0O:32),
e outros dominios Kunitz conhecidos (SEQ ID NO:29 a 31

e 33 a 53). 0Os residuos de cisteina sdo realcados.

DESCRIGCAO DETALHADA DA INVENCAO
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A presente invencdo é baseada na descoberta de um grupo de
polipeptideos inibidores de calicreina (KI) que inibem a
calicreina plasmética com uma especificidade que permite a
sua utilizacdo em métodos melhorados de prevencdo ou
reducdo de isquemia como, por exemplo, perda de sangue
perioperatdéria e/ou uma resposta inflamatdria sistémica
(SIR) induzida pela calicreina especialmente, por exemplo,
em pacientes submetidos a procedimentos cirutrgicos e, em
particular, procedimentos cirurgicos envolvendo cirurgia
cardiotorédcica, por exemplo, bypass cardiopulmonar (CPB),
tal como um procedimento de bypass da artéria coronédria por
enxerto (CABG). Os KI podem ser usados especificamente
para, por exemplo, cirurgia cardiaca pediatrica,
transplante pulmonar, artoplastia total da anca e
transplante de figado, e para reduzir ou prevenir o AVC
perioperatdédrio durante o CABG, oxigenacdo por membrana
extracorporal (ECMO) e acidentes vasculares cerebrais (AVC)

durante esses procedimentos.

A cirurgia cardiotordcica é a cirurgia da &rea do peito,
normalmente do coracdo e pulmdes. As doencas tipicas
tratadas através de cirurgia cardiotorédcica incluem doenca
arterial coronédria, tumores e cancros do pulmdo, esdéfago e
da parede do peito, anormalidades dos vasos e valvulas do
coracdo, e defeitos congénitos envolvendo o peito ou o
coracdo. Quando a cirurgia cardiotordcica é utilizada para
o tratamento, incorre-se no risco de perda de sangue (por
exemplo, isquemia induzida pela cirurgia) e o aparecimento
de uma resposta inflamatdéria sistémica (SIR). A SIR
induzida por cirurgia pode resultar numa grave disfuncdo de

6rgdos (sindrome da resposta inflamatdéria sistémica; SIRS).

Polipeptideos titeis na presente invencdo
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Os polipeptideos KI Uteis na presente invencdo compreendem
polipeptideos de dominio Kunitz. Numa forma de realizacdo
da divulgacdo gque compreende a invencdo, estes dominios
Kunitz S&o formas variantes da estrutura em alca
compreendendo o dominio Kunitz 1 da proteina inibidora de
coagulacdo associada a lipoproteina humana (LACI). A LACI
contém trés estruturas internas, bem definidas, de peptideo
em alca que sdo paradigma dos dominios Kunitz (Girard, T.
et al., 1989. Nature, 338:518-520). Os trés dominios Kunitz
da LACI conferem a capacidade de ligar e inibir a
calicreina, embora ndo com afinidade excecional. Variantes
do dominio Kunitz 1 da LACI descritas na presente invencédo
foram rastreadas, isoladas e ligam-se a calicreina com
maior afinidade e especificidade (ver, por exemplo,
Patentes EUA N° 5,795,865 e 6,057,287, aqui incorporadas
por referéncia). Um exemplo de um polipeptideo preferido
Util na presente invencdo tem a sequéncia de aminoédcidos

definida pelos aminoacidos 3-60 da SEQ ID NO:2.

Cada polipeptideo 1Util na presente invencdo 1liga a
calicreina, e polipeptideos preferidos também s&o
inibidores da calicreina (KI), como determinado utilizando
ensaios ligacdo e de inibicdo da calicreina conhecidos na
técnica. A maior afinidade e especificidade ©para a
calicreina dos polipeptideos da variante de dominio Kunitz
aqui descrita fornece a base para a sua utilizacdo em
cirurgia cardiotorécica, por exemplo, CPB e em especial em
procedimentos cirurgicos CABG, para prevenir ou reduzir a
perda de sangue perioperatdria e/ou o aparecimento da SIR
em pacientes submetido a tais procedimentos. Os
polipeptideos KI usados na invencdo tém ou compreendem a
sequéncia de aminocdcidos de um polipeptideo da variante de

dominio Kunitz isolada originalmente por rastreio de
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bibliotecas de exibicdo de fagos devido a capacidade de se

ligar a calicreina.

Os polipeptideos KI uUteis nos métodos e composicdes da
presente divulgacdo compreendem um polipeptideo de dominio

Kunitz gque compreende a sequéncia de aminoéacidos:

X&a!ﬁ }m}.ﬁ ‘-m xms Xs&iﬁ:i{aﬁi} Xam Xaa2? Xaeld Nandd Xas

Xasd? Xan2§ Xoa29 Cys Xaadt Xaa32 Phe Xuadd Xasds Gly Gly Cys Xaad9
xma Kandl Xaad? Nand? Xaads Xuads Xaadh Xuad? Xaads Xaad? X
Xas52 Xas$3 Xaas4 Cys Xaas6 Xaas7 Xaa$8 (SEQ ID NO:Y)

"Xaa" refere-se a uma posicdo numa cadeia peptidica que
pode corresponder a qualgquer um de uma sSérie de diferentes
aminodcidos. Por exemplo, para os peptideos KI aqui
descritos, XaalO0 pode ser Asp ou Glu; Xaall pode ser Asp,
Gly, Ser, Val, Asn, Ile, Ala ou Thr; Xaal3 pode ser Pro,
Arg, His, Asn, Ser, Thr, Ala, Gly, Lys ou Gln; Xaal5 pode
ser Arg, Lys, Ala, Ser, Gly, Met, Asn ou Gln; Xaal6 pode
ser Ala, Gly, Ser, Asp ou Asn; Xaal’7 pode ser Ala, Asn,
Ser, Ile, Gly, Val, Gln ou Thr; Xaal8 pode ser His, Leu,
Gln ou Ala; Xaal9 pode ser Pro, Gln, Leu, Asn ou Ile; XaaZ2l
pode ser Trp, Phe, Tyr, His ou Ile; Xaa3l pode ser Glu,
Asp, Gln, Asn, Ser, Ala, Val, Leu, Ile ou Thr; Xaa32 pode
ser Glu, Gln, Asp Asn, Pro, Thr, Leu, Ser, Ala, Gly ou Val;
Xaa34 pode ser DE, Thr, Ser, Val, Ala, Asn, Gly ou Leu;
Xaa3b pode ser Tyr, Trp ou Phe; Xaa39 pode ser Glu, Gly,
Ala, Ser ou Asp. Os aminoacidos Xaa6b, Xaa”7, Xaa8, Xaa9,
Xaaz0, Xaa24, Xaaz2bd, Xaa26, Xaaz2l, Xaa28, Xaaz9, Xaadl,
Xaad?2, Xaadd, Xaado, Xaadl, Xaad8, Xaad9, Xaab0, Xaab2,

Xaab3 e Xaab4 podem ser qualquer aminoacido. Além disso,
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cada um dos quatro primeiros e dos trés Ultimos aminoé&cidos
da SEQ ID NO:1 podem opcionalmente estar presentes ou
ausentes e podem ser quaisquer aminodcidos quando

presentes.

Os peptideos definidos de acordo com a SEQ ID NO:1 formam
um conjunto de polipeptideos que se ligam a calicreina. Por
exemplo, um polipeptideo KI util nos métodos e composicdes
da presente divulgacdo tem as seguintes posicbes variédveis:
Xaall pode ser Asp, Gly, Ser ou Val; Xaal3 pode ser Pro,
Arg, His ou Asn; Xaalb pode ser Arg ou Lys; Xaal6 pode ser
Ala ou Gly; Xaal7 pode ser Ala, Asn, Ser ou Ile; Xaal8 pode
ser His, Leu ou Gln; Xaal9 pode ser Pro, Gln ou Leu; Xaa2l
pode ser Trp ou Phe; Xaa3l é Glu; Xaa32 pode ser Glu ou
Gln; Xaa34 pode ser Ile, Thr ou Ser; Xaa35 é Tyr; e Xaa39
pode ser Glu, Gly ou Ala.

Uma forma de realizacdo mais especifica da reivindicacéo
divulgada ¢é definida ©pelos seguintes amino&cidos nas
posicdes variédveis: XaalO é Asp; Xaall é Asp; Xaal3 pode
ser Pro ou Arg; Xaal5 é Arg; Xaal6b pode ser Ala ou Gly;
Xaal7 é Ala; Xaal8 é His; Xaal9 é Pro; Xaa2l é Trp; Xaa3l é
Glu; Xaa32 é Glu; Xaa34 pode ser Ile ou Ser; Xaa35 & Tyr; e
Xaa39 é Gly.

Também abrangidos dentro do ambito da divulgacdo sé&o
peptideos que compreendem partes dos polipeptideos aqui
descritos. Por exemplo, os polipeptideos podem compreender
dominios de ligacdo para os epitopos especificos da
calicreina. Tais fragmentos dos polipeptideos aqui

descritos também serdo englobados.
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Os polipeptideos KI Uteis nos métodos e composicdes aqui
descritos compreendem um dominio Kunitz. Um subconjunto das
sequéncias abrangidas pela SEQ ID NO:1 ¢é descrito pela
seguinte sequéncia (onde ndo é indicado, "Xaa" refere-se ao

mesmo conjunto de amino &acidos que sdo permitidos para a

SEQ ID NO:1):

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Xaal0 Xuail Gly Xaal3 Oy Xam Xes18
Kaal? Xanl8 Xaal9 Arg Xaall Fhe Phe Asn Ue Phe Thr Arg Gln Cys Xaa31
Maa32 Phe Xzad4 Naad§ Gly Gly Cys Xuad9 Gy Asn Gla Asn Arg Phe Glu Ser Leu
Gl Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEQ ID NO33).

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys AlaAsp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala His Pro
Arg ’If“m Phe Phe Asn Te Phe Thr Arg Gin f:ys Glu Glu Phe T Twt {‘i}y f}ly Cys Oln
Gy Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
{amim avids 360 a0f SE{.} N0 2},

Gly &iy A@ iiia m Pim Bln S&‘ Lﬁu Gin ﬁiu f:yﬁ Lys Ly@ ﬁm E}m “I’hr&zg
.&@ s‘jSEQ D NOE),

‘et Hlis Sex Phie Cys Ala Phe Lys Aln Asp Asp Gly His Cys Lys Als Asn His Gin
Axg Phe Phe Phie Asy Be Phe Thr Axfg Gin {fys Gin Gle Phe The 'I‘yr Giy ﬁiy Cs'&
Gl\s Gily Asn Gin Asn Arg Phe Gl Ser Len :.,,m Glu. Cys Lys Lys? ’%*Seﬁ C _{ A The Arg
Asp (BEQID NGS),

‘Mt His Ser Fhe Oys Als Phe Lys Als Asp Agp Gly His Oys Lys Ala Asn His Gln
ArgPhe Phe Phe Asn He Phe Thr Arg Gl Ovs Glu Gl Phe Thr Ty Siv Gly Cys
Ala Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Let Gl Glu Cys Lys Lys Met Cys The Arg
Asp (SEQIDNO:6),

Miet His Ser Phs Cys Als Phe Lys Ale Asp Asp Gly His Cys Lys Ala Ser Leu Pro
Asg Phe Phe Phe Aso Tl Phe Thr Arg Gln Cys Gl Gl Phe Ie Tyr Gy Gly Oys Gly
(BBQ I NOT),
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Mot His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Als Asp Asp Gly His Cys Lys Als Asn His Gin.
&g Phe Phie Phe Asn Tis Phe Thr Arg Gln Cys Glu Gl Phe & Tyr Gly Gly Oys.
Gly Gy Asn Gl Asn Arg Phe Gl Ser Len Gl Gl Cys Lys Lys Met Cys The Arg
Asp (5EQ IDNOE),

Bt His Ser Phe Cys Als Phe Lys Als Asp Aggx Gty His Cys Lys Gy Als His Lm
Azg Phe Phe Phe Asn lie Phe Thr Arg Glo Cys Gl Glu Phe fle Tyr Gly Gly ©
{313* Asn Gln dsn &tg Phe (i Ser Laesu Ot G}a 3 B &ys Mat C}is The A 3] Asp

