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(57) Resumo: PROTEINAS, ACIDOS NUCLEICOS E
MEDICAMENTOS. A presente invengao refere-se a TGF-3s, ou
fragmentos ou derivados dos mesmos, em que dominio de formagéo
alfa-hélice entre residuos de aminoacidos (58) e (67) de TGF[33 de tipo
selvagem comprimento total compreende pelo menos uma substituicao
alfa-hélice estabilizante. A invengdo também prové TGF-f3s, ou
fragmentos ou derivados dos mesmos, em que residuo de glicina na
posi¢ao (63) TGF-f3 de tipo selvagem comprimento total é recolocado
por Prolina. Ainda adicionalmente, a invengdo prové TGF-p3s, ou
fragmentos ou derivados dos mesmos, compreendendo uma
substituigdo do residuo de acido Glutaminico na posi¢éo (12) do TGF-
B3 de tipo selvagem comprimento total e/ou o residuo de Arginina na
posicao (52) do TGF-B3 de tipo selvagem comprimento total. A
invengdo também prové medicamentos e métodos de tratamento
usando o TGF-f33s.
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Relatério Descritivo da Patente de Invencdo para "PROTEINAS,
ACIDOS NUCLEICOS E MEDICAMENTOS". |

A presente invengao refere-se as proteinas derivadas de TGF-
B3, para fragmentos biologicamente ativos de tais proteinas, e também para
acidos nucléicos codificando tais proteinas. A invengéo fornece também de-
rivados de tais proteinas ou fragmentos biologicamente ativos. A invengao
também fornece medicamentos compreendendo as proteinas, fragmentos,
derivados ou &cidos nucléicos da invengdo, bem como métodos de trata-
mento utilizando as proteinas, fragmentos, derivados ou acidos nucléicos.

O fator de crescimento transformante beta (TGF-Bs) é parte de
uma superfamilia de fatores de crescimento envolvidos na régulagéo de mui-
tos processos celulares, incluindo proliferagdo, migragao, apoptose, adesao,
diferenciagao, inflamagao, imuno-supressdo e expressao de proteinas extra-
celular.

Ha trés isoformas mamiferas de TGF-B denominadas TGF-$1,
TG-B2 e TGF-B3. TGF-Bs sdo produzidos por uma ampla escala de tipos
celulares incluindo epiteliais, endoteliais, hematopoiéticos, neuronais, células
do tecido conectivo.

Os TGF-Bs tém utilidade em diversos contextos terapéuticos, e a

isoforma TGF-B3 isoforma, em particular, tem muitas vantagens terapéuti-

cas. Como um resultado do potencial terapéutico do TGF-B3s existe muito
interesse em suas aplicagGes farmacéuticas. A seqiéncia de aminoécidos
de comprimento-total do tipo selvagem de TGF-§3 é estabelecida na Se-
quéncia ID No.1, e de cDNA codificando este TGF-B3 é definido na Seqtién-
cia ID No. 2.

TGF-B3 é conhecido a desempenhar B um papel crucial na regu-
lagao da resposta a cicatrizacao de feridas. A atividade de TGF-B3 pode in-
fluenciar a taxa de cicatrizagdo de feridas, bem como a extenséo da cicatriz
que ocorre como resultado de cicatrizagao. |

TGF-3 também pode utilizado no tratamento de distarbios fibré-
ticos, fibrose pulmonar, cirrose hepatica, esclerodermia, disturbios angiogé-

nicos, restenose, adesdes, endometriose, disturbios isquémicos, indugdo de
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cartilagens e 0sso, fertilizagao in vitro, mucosite ofal, doenca renal, preven-
cao, redugdo ou inibicao da cicatriz, melhoramento neuronal de reconexao
no sistema nervoso central e periférico, prevenir, reduzir ou inibir as compli-
cagdes da cirurgia ocular (tal como cirurgia LASIK ou PRK) ou cicatrizagao
na parte posterior do olho (tal como, Vitreorretinopatia proliferativa).

Os usos terapéuticos a que se prestam TGF-3 tém estabeleci-
do uma bem reconhecida necessidade de fontes de proteinas TGF-B3 biolo-
gicamente ativas e numerosas tentativas tém sido feitas para produzir esta
valiosa proteina por métodos recombinantes. No entanto, os processos exis-
tentes para a producao de TGF-B3 sdo severamente limitados devido a ne-
cessidade de redobramento do complexo protéico a fim de aicangar molécu-
las biologicamente ativas.

TGF-Bs existem naturalmente como proteinas homodiméricas
comp»ostas por duas subunidades de 112 aminoéacidos. Cada uma destas
subunidades TGF-B3 contém uma alfa-hélice formando dominio entre o 58°
e o 67° residuos do fragmento de peptideo ativo. Além da alfa-hélice entre
os residuos 58 e 67, cada subunidade TGF-B3 contém também um nidmero
de ligagOes intra-subunidade incluindo pontes de sal e ligacdes dissulfeto.