(SEQ D NO),

Me}t Hm Sex F‘h& Cye Al F’hs Iys &2& Asp Asp Gly ﬁ@g Cy& Lys ﬁ}y Ma Hxs Len
mg?h& Fh& ?he Asn ,ﬁﬁ P&a The. .&rg Gin C:ys Gl Gh; Fhe fe Ty: Giy t‘iiy ﬁ}m Giu

m?; ’ﬁ@ Pi'm Phe éﬁnv e “E“.h;; m Are ﬁh@ N ;fi_‘iss ?Ghz. e -5@1“ I}y th {3@ C}?&
Gly Gly Asn Gln Ao Arg Fhe Glu Ser Loy (i Glu Cys Lys Lys Met Oy The fug
Asp (SEQ ID NGO,

ey }ﬁsﬁerﬁhe&‘y*s Ala Phe Lys Ala Aﬁpﬁ@i}i}rm Ovs Arg Aln Aln Fls Pro
Arg ‘.I\:g:; Phe Fhe Asn He Phe The A:‘g Gl Oys Gla GX&?&BS@T}&@&*E&&M
ﬁiyﬁi’?mixm As &rg?iw ﬁﬁs Ser iwﬁiuﬁiu Sys Lys Lysbiei Cys Thr Arg
Asp (SBQ IDNO2),

Mt Fis Ser Phe Oys Al Phe Lys Ats Asp Val Gly Arg Cyi Arg Gly Ala Hiis Pro
Asg Trp Phie Phe Asa Tle Phe Thr Arg Ol Cys Gl Gla Phe Sex Tyr Gly Gly Oy
Gly Gly sn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Lou Gha Ghe Cys Lys Lys Mot Cys Thr Arg
Asp {8 v_ﬁﬁ D NO 13}1

Met His Sex Phe Cys Ala Phe Lys Ale Asp Val Gly Arg Cys Arg Gly Ala GlnPro
At Phe Phie Phis Asa Tie Phe The Arg Gln Cys Gl Gl Phe Ser Tyx Gly Gly Cys
Gly Gly Asn Gin Asn Arg Phie Gl Ser Len Gl Gha Cys Lys Lys Met Cys The Arg.
Asp (SEQ IDNOW4),




18

Met His Ser Phe Cys Al Pie Lys Ala Asp Asp Gly Ser Oys Arg Ala Ala His Lew
Arg Trp Phe Phe Asc Ue Phe Th Arg Gin Cys Ghu Gl Phie S Tyr Gly Gly Oys
m}s Gy Am Gln Asd Arg Phe Gln Ser Lew Glu Gln Cys Lys iﬁ,}*s Met Cys The A:g
Asp (SEQ ID NO:1S),

Mat Hm sm- Phe E}’S Ma Pha Lys m mu m}r &b wm zfrys m,g Mm m :ﬁas G‘m
Arg'ﬁfm Fhe Phe Asn Il P‘hﬁ: The fs';j:“fia Gys‘ t Oy Oy Cw

Met His Ser Phe Cys Als Phe Lys Als Mga Asp Gly Pro Cys Arg Gly Aia‘fim Len
Arg Phe '?h@ ‘Ph%s &S@ He i“hﬁ: Thr ﬁxg Glm i“:fvx 1‘33&1 Gla Phe Ser Ty yr i}w Gly

:p‘

: Mﬁ {SEEE 1’0 N ?}

Met His Siv Phis Cys Als Phe Lys Alz Asp Asp Gly mseygmﬁiy AliLeuPre
Arg Tep Fhe Phe Asn He Phe Thr Axg Gl Ove Glo Glu Phe Ser T G W
Gly Gly Am Gin Asn Arg Phe Glu Ser Low Giu Glv Cys Lgs L}m Mat E;‘ys Tor Arg
Asp (SEQIDNO:S),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Sex Giy Asn Cys Arg Gly Asn Leu Pro
Arg Phe Fhe Phe Asn Ile Phe The Arg Gl Cys Gl Giu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys.
Gy Gly Aw Gl Asa Arg Phs Gl Ser Lou Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys The Arg

Mat His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Als &.sp Ser Gly Arg Cyx Arg Gly Asn His Gln
Mg_ Phe Phe Phie A le Phe The Arg Gmt‘im G%u Gits Phe Ser Tyr Giyazy Cys.
Gly Gly AmGln Ass Arg Fhe Glu Ser Leu Gle Glu Cys bys Ly Mt O T Avg
Asp ¢ S‘EQ QD HOR0),

Mest }ﬁs Sgr Phc E‘.ﬁyg Als Y&m Lys ﬁ&& Asg.i (}ly Q}iy .&rg {I}s &rg Aia ‘i!e Gin Pro
ApgDrpPhePhe Asnlls Phe Thr Sg Gln Cs Glu Glu Phe S T e
Gl}'f}iy Asm Gin Asn m‘g E‘h&: Gin Ser Leu Glu Gla Cys Lys Lys Met ﬁ:m Th ﬁx‘g
Asp (SEQID NO21),
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Met His :sﬁ Phe Cys Ala Phe Lys Al Asp Asg: Gwita.rg i‘_?‘ys ArgGly mams Pm

Arg Txp ?&m Phe ;&m e '?hﬁ_’i‘hr ﬁu‘g Ol Kf}*s {}m Glu ] Phe Q& v 31

Cly Gly Aen Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glv Blu Cys Lys Ly M&: Cya T
usp (SEQ I MO

As FIGS. 3A e 3B fornecem um alinhamento de sequéncias de
aminodcidos destas sequéncias, a sequéncia da LACI nativa a
partir da qual estas variantes foram derivadas (SEQ 1ID
NO:32), e outros dominios Kunitz conhecidos (SEQ ID NO:29-
31 e 33-53).

Os polipeptideos KI Uteis nos métodos e composicdes agqui
descritos podem ser feitos sinteticamente utilizando
qualgquer protocolo e equipamento convencional de sintese de
polipeptideos. Por exemplo, a sintese gradual de um
polipeptideo KI aqui descrita pode ser realizada através da
remocdo de um grupo protetor terminal amino (N) de um
aminodcido inicial (isto é, terminal carboxilico), e o seu
acoplamento com a extremidade carboxilico do aminoéacido
seguinte na sequéncia do polipeptideo. Este aminoédcido é
também adequadamente protegido. O grupo carboxilico do
préximo aminodcido pode ser ativado para reagir com o N-
terminal do aminodcido ligado pela formacdo num grupo
reativo, tal como a formacdo numa carbodiimida, um anidrido
de &acido simétrico, ou um grupo "éster ativo" tal como os
ésteres hidroxibenzotriazole ou pentafluorofenilo. Os
métodos preferidos de sintese de peptideos em fase sdlida
incluem o método BOC, que utiliza tert-butiloxicarbonilo
como grupo de protecdo de o-amino, e o método de FMOC, que
utiliza 9-fluorenilmetiloxicarbonilo para proteger o o-
amino dos residuos de aminoacidos. Ambos os métodos sdo bem
conhecidos dos peritos na técnica (Stewart, J. and Young,

J., Solid-Phase Peptide Synthesis (W.H. Freeman Co.; Sé&o
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Francisco 1989); Merrifield, J., 1963. Am. Chem. Soc.,
85:2149-2154; Bodanszky, M. e Bodanszky, A., The Practice
of Peptide Synthesis (Springer-Verlag, Nova Iorque 1984).
Se desejado, aminodcidos adicionais com terminais amino
e/ou carboxilico podem ser concebidos para a sequéncia de
aminoacidos e adicionados durante a sintese do

polipeptideo.

Como alternativa, os polipeptideos de dominio Kunitz e
polipeptideos KI UGteis nas composicdes e métodos da
divulgacdo compreendendo a presente invencdo podem ser
produzido por métodos recombinantes utilizando um qualquer
de um numero de células e correspondentes vetores de
expressdo, incluindo mas ndo limitados a vetores de
expressdo bacterianos, vetores de expressdo de levedura,
vetores de expressdo de baculovirus, vetores de expressdo
virais de mamifero, e semelhantes. 0Os polipeptideos de
dominio Kunitz e polipeptideos KI 1uteis nas composicdes e
métodos da divulgacdo compreendendo a presente invencéo
também podem ser produzidos transgenicamente usando
moléculas de &cido nucleico compreendendo uma sequéncia
codificante de um dominio Kunitz ou um polipeptideo KI aqui
descrito, em que a molécula de &cido nucleico pode ser
integrada e expressa a partir do genoma de um animal
hospedeiro utilizando métodos transgénicos disponiveis na
técnica. Em alguns casos, pode ser necessidrio ou vantajoso
fundir a sequéncia codificante para um polipeptideo de
dominio Kunitz ou um polipeptideo KI compreendendo o
dominio Kunitz noutra sequéncia codificante num vetor de
expressdo para formar um polipeptideo de fusdo que seja
facilmente expresso numa célula hospedeira. De preferéncia,
a célula hospedeira que expressa tal polipeptideo de fusédo

também processa o polipeptideo de fusdo para produzir um
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dominio Kunitz ou ©polipeptideo KI Gtil na ©presente
invencdo, gque contém apenas a sequéncia de aminoacidos
desejada. Obviamente, se qualquer outro (ou outros)
aminocdcido permanece ligado ao dominio Kunitz ou KI
polipeptideo expresso, tal aminodcido (ou aminoéacidos)
adicional né&do deve diminuir a atividade de 1ligacdo da
calicreina e/ou atividade inibitdéria da calicreina do
dominio Kunitz ou polipeptideo KI de modo a impedir a
utilizacdo do polipeptideo nos métodos ou composicdes da

divulgacdo compreendendo a presente invencéio.

Um sistema de expressdo recombinante preferido para a
producédo de polipeptideos KI uteis nos métodos e
composicdes aqui descritos é um vetor de expressdo de
levedura gque permite que uma sequéncia de acido nucleico
que codifica a sequéncia de aminodcidos de um polipeptideo
KI ou polipeptideo de dominio Kunitz seja ligada na mesma
grelha de leitura com uma sequéncia de nucledbdtidos que
codifica a sequéncia do peptideo 1lider prepro mata de
Saccharomyces cerevisiae, gque por sua vez estd sob o
controlo de um promotor de levedura operacional. 0
plasmideo de expressdo recombinante de levedura resultante
pode entdo ser transformado através de métodos padrédo e
introduzido dentro de células hospedeiras de levedura
apropriadas e compativeis, as quais sdo capazes de
expressar a proteina recombinante a partir do vetor de
expressdo recombinante de levedura. De preferéncia, uma
célula hospedeira de levedura transformada com um tal vetor
de expressdo recombinante também é capaz de processar a
proteina de fusdo para fornecer um polipeptideo KI ativo
atil nos métodos e composicdes da divulgacéo que
compreendem a presente invencdo. Uma levedura hospedeira

preferida para a producdo recombinante de polipeptideos de
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dominio Kunitz e ©polipeptideos KI compreendendo tais

dominios Kunitz é a Pichia pastoris.

Como mencionado acima, os polipeptideos KI que sdo uteis
nos métodos e composicdes aqui descritos podem compreender
um polipeptideo de dominio Kunitz aqui descrito. Alguns
polipeptideos KI podem compreender uma sequéncia
flanqueadora adicional, de preferéncia de um a seis
aminodcidos de comprimento, na extremidade do terminal
amino e/ou carboxilico, desde que estes aminoacidos
adicionais nédo diminuam significativamente a afinidade de
ligacdo da calicreina ou a atividade inibitdéria da
calicreina, de modo a impedir qualgquer utilizacdo nos
métodos e composicdes aqui descritos. Tais aminoécidos
adicionais podem ser deliberadamente adicionados ©para
expressar um polipeptideo KI numa célula hospedeira
recombinante em particular ou podem ser adicionados para
fornecer uma funcdo adicional, por exemplo, para fornecer
um péptido que ligue o polipeptideo KI a outra molécula ou
para fornecer uma regido de afinidade que facilita a
purificacdo do polipeptideo. De preferéncia, o aminoacido
(ou aminoédcidos) adicional ndo inclui a cisteina, o que
poderia interferir com as pontes de dissulfeto do dominio

Kunitz.

Um exemplo de um polipeptideo de dominio Kunitz preferido
util nos métodos e nas composicdes da invencdo tem a
sequéncia de aminodcidos dos residuos 3-60 da SEQ ID NO:2.
Quando expressos e processados num sistema de expressdo de
proteina de fusdo de levedura (por exemplo, com base na
integracdo do plasmideo de expressdo pHIL-D2), tal
polipeptideo de dominio Kunitz retém um terminal amino

adicional de dipeptideo Glu-Ala resultante da fusdo com a
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sequéncia do peptideo lider prepro mata de S. cerevisiae.
Quando segregado da célula hospedeira de levedura, a maior
parte do peptideo lider é processado a partir da proteina
de fusdo para se obter um polipeptideo KI funcional (aqui
referido como "PEP-1") possuindo a sequéncia de aminoé&cidos

da SEQ ID NO:2 (ver regido do retdngulo na FIG. 2).

Os polipeptideos KI particularmente preferidos 1Uteis nos
métodos e composicdes aqui descritos tém uma afinidade de
ligacdo para a calicreina que é da ordem de 1000 vezes
maior do que a de aprotinina, que estd atualmente aprovada
para o uso em procedimentos CABG para reduzir a perda de
sangue. As afinidades de 1ligacdo de polipeptideos KI
surpreendentemente elevadas como aqui descritas indicam que
tais polipeptideos KI apresentam um alto grau de
especificidade para a calicreina, com exclusdo de outros
alvos moleculares (ver Tabela 1, abaixo). Assim, a
utilizacdo de tais polipeptideos de acordo com a presente
invencdo reduz em grande parte a especulacdo sobre os
possiveis alvos terapéuticos num paciente. O menor grau de
especificidade exibida, por exemplo, pela aprotinina, leva
a possiveis efeitos secundédrios pleiotrdépicos e ambiguidade

quanto ao seu mecanismo terapéutico.

Os polipeptideos definidos, por exemplo, pela SEQ ID NO:1
contém posicdes que ndo podem apresentar variantes, por
exemplo, as posicdes 5, 14, 30, 51 e 55 podem ser apenas
Cys. Outras posicgdes como, por exemplo, as posicdes 6, 7,
8, 9, 20, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 41, 42, 44, 4¢, 47, 48,
49, 50, 52, 53 e 54 podem ser qgualgquer aminodcido
(incluindo aminoacidos de ocorréncia ndo natural). Numa
forma de realizacdo particularmente preferida, um ou mais

aminodcidos correspondem a uma sequéncia nativa (por
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exemplo, SEQ ID NO:32, ver FIG. 3). Numa forma de
realizacdo preferida, pelo menos uma posicdo varidvel ¢é
diferente da apresentada na sequéncia nativa. Numa outra
forma de realizacdo preferida, os aminocdcidos podem ser
individualmente ou coletivamente substituidos por uma
substituicéao conservativa ou nao conservativa de
aminodcidos. As substituicgdes conservativas de aminoéacidos
substituem um aminodcido com outro aminocdcido de estrutura
quimica semelhante e podem ndo ter nenhum efeito sobre a
funcdo da proteina. As substituicdes ndo conservativas de
aminodcidos substituem um aminodcido com outro aminoécido
de estrutura quimica diferente. Exemplos de substituicdes
conservativas de aminoadcidos incluem, por exemplo, Asn-
>Asp, Arg->Lys e Ser->Thr. Numa forma de realizacéo
preferida, 1, 2, 3, 4, 5, o, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14,
15, 16, 17, 18, 19, 20 e/ou 21 destes aminoacidos podem ser
independentemente ou coletivamente, em qualquer combinacéio,
selecionados para corresponder a posicdo correspondente da

SEQ ID NO:2.

Outras posicdes, por exemplo, as posicdes 10, 11, 13, 15,
le, 17, 18, 19, 21, 22, 23, 31, 32, 34, 35, 39, 40, 43 e
45, podem ser qualquer um dos aminodcidos selecionados.
Assim, a SEQ ID NO:1 define um conjunto de sequéncias
possiveis. Cada membro deste conjunto contém, por exemplo,
uma cisteina nas posicdes 5, 14, 30, 51 e 55, e qualquer um
de um conjunto especifico de aminodcidos nas posicgdes 10,
11, 13, 15, 1e, 17, 18, 19, 21, 22, 23, 31, 32, 34, 35, 39,
40, 43 e 45. Numa forma de realizacdo preferida, 1, 2, 3,
4, 5, ¢, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 e/ou
19 destes aminodcidos podem ser independentemente ou
coletivamente, em qualgquer combinacdo, selecionados para

corresponder a posicdo correspondente da SEQ ID NO:2. O
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peptideo tem de preferéncia pelo menos 80%, pelo menos 85%,
pelo menos 90% ou pelo menos 95% de identidade com a SEQ ID

NO:2.

Métodos e composicdes

A presente invencdo ¢é também dirigida para prevenir ou
reduzir a perda de sangue perioperatdria de isquemia e a
resposta inflamatéria. E preferido na invencdo a prevencao
ou reducdo da perda de sangue perioperatdria e/ou uma
resposta inflamatéria sistémica (SIR) num paciente,
especialmente associados com a cirurgia cardiotorécica. Um
tratamento envolve a administracdo de um polipeptideo KI
compreendendo um dominio Kunitz. Uma forma de realizacdo do
método envolve a utilizacdo de um péptido contendo uma
sequéncia de aminocdcidos de SEQ ID NO:1 gque tem uma
afinidade para a calicreina que ¢é aproximadamente 1000
vezes ou mais superior ao de uma serina protéase de largo
espetro, por exemplo, a aprotinina, gque é isolada do pulméo
bovino e atualmente aprovada para uso em procedimentos CABG
(TRASYLOL®, Bayer Corporation Pharmaceutical Division, West

Haven, Connecticut).

Os pacientes submetidos a gqualquer um de uma série de
procedimentos cirurgicos, especialmente os que envolvem a
circulacéo extracorporal, por exemplo, cirurgia
cardiotoréacica como, por exemplo, CPB e/ou trauma 6bsseo,
como a separacdo do esterno ou artoplastia da anca, estédo
em risco de perda de sangue perioperatdria e inflamacdo. O
contato do sangue de um paciente com as superficies de
corte do o0sso ou equipamento de CPB ¢é suficiente para
ativar uma ou varias respostas indesejaveis em cascata,

incluindo um sistema de ativacdo de contacto (CAS), que
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pode conduzir a uma perda de sangue perioperatdria
considerédvel, o que requer transfusdo de sangue imediata,
bem como uma resposta inflamatdéria sistémica (SIR), que,
por sua vez, pode resultar em danos permanentes nos tecidos
e O6rgdos. Embora ndo desejando ser limitado a qualquer
mecanismo ou teoria particular, parece que a perda de
sangue que ocorre associada com cirurgia cardiotoréacica,
por exemplo, CPB, como num procedimento CABRG, provavelmente
resulta num consideréadvel extravasamento capilar, que pode
resultar em perda significativa de sangue que deve ser

substituido por transfusdo de sangue imediata.

Os métodos aqui descritos sdo Uteis para prevenir ou
reduzir isquemias diversas incluindo, por exemplo, perda de
sangue perioperatdria e SIR num paciente submetido a um
procedimento cirargico, e especialmente em que 0
procedimento cirurgico requer a circulacdo extracorporal,
por exemplo, cirurgia cardiotoréacica, tal como, por
exemplo, o CPB. 0Os métodos descritos na presente invencéo
sdo particularmente Uteis para a prevencdo ou reducdo da
perda de sangue perioperatdéria e/ou SIR num paciente
submetido a um procedimento CABG gue necessita de CPB, ou

outras cirurgias cardiaca.

As composicgdes preferidas para utilizacéo médica
compreendem um polipeptideo KI descrito na ©presente
invencdo. Tais composicdes Uteis podem ainda compreender um
ou mais tampdes, adjuvantes e excipientes farmaceuticamente
aceitaveis, que podem proporcionar uma caracteristica
desejéavel para a composicdo incluindo, mas ndo se limitando
a, melhorar a administracdo da composicdo a um paciente,
melhorar a semivida de circulacdo do polipeptideo KI da

composicdo, melhorar a compatibilidade da composicdo com a
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quimica do sangue do paciente, melhorar o armazenamento da
composicdo, e/ou melhorar a eficédcia da composicdo apds a
administracdo a um paciente. Além de um polipeptideo KI
aqui descrito, as composicdes podem ainda compreender um ou
mais de outros compostos farmaceuticamente ativos que
proporcionam um beneficio profildtico ou terapéutico
adicional a um paciente de um procedimento cirtrgico

invasivo.

As composicdes Uteis nos métodos da presente invencédo
compreendem qualgquer um dos polipeptideos de dominio Kunitz
ou polipeptideos KI compreendendo tais polipeptideos de
dominio Kunitz aqui descritos. Particularmente preferidos
sdo polipeptideos KI compreendendo um polipeptideo de
dominio Kunitz possuindo uma sequéncia de 58 aminoéacidos
dos aminoacidos 3-60 da SEQ ID NO:2. Um exemplo de um
polipeptideo KI particularmente preferido Util nos métodos
e composicdes aqui descritos é o polipeptideo PEP-1 KI com
a sequéncia de 60 aminocadcidos da SEQ ID NO:2. A sequéncia
de nucledtidos que codifica a sequéncia de aminodcidos da
SEQ ID NO:2 ¢é fornecida na SEQ ID NO:3 (ver, por exemplo,
nuclebdétidos 309-488 na FIG. 2). Entende-se gque com base no
cdédigo genético conhecido, a presente invencdo também
fornece formas degeneradas da sequéncia de nucledbdtidos da
SEQ ID NO:3 simplesmente substituindo um ou mais dos coddes
degenerados conhecidos para cada um dos aminoécidos
codificada pela sequéncia de nucledtidos. Os nucledbtidos 7-
180 da SEQ ID NO:3, e formas degeneradas da mesma,
codificam o polipeptideo de dominio Kunitz que ocorre de
forma n&do natural com a sequéncia de 58 aminocdcidos dos

aminoacidos 3-60 da SEQ ID NO:2.



28

Qualguer de uma variedade de moléculas de &cido nucleico
pode compreender a sequéncia de nucledbdtidos 7-180
nucledétidos da SEQ ID NO:3, formas degeneradas e regides
destas, incluindo mas n&o limitado a, genomas recombinantes
de fago, vetores virais recombinantes de mamifero, vetores
virais recombinantes de inseto, mini-cromossomas de
levedura e varios plasmideos. Tais plasmideos incluem
aqueles usados para clonar e/ou expressar tails sequéncias
codificantes de nucledtidos. 0Os vetores de expresséo
fornecem um promotor, que pode ser operacionalmente ligado
a uma sequéncia nucleotidica em particular, e uma célula
hospedeira apropriada gque ¢é capaz de transcrever a
sequéncia codificante de nucledétidos especifica num RNA
mensageiro (mRNA) funcional e também traduzir o mRNA no
polipeptideo correspondente. Um polipeptideo assim
produzido pode entdo ser isolado a partir da célula
hospedeira. As moléculas de &cido nucleico compreendendo
uma sequéncia de 4acidos nucleicos que codifica um dominio
Kunitz ou um polipeptideo KI aqui descrito podem ser feitas
através de métodos padrdo de sintese de &cido nucleico,
metodologias de DNA recombinante, métodos de reacdo em
cadeia da polimerase (PCR), e qualgquer combinacdo dos

mesmos.

Perda de sangue perioperatdria e reducdo do fluxo sanguineo

do coracdo

Devido aos muitos avancos na medicina, uma série de
procedimentos cirurgicos altamente invasivos sédo realizados
diariamente que resultam em perda de sangue, ou colocam oOS
pacientes em alto risco de perda de sangue. Tais pacientes
devem ser cuidadosamente monitorizados para restaurar e

manter o fornecimento normal de sangue e a hemostasia,
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podendo o0s pacientes precisar de transfusdes de sangue. 0Os
procedimentos cirtrgicos que envolvem a perda de sangue
incluem aqueles que envolvem métodos de circulacéo
extracorporal, como a cirurgia cardiotorédcica, por exemplo,
o CPB. Em tais métodos, o coracido de um paciente & parado e
a circulacdo, oxigenacdo, e manutencdo do volume do sangue
sdo realizadas artificialmente usando um circuito
extracorporal e um oxigenador de membrana sintética. Estas
técnicas sdo normalmente usadas durante a cirurgia
cardiaca. Além disso, ¢é evidente que a cirurgia envolvendo
trauma extenso de o0sso, como a divisdo do esterno
necessaria em CABG ou procedimentos de substituicdo da
anca, também estéd associada com a ativacdo do CAS, que pode
resultar numa variedade de ©perturbacdes no sangue e

vasculatura.

A doenca arterial coronédria (DAC) aterosclerdtica causa um
estreitamento do lumen de uma ou varias das artérias
corondrias; isso limita o fluxo de sangue para o miocéardio
(isto é, o musculo do coracdo) e pode causar angina,
insuficiéncia cardiaca e enfarte do miocardio. Na fase
final da aterosclerose da artéria corondria, a circulacédo
corondria pode ser qguase completamente oclusa, causando
angina ou insuficiéncia cardiaca com risco de vida, com uma
mortalidade muito alta. 0Os procedimentos de CABG podem ser
necessarios para transpor o vaso sanguineo ocluso e
restaurar sangue para O coracdo; estes podem potencialmente
salvar vidas. Os procedimentos CABG estdo entre as
cirurgias mais invasivas em gue uma ou mais veias ou
artérias sauddveis sdo implantadas para fornecer um
"bypass" em torno da &rea obstruida do vaso doente. Os
procedimentos CABG apresentam um risco perioperatdrio

pequeno mas importante, mas sdo muito bem-sucedidos em
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fornecer aos pacientes um alivio imediato da mortalidade e
morbilidade da doenca cardiovascular aterosclerdtica.
Apesar destes resultados muito encorajadores, a repeticédo
dos procedimentos de CABG é frequentemente necessaria, como
indicado por um claro aumento do numero de pacientes que
eventualmente sdo submetidos a um segundo e mesmo terceiro
procedimento; a mortalidade e morbidade perioperatdria
observadas nos procedimentos de CABG primarios aumentam nos

procedimentos seguintes de repeticéo.

Tém havido melhorias nas técnicas cirurgicas minimamente
invasivas para DAC simples. No entanto, gquase todos os
procedimentos de CABG realizados para a doenca cardiaca
valvular e/ou congénita, transplante cardiaco, e grandes
procedimentos adrticos, ainda sdo realizadas em pacientes
apoiados por CPB. No CPB, cadnulas grandes s&do inseridas nos
vasos maiores de um paciente para permitir o bombeamento
mecénico e oxigenacdo do sangue usando um oxigenador de
membrana. O sangue ¢ devolvido ao paciente sem fluir

através dos pulmbdes, devido a hipoperfusido pulmonar durante

[ON

o procedimento. O coracéo parado usando uma solucédo

[ON

cardioplégica, o ©paciente arrefecido para ajudar a
prevenir danos cerebrais, e o volume de circulacéo
periférica aumentada por um circuito extracorporal, ou
seja, o circuito CPB, o que requer "priming" com o sangue
do dador e misturas de solucdo fisioldbgica sé&do utilizados
para preencher o circuito extracorporal. O CPB tem sido
amplamente utilizado numa variedade de procedimentos
realizados durante gquase meio século com resultados de
sucesso. A interacdo entre as superficies artificiais,
células sanguineas, proteinas do sangue, endotélio vascular

danificado, e tecidos extravasculares, tal como o &sseo,

perturba a hemostasia e frequentemente ativa o CAS, que,
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como mencionado acima, pode resultar numa variedade de
perturbacdes no sangue e vasculatura. Essas perturbacdes
levam ao excesso de sangramento intraoperatdrio, o que
requer, entédo, transfuséo de sangue imediata. Uma
consequéncia da circulacdo do sangue total através de um
circuito extracorporal em CPB pode também incluir a
resposta inflamatdéria sistémica (SIR), gque ¢é iniciada por
ativacdo de contacto de sistemas de <coagulacdo e de
complemento. De facto, grande parte da morbidade e
mortalidade associadas a procedimentos cirtrgicos de CPB
aparentemente mecanicamente bem-sucedidos é o resultado dos
efeitos da ativacdo da coagulacdo, fibrindélise ou sistemas
de complemento. Esta ativacdo pode danificar o sistema
pulmonar, levando a sindrome de dificuldade respiratdria no
adulto (ARDS) , insuficiéncia renal e da circulacéo
espléncnica e inducdo de uma coagulopatia geral levando a
perda de sangue e a necessidade de transfusdes. Além dos
perigos da perda de sangue perioperatdria, patologias
adicionais associadas com SIR incluem défice
neurocognitivos, acidente vascular cerebral, insuficiéncia
renal, enfarte agudo do miocdrdio e danos no tecido

cardiaco.

As transfus®es de sangue também apresentam um risco
significativo de infecdo e elevam o custo de CABG ou outros
processos semelhantes gque exigem CPB. Na auséncia de
qualquer intervencédo farmacoldgica, trés a sete unidades de
sangue devem ser normalmente gastas num paciente, mesmo com
excelentes técnicas cirlrgicas. Por conseguinte, existe um
incentivo considerdvel para o desenvolvimento de novos e
melhorados compostos farmacologicamente eficazes para
reduzir ou prevenir o sangramento perioperatdrio e SIR em

pacientes submetidos a procedimentos de CPB e CABG.
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Consideracdes sobre a Administracdo e Dosagem de

polipeptideos KI

Os polipeptideos KI aqui descritos podem ser administrados
a um paciente antes, durante e/ou apds um procedimento
cirtrgico numa composicdo farmaceuticamente aceitdvel. O
termo composicdo "farmaceuticamente aceitédvel" refere-se a
um adjuvante nédo téxico ou um excipiente que pode ser
administrado a um paciente, em conjunto com um composto da
presente invencdo, e em que o adjuvante ou excipiente né&o
destréi a atividade bioldégica ou farmacoldgica da
composicdo. Os polipeptideos KI aqui descritos podem ser
administrados localmente ou sistemicamente por qualqguer
meio adequado para a entrega de uma quantidade dos
polipeptideos KI inibidores de calicreina a um paciente,
incluindo mas ndo se limitando a administracdes sistémicas,
tais como, por exemplo, por via intravenosa e inalacdo. A
administracdo por via parentérica é particularmente

preferida.

Para administracdo por via parentérica, os polipeptideos
podem ser injetadas por via intravenosa, intramuscular,
intraperitoneal, ou subcutdnea. A administracdo por via
intravenosa é preferida. Tipicamente, as composicdes para
administracdo por via intravenosa sdo solucgcdes em tampédo
aquoso isoténico estéril. Outros adjuvantes
farmaceuticamente aceitéaveis incluem, mas néao estdo
limitados a, é&gua estéril, solucdo fisioldgica, e solucédo
salina tamponada (incluindo tampdes como o fosfato ou o
acetato), dlcool, 6leos vegetais, polietilenoglicdis,
gelatina, lactose, amilose, estearato de magnésio, talco,
dcido silicico, parafina, etc. Se necessdrio, a composicédo

também pode incluir um agente solubilizante e um anestésico
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local como a lidocaina para aliviar a dor no local da
injecéo, conservantes, estabilizantes, molhantes,
emulsionantes, sais, lubrificantes, etc., desde que estes
ndo reagem deleteriamente com o0s compostos ativos. De modo
semelhante, a composicdo pode compreender excipientes
convencionais, por exemplo, substancias adjuvantes
orgadnicas ou 1norganicas farmaceuticamente aceitéveis
adequadas para aplicacéo parentérica, entérica ou
intranasal que ndo reagem deleteriamente com oS compostos
ativos. Geralmente, os ingredientes serdo fornecidos, quer
separadamente, ou misturados em conjunto na forma de dose
unitédria, por exemplo, como um pd liofilizado seco ou um
concentrado isento de &gua num recipiente hermeticamente
selado tal como uma ampola ou saqueta com indicacdo da
quantidade de agente ativo em unidades de atividade. Quando
a composicdo é para ser administrada por infusédo, pode ser
dispensada com um frasco para infusdo contendo "&gua para
injecéao" estéril de grau farmacéutico ou solucgéo
fisioldgica. Quando a composicdo ¢é para ser administrada
por infusdo, uma ampola de &gua estéril ou solucédo
fisioldgica para injecdo pode ser fornecida de modo que os

ingredientes possam ser misturados antes da administracéo.

De preferéncia, os métodos descritos na presente invencéo
compreendem a administracdo de um polipeptideo KI a um
paciente como uma perfusdo intravenosa de acordo com
qualguer procedimento aprovado. Assim, um polipeptideo KI
aqui descrito pode ser administrado a um paciente submetido
a um procedimento CABG nos momentos semelhantes aos
atualmente utilizados em protocolos aprovados para
administrar aprotinina e numa quantidade necesséria para
fornecer um ©paciente com um numero ou concentracdo

necessario de unidades inibitdérias de calicreina (KIU). De
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acordo com a invencdo, um polipeptideo KI aqui descrito
pode também ser administrado a um paciente no periodo pdbs-
operatdério imediato, gquando anormalidades de sangramento
podem ocorrer como consequéncia de efeitos a Jjusante do
SIR. Por exemplo, num procedimento que envolve CPB, um
polipeptideo KI aqui descrito pode ser administrado a um
paciente como uma dose de carga inicial, por exemplo, uma
quantidade eficaz ao longo de um tempo conveniente, tais
como 10 minutos, antes da inducdo da anestesia. Em seguida,
no momento da inducdo da anestesia, uma segunda dose de
polipeptideo KI pode ser injetada no fluido "priming" CPB
("volume de bomba primario"™). O paciente pode entdo ser
colocado em uma dose de perfusdo continua e controlada por
via intravenosa durante a duracéo do procedimento

cirtrgico, e apdés o procedimento, se indicado.

Atualmente existem dois regimes aprovados nos Estados
Unidos para administrar a aprotinina num paciente submetido
a um procedimento CABG (ver rétulo do produto e literatura
inclusa para o TRASYLOL®, Bayer Corporation Pharmaceutical
Division, West Haven, Connecticut). Em tal regime aprovado
¢ usada uma dose intravenosa de 2 milhdes de KIU de carga,
2 milhdes de KIU no volume da bomba principal, e 500.000
KIU por hora de cirurgia. Outro regime aprovado usa uma
dose intravenosa de 1 milhdo KIU, 1 milhd&o de KIU no volume
da bomba principal, e 250.000 KIU por hora de cirurgia.
Como estes regimes sdo baseados em KIU, o0s regimes séo
facilmente adaptados a qualquer polipeptideo KI aqui
descrito uma vez que a atividade especifica e KIU de um
polipeptideo KI em particular foram determinados por
ensaios convencionais. Devido a afinidade de 1ligacéo
melhorada e atividade inibitéria de polipeptideos KI

representativos aqui descrito em relacdo a aprotinina,
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espera-se que tais composicdes e métodos da presente

invencdo sejam suscetiveis de exigir menos miligramas (mg)
fornecer a um paciente o numero

por paciente para

necessario ou concentracdo de KIU.

Varias consideracdes no que diz respeito a dosagem com um

polipeptideo KI em métodos aqui descritos podem ser

ilustradas por meio de exemplo com o polipeptideo PEP-1 KI
sequéncia de

7.054

representativo da invencdo ©possuindo a

aminocdcidos da SEQ ID NO:2 (peso molecular de

Daltons) .
A Tabela 1, abaixo, fornece uma comparacdo da afinidade

(Ki, app) do polipeptideo PEP-1 KI para a calicreina e onze

outras protéases plasméaticas conhecidas.
Tabela 1.
Substrato da Protéase

PEP-1 K, app Aprotinina K; .pp

(pM) (pM)
Calicreina plasmética humana 44 3,0 x 10°
Calicreina da urina humana >1 x 10° 4,0 x 10°
Calicreina pancredtica de 2,7 x 10’ 550
suino
Clr humano, ativado >2,0 x 10° >1,0 x 107
Cls humano, ativado >2,0 x 107 >1,0 x 10°
Fator XIa do plasma humano 1,0 x 10° ND
Fator XIIa do plasma humano >2,0 x 107 >1,0 x 10°
Plasmina humana 1,4 x 10° 894
Tripsina pancredtica humana >2 x 10’ ND
Quimiotripsina pancredtica >2,0 x 107 7,3 x 10°
humana
Elastase de neutrdfilos >2,0 x 107 1,7 x 10°
humanos
Trombina plasmatica humana >2,0 x 107 >1,0 x 10°

ND = ndo determinado

Claramente, o polipeptideo PEP-1 KI é altamente especifico

para a calicreina

plasmatica

humana.

Além

disso,
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afinidade (Ki, app) do PEP-1 para a calicreina é 1000 vezes
maior do que a afinidade da aprotinina para a calicreina: o
Ki,appr do PEP-1 para a calicreina ¢é de cerca de 44 pM
(Tabela 1), ao passo que o Ki,.op da aprotinina para
calicreina ¢ de 30.000 pM. Assim, uma dose de PEP-1 poderia
ser aproximadamente 1000 wvezes menor do que a utilizada
para a aprotinina numa base por mole. No entanto, a
consideracdo de varios outros fatores podem fornecer uma
estimativa mais precisa da dose de PEP-1 necessdria na
pratica. Tais fatores incluem a quantidade de calicreina
ativada durante a CPB num paciente em particular, a
concentracido de calicreina necessédria para induzir uma SIR,
e a biodisponibilidade e de distribuicdo farmacoldgica do
PBP-1 num paciente. No entanto, a utilizacdo de um
polipeptideo KI em métodos de acordo com a presente
invencdo e fornecido em doses atualmente aprovadas para o
uso da aprotinina ainda ¢é esperado fornecer melhorias
significativas quando comparado com © uso atual da
aprotinina bovina que apresenta menor especificidade e

menor afinidade.

Por exemplo, a quantidade total em circulacdo da pré-
calicreina no plasma ¢é estimada em cerca de 500 nM
(Silverberg, M. et al., "The Contact System and TIts
Disorders, " em Blood: Principles and Practice of
Hematology, Handin, R. et al., eds., JB Lippincott Co.,
Filadélfia, 1995). Se toda a pré-calicreina for ativada,
entdo seria necessaria pelo menos 500 nM de PEP-1 para uma
inibicdo estequiométrica da calicreina. Um individuo que
tem 5 litros de plasma necessitaria, portanto, cerca de 18
mg de PEP-1 para atingir uma concentracdo plasmatica de 500

nM.
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Outro fator a considerar ¢é a concentracdo limite de
calicreina necesséaria para induzir uma SIR num paciente. Se
a concentracdo de calicreina ativa tiver de ser mantida
abaixo, por exemplo, de 1 nM, em seguida, devido a sua
elevada afinidade para a calicreina, o PEP-1 oferece uma
vantagem significativa sobre a aprotinina na quantidade de
proteina que seria necessédria para inibir a SIR. Em
particular, uma concentracdo de PEP-1 de 1 nM inibiria
99,6% da calicreina presente a 1 nM (ou seja, apenas 0,4 pM
de calicreina livre permaneceria no sangue), engquanto uma
concentracdo de aprotinina de 1 nM s6 iria inibir a 24,5%
da calicreina presente a 1 nM. Para a aprotinina inibir 99%
da calicreina a 1 nM, ¢ necessédria pelo menos uma
concentracdo de aprotinina no plasma de 3 pM (isto &, uma

concentracdo 3000 vezes mais elevada do que para o PEP-1).

Para um paciente submetido a CPB, uma dose clinica inicial
de PEP-1 pode ser estimada a partir de um regime de dose
recomendado para a aprotinina (1 x 10° KIU) mencionado
acima. A aprotinina ¢é descrita na literatura inclusa como
tendo atividade inibitdéria especifica de 7143 KIU/mg
determinada usando um ensaio de tensdo arterial num cé&o.
Portanto, 1 x 10° KIU de aprotinina é equivalente a 140 mg
de aprotinina (isto ¢, 1 x 10° KIU/7143 KIU/mg = 140 mg de
aprotinina). Num paciente tendo um volume de plasma
sanguineo de 5 litros, 140 mg corresponde a aproximadamente
4,3 UM de aprotinina (o peso molecular da aprotinina é de
6512 Daltons). A atividade especifica da aprotinina no
ensaio de inibicdo padrdo utilizado para o PEP-1 é de 0,4
KIU/mg de polipeptideo. Uma dose de 140 mg corresponderia a
uma dose de carga de aprotinina de 56 KIU (140 mg x 0,4
KIU/mg = 56 KIU). Em contraste, uma vez que a atividade

especifica do polipeptideo PEP-1 KI ¢ de 10 KIU/mg no



38

ensaio de inibicdo padrdo, uma dose de apenas 5,6 mg de
PEP-1 seria necessédria para fornecer o numero de KIU
equivalente a 140 mg de aprotinina. Num paciente com um
volume de plasma de 5 litros, isto corresponde a cerca de
160 nM de PEP-1 (peso molecular do PEP-1 ¢é 7054 Daltons),
apesar de uma dose mais elevada do polipeptideo PEP-1 KI
poder ser necessaria se toda a calicreina plasmatica (500
nM) for ativada e/ou se este polipeptideo KI for mal

distribuido num paciente.

Além disso, os polipeptideos KI podem ser de ocorréncia
ndo-natural, e podem ser produzidos sinteticamente ou de
forma recombinante, como indicado acima, evitando assim a
possivel contaminacdo de doencas transmissiveis gque podem
surgir durante o isolamento de uma proteina a partir de uma
fonte animal natural, tais como no caso de aprotinina, que
¢ isolada a partir de pulmdo de bovino. Cada vez mais
importante para a aceitacdo administrativa e publica de um
tratamento ou de uma composicdo farmacéutica compreendendo
um polipeptideo é a prevencdo da possivel contaminacdo com,
e transmissdo a pacientes humanos de, vVvAarios agentes
patoldégicos. De particular interesse para a seguranca das
proteinas isoladas a partir de um tecido bovino ¢é a
eliminacdo de possiveis riscos de exposicdo a doencas
mediadas por virus, doencas mediadas por Dbactérias, e,
especialmente, encefalopatia espongiforme bovina

transmissivel.

Como variantes do dominio Kunitz 1 da proteina da LACI
humana, s&o esperados menos efeitos secunddrios com a
administracdo dos polipeptideos KI aos pacientes do gque com
a aprotinina, que ¢é uma proteina bovina que estéa

documentada como causadora de reacbdes anafildticas e
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anafilactdides em pacientes, especialmente nas
administracdes repetidas, tal como nos procedimentos CABG
repetidos. Além disso, a ligacdo altamente especifica dos
polipeptideos KI agqui descritos a calicreina vai limitar ou
eliminar efetivamente as tendéncias trombdéticas observadas
com aprotinina, e reduzir os problemas observados com

permeabilidade do enxerto apds os procedimentos CABG.

A invencdo seréd adicionalmente descrita com referéncia aos
seguintes exemplos ndo limitativos. A totalidade dos
conhecimentos das patentes, pedidos de patentes e de todas
as outras publicacbes e sitios Web aqui c¢itadas sé&o

incorporados por referéncia na sua totalidade.

EXEMPLIFICAGAO

Exemplo 1: Um polipeptideo KI representativo.

Um polipeptideo KI (PEP-1) de ocorréncia ndo natural util
nas composicdes e métodos da presente invencdo foi
identificado num fago recombinante numa Dbiblioteca de
exibicdo de fagos como sendo um polipeptideo que se liga a
calicreina. O PEP-1 tem a seguinte sequéncia de
aminoacidos: Glu Ala Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala
Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn
Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe TIle Tyr Gly Gly Cys Glu
Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met
Cys Thr Arg Asp (SEQ ID NO:2). O peso molecular do PEP-1 é
7.054 Daltons.

A sequéncia de nucledtidos (SEQ ID NO:3) do DNA do fago
recombinante que codifica a sequéncia de aminodcidos PEP-1

(aminodcidos 3-60 da SEQ ID NO:2) foi isolada e sequenciada
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por métodos padrdo determinados a partir do DNA do fago
recombinante. O PEP-1 foi produzido em quantidades Tuteis
para posterior caracterizacéo como uma proteina
recombinante em células hospedeiras de fendtipo His4 da

estirpe de levedura Pichia pastoris.

Exemplo 2: Construcdo de um plasmideo recombinante para

expressar polipeptideos KI.

O plasmideo inicial, pHIL-D2, & resistente a ampicilina e
contem um alelo His4 de tipo selvagem de P. pastoris. A
sequéncia final de DNA compreendendo a sequéncia
codificante para a proteina de fusdo Prepro-PEP-1 mata no
plasmideo de expresséo recombinante pPIC-IC503 é
apresentada na FIG. 2. A sequéncia de DNA de pHIL-D2 foi
modificada para produzir pPIC-K503, como descrito em

seguida:

1. O sitio BstBI na regido 3' de AOX1 do pHIL-DZ2,
localizado a jusante do gene His4, foi removido por
digestdo de restricdo parcial, preenchimento, e
ligacdo, modificando a sequéncia de TTCGAA (SEQ 1ID
NO:23) para TTCGCGAA (SEQ ID NO:24). Esta modificacéo
foi feita para facilitar e direcionar a clonagem da
cassete de expressdo para o plasmideo.

2. 0O sitio Aatll tendo o gene bla localizado a
jusante de His4 foi removido por digestdo de
restricdo, preenchimento e ligacdo, modificando a
sequéncia de GACGTC (SEQ ID NO:25) para GACGTACGTC
(SEQ ID NO:26). Esta modificacdo foi feita para
facilitar a <clonagem de cassetes de expressédo
possuindo sitios AatIl no plasmideo. O DNA gue

codifica para PEP-1 foi sintetizada com base na
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sequéncia de nucledétidos do fago original exibindo a
ligacdo para a calicreina e consistiu em 450 pares de
bases (pb). A sequéncia final de DNA da insercdo no
plasmideo de pHIL-D2 ¢ flangqueada por uma sequéncia
5' AOX1 e uma sequéncia 3' AOX1l (partes das quais séo
mostradas na FIG. 2) e codificam uma proteina de
fusdo compreendendo o peptideo sinal prepro mata de
S. cerevisiae fundido com a sequéncia codificante
estrutural para o polipeptideo PEP-1 KI. O peptideo
sinal foi adicionado para facilitar a secrecdo de
PEP-1 a partir das células hospedeiras de levedura.
Os oligonuclebétidos para formar o segmento foram
sintetizados e obtidos comercialmente (Genesis Labs,
The Woodlands, TX), e o segmento foi gerado por
reacdo em cadeia da polimerase (PCR). O DNA sintético
ligado que codifica a proteina de fusdo prepro/PEP-1
mata foi em seguida incorporado por ligacdo no
plasmideo pHIL-D2 modificado entre os sitios BstBI e

EcoRI.

Os produtos de 1ligacdo foram usadas para transformar a
estirpe XL1 Blue de Escherichia coli. Um ensaio de PCR foi
utilizado para rastrear os transformantes de E. coli para a
construcdo de plasmideo desejada. O DNA dos extratos
celulares foi amplificado por PCR wutilizando primers
contendo as sequéncias 5' AOX1 e 3' AOX1 (ver acima e
FIG.2). 0Os produtos de PCR do numero correto de pares de
base foram sequenciados. Além disso, cerca de 20-50 pb em
cada lado dos sitios de clonagem foram sequenciados, e a
sequéncia prevista foi obtida. A sequéncia final de DNA do
segmento no plasmideo pHIL-D2 (para produzir o plasmideo
pPIC-K503) é mostrada na FIG. 2 juntamente com a zona das

sequéncias flanqueadoras 5' e 3' de AOX1l e a sequéncia de
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aminodcidos correspondente da proteina de fuséao
compreendendo o péptido de sinal prepro matoa de S.
cerevisiae fundido com a sequéncia codificante estrutural
para o polipeptideo PEP-1 KI. Um transformante com a
construcdo de plasmideo de expressdo desejada, o plasmideo
pPIC-K503, foi selecionado para preparar linhas de células

de levedura para a producdo de rotina de PEP-1.

Exemplo 3: Producdo de PEP-1 a partir de linha de células

de levedura recombinante.

Os esferoplastos de P. pastoris GS 115 com o fendtipo His4d
foram transformados com o plasmideo de expressdo pPIC-K503
(acima) seguindo-se a linearizacdo do plasmideo no sitio de
restricdo Sacl e recombinacdo homdéloga do DNA plasmidico na
regido 5' do locus AOX1 do hospedeiro. O fendétipo da
estirpe de producdo ¢é His4'. 0 plasmideo completo foi
inserido na regido 5' A0X1 da sequéncia gendbmica de

levedura.

Os 1isolados da transformacdo foram selecionados para o
crescimento na auséncia de histidina exdgena com metanol
como Unica fonte de carbono. Mais do que 95% dos
transformantes mantiveram a capacidade do tipo selvagem
para crescer com metanol como unica fonte de carbono,
demonstrando assim que o plasmideo foi inserido no genoma
do hospedeiro por recombinacdo homdloga, em vez de
substituicdo. Estes transformantes ndo reguerem histidina
exbgena para © crescimento, demonstrando assim que o
plasmideo se tinha integrado no genoma do hospedeiro. As
coldénias selecionadas foram clonadas. Foram realizados
estudos de expressdo em pequenas culturas para identificar

os clones que segregam os niveis mais altos de PEP-1 ativo
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para o meio de cultura. 0Os niveis de secrecdo de PEP-1 em
sobrenadantes de solucgbes de cultura clarificadas foram
quantificados para os niveis de PEP-1 por eletroforese em
gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sdédio
(SDS-PAGE) e avaliadas quanto a inibicdo da calicreina. Um
clone de levedura foi selecionado para a producdo de PEP-1
com base no seu elevado nivel de expressdo de PEP-1 entre

as culturas amostradas.

Os Dbancos de células principais e de trabalho de P.
pastoris que produzem PEP-1 foram preparados comercialmente
(MDS Pharma Services, Bothell, Washington). A producédo
padrdo de PEP-1 na levedura compreende trés passos como se
segue: (1) preparacdo da cultura do indéculo, (2)

fermentacdo, e (3) recuperacdo da cultura.

0O passo da cultura do indculo consistiu na inoculacédo de
seis frascos (300 mL cada) contendo o caldo de inoculacéao
estéril (base azotada para levedura, fosfato de potéssio e
glicerol, pH = 5) com o contetdo de um unico frasco de um
banco de células de trabalho de P. pastoris produzindo PEP-
1. Os frascos foram inoculados num agitador orbital (300

rpm) durante aproximadamente 13 horas a 30°C + 2°C.

As fermentacdes foram efetuadas num fermentador fechado
Braun de 100 litros <cheio com caldo estéril. Cada
fermentacdo foi iniciada com a transferéncia do contetdo
dos frascos de cultura de seis indculos para o fermentador.
Apbs aproximadamente 24 horas, o glicerol no fermentador
foi esgotado e foi necessario adicionar mais glicerol

durante aproximadamente mais 8 horas.
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Uma fase de alimentacdo mista, que durou aproximadamente 83
horas, foi iniciada em seguida pela adicdo de uma dosagem
de glicerol e metanol. No final deste tempo, a fermentacéo
foi terminada, e o contetido do fermentador foi diluido com
dgua purificada. A purificacdo e processamento de PEP-1
consistiram em <cinco passos da seguinte forma: (1)
cromatografia de leito expandido (2), cromatografia de
troca catidnica, (3) cromatografia de interacdo hidrofébica
(HIC), (4) ultrafiltracdo e diafiltracdo, e (b5) filtracéao

final e acondicionamento.

O passo inicial de purificacdo consistiu na cromatografia
de leito expandido. A cultura diluida do fermentador foi
aplicada a coluna equilibrada e empacotada com a resina
Streamline SP (coluna de <cromatografia 200 Amersham
Pharmacia Streamline, Amersham Pharmacia, Piscataway, New
Jersey). A coluna foi entdo lavada (50 mM de &cido acético,
pH = 3,0 - 3,5) num modo de fluxo ascendente para lavar as
células de levedura do leito expandido. O adaptador
superior foi levantado acima do leito expandido para
melhorar a lavagem. O fluxo foi interrompido e o leito foi
deixado em repouso. O adaptador foi movido para baixo de
modo a ficar ligeiramente acima do leito assente. A direcédo
do fluxo foi invertida. O efluente foi recolhido. A lavagem
foi continuada num modo descendente usando 50 mM de acetato
de sdédio, pH 4,0. O efluente foi recolhido. O PEP-1 foi
eluido da coluna utilizando acetato de sdédio a 50 mM, pH
6,0. O eluato foi recolhido num recipiente de 50 litros. O
eluato foi em sequida filtrado através de um filtro de 0,22
1 para um recipiente limpo 1localizado no sitio de
purificacdo. Amostras adicionais foram recolhidas para a
determinacdo da concentracdo de PEP-1. Um passo de

cromatografia de troca <catidnica foi entdo <realizado
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utilizando o eluato filtrado da coluna de leito expandido.
O PEP-1 foi eluido da coluna utilizando citrato trissddico

a 15 mM, pH 6,2.

Proteinas adicionais foram removidas da preparacdo de PEP-1
por cromatografia de interacdo hidrofdbica (HIC). Antes da
HIC, o eluato da coluna de troca catidnica foi diluido com
sulfato de amdénio. O eluato foi aplicado a coluna, e o PEP-
1 foi eluido com sulfato de amdénio (0,572 M) em fosfato de
potéssio (100 mM), pH 7,0. O eluato foi recolhido em
fracdes com base nos valores de A280. Todas as fracodes
foram recolhidas em frascos PETG estéreis, previamente

pesados.

As fracdes selecionadas foram reunidas dentro de um
recipiente limpo. O agregado foi concentrado por
ultrafiltracdo. A ©preparacdo de PEP-1 concentrado foi
imediatamente diafiltrada contra dez volumes de PBS, pH

7,0.

Um passo final de filtracdo foi realizado antes da
embalagem a fim de minimizar a carga microbiana no volume
de PEP-1. A solucdo em bruto foi filtrada através de um
filtro de 0,22 un e recolhida num frasco PETG estéril,
previamente pesado. Uma amostra fol retirada para testes
quando da libertacdo dos 1lotes. 0O volume restante foi
dispensado assepticamente em frascos PETG estéreis e

armazenados a -20°C.

Exemplo 4: Ensaio de Inibicdo da Calicreina.

Um teste cinético foi wutilizado para medir a atividade

inibitdéria de polipeptideos KI, tais como o PEP-1. O ensaio



46

cinético mede a fluorescéncia apds a clivagem de um
substrato mediada pela calicreina, a cumarina metil amino
prolilfenilalanilarginil. Uma quantidade conhecida de
calicreina foi incubada com uma diluicdo em série de
polipeptideo KI padrdo ou com uma diluicdo em série com
amostras de polipeptideo KI em teste, num tampdo de reacdo
adequado numa placa de microtitulacdo. Cada amostra foi
executada em triplicado. A solucgdo de substrato foi
adicionada e a ©placa 1lida imediatamente usando um
comprimento de onda de excitacdo de 360 nm e um comprimento
de onda de emissdo de 460 nm. Pelo menos duas das curvas
padrdo de referéncia e curvas da amostra precisavam de ter
um valor de R-quadrado de 0,95 para ser consideradas

validas.

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> Dyax Corporation

<120> PREVENCAO E REDUCAO DA PERDA DE SANGUE

<130> P33517EP-D3-PCT

<140> EP10180486.2
<141> 2003-06-06

<150> EUA 60/387,239
<151> 2002-06-07

<150> EUA 60/407,003
<151> 2002-08-28

<160> 54



<170> FastSEQ para versdo Windows 4.0

<210> 1
<211> 58
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Polipeptideo Inibidor da Calicreina

<220>
<221> VARIANTE
<222> (1) ..(4)

<223> Xaa = qualguer aminoéacido

<220>
<221> VARIANTE
<222> (6)..(9)

<223> Xaa = qualgquer aminocacido

<220>
<221> VARIANTE

<222> (20)
<223> Xaa = qualguer aminoéacido
<220>

<221> VARIANTE
<222> (24)..(29)

<223> Xaa = qualgquer aminocacido

<220>
<221> VARIANTE



<222>
<223>

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

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

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

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

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

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

(41) ..(42)

Xaa = qualquer

VARIANTE
(44)

Xaa = qualquer

VARIANTE

(46) .. (50)

Xaa = qualquer

VARIANTE

(52) .. (54)

Xaa = qualquer

VARIANTE

(56)..(58)

Xaa = qualquer

VARIANTE
(10)

Pode ser

VARIANTE
(11)

Pode ser

Glu

Gly,

aminoéacido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

aminoacido

Ser,

Val,

Asn,

Ile,

Ala ou Thr

48



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

Gin

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

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

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

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

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

<220>
<221>

VARIANTE
(13)

Pode ser His,

VARIANTE
(15)

Pode ser

VARIANTE
(16)

Pode ser

VARIANTE
(17)

Pode ser

VARIANTE
(18)

Pode ser

VARIANTE
(19)

Pode ser

VARIANTE

Lys,

Gly,

Asn,

Leu,

Gin,

Pro, Asn, Ser, Thr, Ala, Gly, Lys

Ala, Ser, Gly, Met, Asn ou Gin

Ser, Asp ou Asn

Ser, Ile, Gly, Val, Gin ou Thr

Gin ou Ala

Leu, Asn ou Ile

49

ou
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<222> (21)
<223> Pode ser Phe, Tyr, His ou Ile

<220>
<221> VARIANTE
<222> (22)

<223> Pode ser Phe

<220>

<221> VARIANTE
<222> (23)

<223> Pode ser Phe

<220>

<221> VARIANTE

<222> (31)

<223> Pode ser Asp, Gln, Asn, Ser, Ala, Val, Leu, Ile ou
Thr

<220>

<221> VARIANTE

<222> (32)

<223> Pode ser Gln, Asp, Asn, Pro, Thr, Leu, Ser, Ala, Gly

ou Val

<220>

<221> VARIANTE

<222> (34)

<223> Pode ser Ile, Ser, Val, Ala, Asn, Gly ou Leu

<220>
<221> VARIANTE
<222> (35)



<223>

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

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

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

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

<400>

<210>
<211>
<212>

Pode ser

VARIANTE
(39)

Pode ser

VARIANTE
(40)

Pode ser

VARIANTE
(43)

Pode ser

VARIANTE
(45)

Pode ser

2
60
PRT

Ser ou Asp

Trp ou Phe
Gly, Ala,
Ala

Gly

Tyr

e Naa

i i

Sys Gl

. New Xaa Saao

e

aa Ky

i Ras Tu

“AEn Kay

Yaa Naw Ray

s
&

o

.
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Yax Xaa ¥as



<213>

<220>
<223>

<400>

Sequéncia Artificial

Peptideo de Ligacdo Isolado

52

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

3
179
DNA

Sequéncia Artificial

Sequéncia Codificante de Pep-1

4
58
PRT

Sequéncia Artificial

Peptideo de Ligacdo Isolado



<400> 4

X

~

w Sre leg

g

<210> 5
<211> 58
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Peptideo de Ligacdo Isolado
<400> 5

C The Keg Asp

<210> 6
<211> 58
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Peptideo de Ligacdo Isolado

<400> 6

53



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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

58
PRT

Sequéncia Artificial

Peptideo de Ligacdo Isolado

58
PRT

Sequéncia Artificial

Peptideo de Ligacdo Isolado

sp By Dly His Tye lys ks

54



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

58
PRT

Sequéncia Artificial

Peptideo de Ligacdo Isolado

10
58
PRT

Sequéncia Artificial

Peptideo de Ligacdo Isolado

10

55



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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

=g
e
1%
¥4

Lys Ala Asp Rsp Ul

ig

Fhe asn

58
PRT

Sequéncia Artificial

Peptideo de Ligacdo Isolado

11

&

B

A
SenGhne v Rege P

12
58
PRT

Sequéncia Artificial

Peptideo de Ligacdo Isolado

12

56



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

<220>
<223>

<400>

Sly Fro Cys &rg Als
' i

s Glu Gl

W3St ieu

58
PRT

Sequéncia Artificial

Peptideo de Ligacdo Isolado

13

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

<220>
<223>

<400>

14
58
PRT

Sequéncia Artificial

Peptideo de Ligacdo Isolado

14

57



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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

15
58
PRT

Sequéncia Artificial

Peptideo de Ligacdo Isolado

15

Arg Phe

58
PRT

Sequéncia Artificial

Peptideo de Ligacdo Isolado

16

58



o Ops Lys Lps Met

<210> 17
<211> 58
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Peptideo de Ligacdo Isolado

<400> 17

5 Phe Bh Phe

Gl DG Lew

<210> 18
<211> 58
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Peptideo de Ligacdo Isolado

<400> 18

59



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

<220>
<223>

<400>

60

e
B S

19
58
PRT

Sequéncia Artificial

Peptideo de Ligacdo Isolado

19

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

<220>
<223>

<400>

20
58
PRT

Sequéncia Artificial

Peptideo de Ligacdo Isolado

20



ws Lyn Met !

<210> 21
<211> 58
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Peptideo de Ligacdo Isolado

<400> 21

Sleoly drg Cya Avg Ala
: Gl

<210> 22
<211> 58
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Peptideo de Ligacdo Isolado

<400> 22



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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

- The Brg e

6
DNA

Sequéncia Artificial

Sitio de Clonagem Modificado

23 ttcgaa 6

24
8
DNA

Sequéncia Artificial

Sitio de Clonagem Modificado

24 ttcgcgaa 8

25

6

DNA

Sequéncia Artificial

62



<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>

Sitio de Clonagem Modificado

25 gacgtc ©

26
10
DNA

Sequéncia Artificial

Sitio de Clonagem Modificado

26 gacgtacgtc 10

277

548

DNA

Sequéncia Artificial

Sequéncia de Nucledtidos da Proteina de Fuséo

277

28
145

63



<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Proteina de Fuséo

<400> 28

<210> 29
<211> 58
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia BPTI

<400> 29

- et L

eIy

64



<210> 30
<211> 58
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia ITI-DI1

<400> 30

s Val Shy S

<210> 31
<211> 58
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia ITI-D2

<400> 31



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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

58
PRT

Sequéncia Artificial

Sequéncia LACI-D1

32

33
58
PRT

Sequéncia Artificial

Sequéncia LACI-D2

33

66



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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

AT

CLys Ban e ©

@i

34
58
PRT

Sequéncia Artificial

Sequéncia LACI-D3

34

35
58
PRT

Sequéncia Artificial

Sequéncia HKI B9

35

: ;8'\‘--':-:

a0 Mot Rso Aan Fhe Blu Thy lew

45

AR RegiRe
30 o

& wly

67



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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

36
58
PRT

Sequéncia Artificial

Sequéncia C alfa 3

36

Lys Va

58
PRT

Sequéncia Artificial

Sequéncia TFPI-2 D1

37

‘Sys Gly 61

&

e dasi B Lys

- Ger Ble

68



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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

61
PRT

Sequéncia Artificial

Sequéncia TFPI-2 D2

38

39
58
PRT

Sequéncia Artificial

Sequéncia TFPI-2 D3

39

Bly Gly Uvs Gle B

\‘\'\'4\12

pRA

w Va

CRg

&g Tyr Tye Ty Asp Noy

e
&

o 8la Rsn Asa P

85

¢ The 6Lu Ser Gy

69



70

<210> 40
<211> 59
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia APP-I

<400> 40

wo
> Aap Val The Glu

Lo

Py 5 Phe Asp B
Giu

<210> 41

<211> 58

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia EpiNE7

<400> 41



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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

1

Aig Pro

et Fha P

42
58
PRT

Sequéncia Artificial

Sequéncia BITI-E7-141

42

58

PRT

Sequéncia Artificial

Sequéncia MUTT26A

43

71



<210> 44
<211> 58
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia MUTQE

<400> 44

<210> 45
<211> 58
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia MUT1619

<400> 45



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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

46
62
PRT

Sequéncia Artificial

Sequéncia EPI-HNE-1

46

47

56

PRT

Sequéncia Artificial

Sequéncia EPI-HNE-2

47

v Asn &sn

73



4
3.
3
(‘(
1744
§572
]
faa
B2
49
b ond
o
3
23
il
o
(2

% ALa Uys &sn Le

V{zv 3:.‘ v :
et oF
7

#

3

¢ Fha Tye Sex Glu Lvs
45 '

<210> 48
<211> 56
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> EPI-HNE-3 Sequéncia

<400> 48

o]

M Gly San Lys Phe
i _
P

<210> 49
<211> 56
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia EPI-HNE-4

<400> 49



<210> 50
<211> 60
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia DPI14 KR

<400> 50

®ly Ala Var &

Al Thi §

¥

<210> 51
<211> 60
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia DPI24 KR

<400> 51



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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

52
60
PRT

Sequéncia Artificial

DPI68 KR Sequéncia

52

53
60
PRT

Sequéncia Artificial

Sequéncia DPI84 KR

53

76



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

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

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

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

Gin

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

<220>

54
58
PRT

Sequéncia Artificial

VARIANTE
(10)

Pode ser Glu

VARIANTE
(11)
Pode ser Gly,

VARIANTE
(13)

Pode ser His,

VARIANTE
(15)

Pode ser Ala,

Ser,

Pro,

Ser,

Val,

Asn,

Gly,

e
$ige
CORRE

Asn, Ile, Ala ou Thr

Ser, Thr, Ala,

Met, Asn ou Gin

Gly,

77

Lys ou



<221>
<222>
<223>

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

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

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

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

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

<220>
<221>
<222>

VARIANTE
(16)

Pode ser

VARIANTE
(17)

Pode ser

VARIANTE
(18)

Pode ser

VARIANTE
(19)

Pode ser

VARIANTE
(21)

Pode ser

VARIANTE
(31)

Pode ser Asp,

VARIANTE
(32)

Gly,

Asn,

Leu,

Gin,

Phe,

Ser, Asp ou Asn

Ser, Ile, Gly, Val, Gin ou Thr

Gin ou Ala

Leu, Asn ou Ile

Tyr, His ou Ile

Gin, Asn, Ser, Ala, Val, Leu, Ile

78

ou



<223>

ou Val

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

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

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

<400>

79

Pode ser Gin, Asp, Asn, Pro, Thr, Leu, Ser, Ala, Gly

VARIANTE
(34)
Pode ser Ile, Ser, Val, Ala, Asn, Gly ou Leu

VARIANTE
(35)

Pode ser Trp ou Phe

VARIANTE
(39)
Pode ser Gly, Ala, Ser ou Asp

54

R oBsonc R

O e
p Fhe
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REIVINDICACOES

Um polipeptideo compreendendo a sequéncia de

aminodcidos:

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro
Cys Arg Ala Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe
Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Ile Tyr Gly Gly Cys Glu
Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys
Lys Met Cys Thr Arg Asp (residuos de aminodcidos 3-
60 da SEQ ID NO0O:2), em que o referido polipeptideo
inibe a calicreina, para utilizacdo no tratamento
ou prevencido de uma resposta inflamatdria sistémica

num individuo.

O polipeptideo para wutilizacdo de acordo <com a
reivindicacgdo 1, em gque o individuo tem um consideravel
extravasamento capilar, traumatismo do tecido mole ou

traumatismo do tecido désseo.

O polipeptideo para wutilizacdo de acordo com a
reivindicacdo 1, em que a utilizacdo trata ou evita

danos no sistema pulmonar do individuo.

O polipeptideo para wutilizacdo de acordo com a
reivindicacdo 1, em qgque o uso trata ou impede no
individuo a sindrome de dificuldade respiratdédria no

adulto (ARDS).

O polipeptideo para utilizacdo de acordo com a

reivindicacdo 1, em que o uso trata ou previne no



10.

11.

individuo a insuficiéncia renal

esplancnica.

O polipeptideo para utilizacdo de

reivindicacdo 1, em que o uso trata

individuo uma coagulopatia.

O polipeptideo para utilizacdo de

reivindicacdo 1, em qgue o uso trata

individuo um défice neurocognitivo.

O polipeptideo para utilizacdo de

reivindicacdo 1, em qgque o uso trata

individuo um acidente vascular cerebral.

O polipeptideo para wutilizacdo de

reivindicacdo 1, em que o uso trata

individuo a insuficiéncia renal.

O polipeptideo para wutilizacdo de

reivindicacdo 1, em qgue o uso trata

circulacéo

acordo com a

ou previne no

acordo com a

ou previne no

acordo com a

ou previne no

acordo com a

previne no

acordo com a

ou previne no

individuo um enfarte agudo do miocdrdio ou danos no

tecido cardiaco.

Um polipeptideo compreendendo a

aminodcidos:

sequéncia de

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro

Cys Arg Ala Ala His Pro Arg Trp Phe
Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Ile Tyr
Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu

Phe Asn Ile Phe
Gly Gly Cys Glu
Glu Glu Cys Lys

Lys Met Cys Thr Arg Asp (residuos de aminoacidos 3-

60 da SEQ ID NO:2), em que o referido polipeptideo



12.

13.

14.

15.

16.

17.

inibe a calicreina, para utilizacdo no tratamento

ou prevencdo da perda de sangue perioperatdria.

O polipeptideo para utilizacdo de acordo com a
reivindicacdo 2 ou a reivindicacdo 11, em que o

individuo foi submetido a uma cirurgia cardiotorécica.

O polipeptideo para wutilizacdo de acordo com a
reivindicacdo 2 ou a reivindicacdo 11, em que o
individuo foi submetido a um procedimento de bypass da

artéria coronadria por enxerto.

O polipeptideo para wutilizacdo de acordo com a
reivindicacdo 2 ou a vreivindicacdo 11, em gue ©

individuo foi submetido a um bypass cardiopulmonar.

O polipeptideo para utilizacdo de acordo com a
reivindicacdo 2 ou a reivindicacdo 11, em gue ©
individuo foi submetido a artoplastia da anca ou a

separacdo do esterno.

O polipeptideo para utilizacdo de acordo com qualguer
uma das reivindicacdes de 12 a 15, para utilizacdo em

combinacdo com uma transfusdo de sangue.

Um polipeptideo compreendendo a sequéncia de
aminoacidos:
Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro
Cys Arg Ala Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe
Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Ile Tyr Gly Gly Cys Glu
Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys
Lys Met Cys Thr Arg Asp (residuos de aminoacidos 3-
60 da SEQ ID NO:2), em que o referido polipeptideo



inibe a calicreina, para utilizacdo no tratamento

ou prevencdo de isquemia.

18. O polipeptideo para utilizacdo de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes de 1 a 17, em que o polipeptideo
consiste na sequéncia de aminoécidos:

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro
Cys Arg Ala Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe
Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Ile Tyr Gly Gly Cys Glu
Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys
Lys Met Cys Thr Arg Asp (residuos de aminoacidos 3-
60 da SEQ ID NO:2).

19. O polipeptideo para utilizacdo de acordo com qualquer
uma das reivindicacdes de 1 a 17, em que o polipeptideo
consiste na sequéncia de aminoécidos:

Glu Ala Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp
Gly Pro Cys Arg Ala Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn
Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Ile Tyr Gly Gly
Cys Glu Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu
Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEQ ID NO:2).

20. Uma composicao farmacéutica compreendendo o
polipeptideo para utilizacdo de acordo com qualquer uma
das reivindicacdes de 1 a 19, e um ou mais tampdes,
adjuvantes e excipientes farmaceuticamente aceitéaveis,
em que a composicdo farmacéutica é para utilizacdo de

acordo com qualguer uma das reivindicacdes de 1 a 17.

21. A composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicacéo

20, em que a composicdo é um pd seco, liofilizado.



22.

23.

24.

25.

A composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicacédo
20, em que a composicdo compreende uma solucéo

fisioldgica tamponada.

A composicdo farmacéutica de acordo com a reivindicacédo
22, em que a composicdo compreende uma solucéo

fisioldgica tamponada com fosfato.

A composicdo farmacéutica de acordo com qualguer uma
das reivindicacdes de 20 a 23, em que a referida
composicdo farmacéutica compreende um ou mais compostos

adicionais farmaceuticamente ativos.

Um recipiente que compreende a composicdo farmacéutica
de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes de 20 a
24, em que a composicdo farmacéutica é para utilizacéo
de acordo com qualguer uma das reivindicacdes de 1 a

17.

Lisboa, 20 de janeiro de 2016
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Figura 2
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CGACTWMCGBC&ACTTGRGAAG&MNB&CRAETAE TIAITC Gha

ATG AGA TTC CCA 9CT ATC TIC ACT GOT GIT TI6 TIC GCT GOT
¥ R _F P S I F T A Y L F A A

- TCC TCT GCT TTG GCT GCT CCA GTT RAC ACC ACT ACT GAA GRC (GAG ACT
8 & B i B A B _V X T T ? B D E T

GCT CAA ATT COT.GCT GAG GCT GTC ATC GGT TAC 7CT GAC 196 GAR GGT
A 0 I P_ A E A V I 5 Y S D L E g

GRC TTC GRC GIC GCT GIT TTG CCA TIC TCT ARC TCT ACT AAC AAC GST
b F P V¥ A ¥ L P _F 58 N 8- T N N G

TG TIG PTC AIC AAC ACT ACC ATC GOT ICT-AIC GCT GOT ARG GAE GAX

ACe

o

t*r L F I N T T I A & I A A K B
TG
P
GC TGS e
X A D D G P c: 'R A A H ® R ¥ F F
ABC BTC TIC ACG CET CRA PGC GAG GAG TTC ATC TAC GET GGP TET GAG
¥ I ¥® T R O C B B P T ¥ 6 &6 ¢ E
GGT ARC CAR BAC AGA TTC GAG TCT CTA GAG GAG TCT ABG AAG ATG TGT
& ¥ Qg N R F B § L B E ¢ K X ¥ €
R EepoR I .'
ACT AGA GRC {TAG TAR GAYX TIC GCC TTA GAC ATG ACT GTT COT CAG TTC
T R ] * -® G e
‘ s +ROXI

ARG TIG GGC_ACT TAC GAG AAG
37 AGXT o



SREQ I 2: { amino&cidos 3-890}

8EG ID 4«

8SBQ ID §:

SEQ ID &

SEQ ID 73

SEQ IV B:

8EQ ID 9:

SEG ID 10:

SEQ ID 11:

SEQ ID 32:

SEQ ID 33:

SEQ ID 14:

SEQ ID 1S:

SEQ YO 15:

EBGQ ID X7

8EG ID i8:

SBQ ID 19:

SEQ IR 2W:

SEQ ID 23i:

SEQ ID R22:

BPTI (SEQ ID 39):
ITI-DL {8EBQ ID 30):
TIP3 {SEQ ID 31}):
LACI-DI {SBQ IDr 32}:
LACI-D2 {8BQ ID 33}:
LACI-D3 {SBQ ID 34}
HKI B (SRQ ID 35}
C=3 {BRQ ID 3§):
TEPI~2 D1 {(SEQ ID 3%}::
TFPY-3 D2 (SEQ ID 38):
TERI~2 D3 {SEQ I 39):
APRP-X {SEQ ID 44):
BpiNET (SBD ID 431):

BITI-BE7~141 (SEQ ID 42):

MIrZIT26A {SEQ ID 43) ¢
HOTQE (BEQ I 44):
MUT1S1Y (SRQ ID 45):
ERY-HNR-Y {SED ID 48):
EPI~BNE-2 {SEQ ID 47):
EPI-HNB-3 (SEQ ID 48):
EPY-HNE~4 (SEG ID 49):
DPII4 KR (SEQ 1D S50):
DPIZ4 KR {SBEQ ID 51):
Dpies ER (SEQ ID 52):
NPIe4 ER {(BBQ ID 53):
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Figura 3A

=~~~ HHSFCAFKA~DRGECRARRPRWFFNIFTROUEEFIYGE
-+~ MHEPCAFKA ~DIGPCKANHLRFFFNIFTROCEEFSYGE
« == ~MHEFORFKA - DDCHCKANHQRFFFNI FIRQOBEFTYCG
=+ -~MHSFCARKA - DDOGHCKANHORFFFRNIFTRQCEQFTYGE
== = =MHSFOAFKA - DRGHOKAS LPRFFFN I FTRQCERP I YOG
~ ~ «~MHSPCAFKA ~ DDGHCKANHQRFPFRIPTROCERFS YOG
~=»~MHSFCAKPA - DDGHCKEAHLRFFFRIFTRQCEEFIYGE
-~ «MHSPCAFKA -~ DIGROKGARLRFFFNIFTRQUEBFI GG
» == <NHEPCAFKA~ DGGRCREGARPRWFFNIFTRQCEEFSYQGG
« =~ ~MHYFCAFKA ~- DDGPFCRARRPRWFFNIFTROCREFSYGA
~+ =+ «MESPOAFKA - IWGERCRGARPRWIFNIFIRQCERYFSYGY
=« »»MESPCAFKA - IVGRORGAQPRPFFNI FTRQCERFBYGGE
== ~~MHEFCAFKA - DRGECRAAHLRWFFRIFTRQCERPEYGE
== = «MHEPCAFKA -~ BECSCRAAHQRWFFHIFTRQCEBFSYGE
== -+« MESFCAFKA- DRGPCRCAHLRFPFRYFIRQCEEYSYGG
w «=MHSFCAFKA - DDEOHCRGALPRWFPNI FTROCEEPSYQQ
« ==~ MHEPCAFKA - DEGNCRENLPRFFINIVFIRQCEEFSYGG
«= -~ MHSPOAFIA - DEGRCRGEHQRFFFN I FTROCER RS YGQ
== » » MESPCAFEA « DEERCRAIQPRWFFNI FTRQCREFS YO
-~ MRS FOAFYA -DDGRURGAHPRWFFII FTROCERFEYGE
-~ -~RPDFCLEPP - YTGPCKAR I IRYPYNAKAGLOQTFVYGS
»~= = » KEDSCOLGY « SAGPCHMOM TSR Y FYNGTEMACRYPQYES
==~ - TVRACHLEPI ~VRGECRAF IQLWAFDAVRGRECVLEFYGG
e v~ MHSPCAFKA- DG POCKAINKR FFFHIFTRQOEEPIYGES
= RPRFCPLER -DPGICRCY ITRY FYNNQTRQCER FKYCG
-~~~ GFPSROLTPA - DRCLCRANENRFYYREBVICKCRPFRYSG
= = =« LENVCAR PM - EXGPCQTYNTRWFFEFRETGECELFAYGS
= = STDICKLPR - DEGTCRDFPILKW YYD BNTKS CARFRYGE
-~ == NARICLLPL- DYOPCRALLLRYYYDR Y IQSCROFLYSE
e ~wmmmwmmmmsmsmmsea
- == I PEFCYS PK-DEGLOSANVIRYYFNPRYRTCDAFTYIC
=~ =~ RNREVCSEQA~ETGPCRAMISRWYFOVIRGKCAPRRYSS
- -~ RFDRCLERP - YTGPOVAMFPRY FYNAKAGLOQTRVYGH
o -~ RPDFCQLGY - SAGPCVANMFPRYFYHGTEMACQTIVYGG
»= = ~RPDFOQLGY - SAGPOCVAMPPRYFYNGREMACQIFVYGG
~= == REDPOOLOY - SACPOVAMPPRY FYHGTSMAC BT PVYGG
- ~= ~REDFOQLOY « SACPCVAMFBRY FYNGTEMALQTFVYEG
BABARPDPCLEPP- YTGROTAFFPRYFYNAKAGLCQYFRVYSG
- AACHLEL - VRGPCIAFPFPRWAFDAVEGKCVLEPYSS
------- ARCHLPY - YROPCIAFPFPRWAFDAVRIKOVLEPYGS
= oo« BRONLPL - VREPCTIAFFPRWAFDAVEGKCVLIFIVGG
~~EAVREVCSEQA~ETCPOIAFFPRAVFDVTRGKCAPPIYCS
=~ BANARBICLLPL~DYGPOIAFFPRYYYDRYTOSCRQFLYGS
«« ERAKPDFCRLER~DPGICIGFFPRY FYNNQAKQUERFVYCG
= - BAETDICKLPK -DEGTEIAFFRPRVYYD PNTKSCARFVYOG



S8Q In 2: {ewnt .}
5BO ID 4: {cont . )
BEQ ID &5 fcont.}
SEQ ID &: {cont .}
8BQ ID 7: {cont .}
8585 ID ¢ {eomt .}
SEQ ID 10: {conrt.)
SEQ ID 11l: {comt.]
SEQ ID 12: {cont.}
SBQ ID 13: {cont.)
SED IO 14:  {cont.)
BR8Q ID 15: {cont.)
8BQ ID is: {cont.}
SEQ IB 17: {cont.)
S5BQ ID 18: {econt.)
SBQ X 19: {cont.)
SEQ InD 20: foont .}
SEQ ID 21: {cont.)
BEQ ID 2&: {eont .}

BPTI (SRQ ID 29):
ITI-D1 {SEQ XD 36):
ITI-D2 {SEQ 1D 31):
LACTI-DL {SEQ ID 32):
LACT-D2 (SRQ 1D 33):
DACI-D3 (8EQ ID 34):
HEI B9 (SEQ ID 35):
Cw3 (SEQ ID 26):
TPPI-2 D1 (SBQ IB 37);
TPPI-2 D2 (SEQ IV 18):
TPPI~2 D3 {SEQ ID 39):
APP-1 (SEG XU 40):
BpiNE7? {(SEQ XD 41):

BITI-E7-141 {SRQ ID 43):

NUTT26A {5BQ ID 43):
HUTQE (SEQ ID 44):
MUTLIEL? (BBQ IU 45):
BPI-HNE-1 {SEQ ID 46):
EPI~-HNE-2 {SBQ ID 47):
EPI-HNB-3 {SBQ ID 48):
EPY-HNE-4 (5BQ ID 49):
DPY14 KR (SEQ ID 303 :
DPI24 KR (SEQ ID 51):
DPIss KR {SEQ ID 52):
DPISe KR (SEQ XD 53):
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Figura 3B

{cont.)
{ront .}
{osnt. ¥
{eant. .}
{cont .}
feont .}
{cont.}
sont .}

{eont .}
{conk.)

{cone.)
feont. )
{cont.}
{cont.)
{cont .}

{cont.}

{cont.}
{cont.}
{cone.}
{eont . )

feont.)

{cont.}
{coat.)
{cont.}
{cont. )

CEGNQ- - NRFESLERCKKMCTRD
CGGNQ- -NRPRSLBECKKMCTRD
CGGNQ- - NRPESLERCKKMCTRD

. CAGHQ~ ~NRFESLEECKEMCTRD

COGENG - - NRFESLEBCKEMCTRD
COGNQ- - NRFRSLEBCKKMCOTRD
CEGNQ- - NRFESLEBURKMCTRD
CEGNG- - RFESLEROKKMOTRD
CORNG- - HRFESLEROKKMCTRD
CGGNQ - - NRPESLERCKEMCTRD
CGGNQ - -NRFESLERCKKMCTRD
CGGNQ - - NRFESLEBCKKMOTRD
CORNQ- -NRPESLERCKKNCTRD
COENG- - NRPESLEBCKKMCTRD
COQNQ- ~NEPESLEBCKKMCTRY
COGNQ- - NRFESLEBCKKMOTRD
CGGHQ~ - NRFESLEECKIMCTRY
COGNQ- - NRFESLEECKKMOTRD
CGGNQ~ - NRPESLEECKKMOTRD
CRAKR- - NNPREARDCMRTCRGA
CMGNG - - NPVTRKECLOTCRTY
COGNG- -NRFYSERECREYCOVE
CEGNQ- - NUFESLERCKKSCTRD
CLGNK - - RNFETLEECKN ICRDG
COOHE- - NNFTSKOECLRACKKG
CGGNS - -NNFLRKERCERFCEFT
CGONE - -~ NKFOSQKECBRVCADY
CEGHA - - NNFYTWEACDDACWRT
CHRUR TENRPEDRATCMGPCARK
CGGND - - NNFYSREDCKRACAKA
CGONR - -NNFDTEEVCHMAVCGSA
CHMONG - -NNFESAEDCMRTOGGA
CMGHG - - NNFPVTRKDCLOTCRGA
CMENG - - RNFUTERKDCLOTCRGA
CMONG - - NNFYTEKDCLOTCRUA
CMGNG- -HNFVYTERDCLOTCRGA
CMGNG - ~NNFKSREDCHRTCGGA
COUNG - ~NKFYSERRCREYCGVE
CQONG - -NKFYSEKECREYOGVP
COGNG - -NKFYSEKECREYCGVP
CGONR - -NEFDTEEYCMAVCGSA
CEGNA- - NNFYTWEACDDACWRE
CLGNM- ~-RNFETLEECKNICEDG
CGONE - -NKPGSQKECERVCARY
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