TGF-B3 € secretado como uma moléculas precursora inativa la-
tente de 100 kDa (L TGF-B3). A molécula de LTGF-33 consiste em:

i) peptideo sinal dl'rhero C-terminal 25kDa (fragmento ativo); e

i) peptideo latente-associado (LAP).

LTGF-B é ativado por dissociagdao do LAP do fragmento ativo.
Clivagem da LTGF-BS pode ser mediada por acdo de enzimas, tal como en-
dopeptidases como furina, plasmina e trombina ou pela acidificagdo do es-
paco pericelular. O fragmento dimérico TGF-B ativo é estabilizado por intera-
¢cOes hidrofdbicas e i6nicas, em que sdo também reforgadas por uma inter-
subunidade de ponte dissulfeto. Cada mondmero compreende varias verten-
tes de filamentos beta intrelagados por trés das quatro ligagoes intradissulfe-

" to e forma uma estrutura apertada conhecida como um "nédulo de cisteina".

Devido a complexidade de moléculas TGF-B3 biologicamente

ativas (em que sdo, como acima referido, proteinas homodiméricas com 8
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ligagOes dissulfeto intracadeia e uma ligacdo dissulfeto intercadeia) foram
inicialmente expressadas em organismos eucariéticos. No entanto, os niveis
relativamente baixos de expressdo que podem ser alcangados utilizando
sistemas de expressao eucaridticos, em combinagdo com elevados custos
de tais processos, significam que o uso de hospedeiros microbianos foi in-
vestigado, a fim de tentar melhorar a eficiéncia comercial da produgao TGF-
B3.

A desvantagem de usar hospedeiros microbianos como E.coli
para expressar moléculas recombinantes, tal como, TGF-B3, que contém
multiplas ligacGes dissulfeto é que as proteinas produzidas sdo normalmente
incorretamente dobradas, e, muitas vezes, formam corpos de inclusdo inso-
laveis. Estes corpos de inclusdo requerem solubilizacido seguida por renatu-
ragao para permitir a proteina redobrar dentro de sua conformacao ativa bio-
l6gica nativa. Para efetivamente renaturar homodimero TGF-B3, ligacdes
covalentes dissulfeto na orientagdo correta precisam ser regeneradas. A
probabilidade de formar um correto homodimero TGF-$3 do processo de
formagao aleatéria de ligacao dissulfeto € baixo, dado que existem nove li-
gagoes dissulfeto, permitindo 34.459.245 combinagdes possiveis de ligagdes
dissulfeto. Portanto, ndo é surpreendente que o redobramento de TGF-B3
produzido recombinantemente pode severamente influir sobre sua fabrica-
¢ao, visto que o redobramento pode levar até 144 horas, e tipicamente sé
alcanga voltar eficiéncias de redobramento na regidao de 20%.

E um objetivo da presente invengao evitar ou atenuar alguns dos
problemas associados com a técnica anterior. E um objetivo de certos as-
pectos da presente invengdo fornecer TGF-B3s (ou fragmentos ou derivados
destes) que tenham melhorado a eficiéncia de redobramento em compara-
¢ao com o tipo selvagem de TGF-B3. E outro objetivo de certos aspectos da
invengao fornecer agentes diferentes do tipo selvagem de TGF-B3 que tém
atividade TGF-B3. Esses agentes podem fornecer valiosas alternativas a
naturalmente ocorréncia de TGF-B3.

Em um primeiro aspecto da presente invengao é fornecido TGF-
B3 ou um fragmento ou derivado deste, onde o dominio de formacéo alfa-
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hélice entre os residuos de aminoacidos 58 e 67 de comprimento total do
tipo selvagem de TGF-B3 compreende pelo menos uma substituicdo alfa-
hélice estabilizante. A invengcao também fornece um acido nucléico codifi-
cando um TGF-33, ou”fragmento ou derivado destes, de acordo com o pri-
meiro aspecto da invengao.

Os inventores tém surpreendentemente descoberto que 0 novo
TGF-B3s descrito no primeiro aspecto da invengao partilha a mesma ativida-
de biolégica como naturalmente ocorréncia TGF-B3, e tem eficiéncia de re-
dobramento de proteina muito melhorada quando comparada com TGF-33
do tipo selvagem. Este aumento da eficiéncia de redobramento de protefna
constitui uma vantagem marcada e importante visto que tanto simplifica as
condi¢bes de redobramento que podem ser utilizadas para produzir TGF-$3s
biologicamente ativo e também aumenta consideravelmente o rendimento
dessas proteinas (ou fragmentos ou derivados dessas proteinas) que podem
ser produzidas utilizando sistemas de expressao de proteinas procaribticas.

Sem querer vincular por qualquer hipétese, os inventores acredi-
tam que a introducdo de substituicdes alfa-hélice estabilizantes dentro de
dominios alfa-hélice formadores vantajosamente diminui a flexibilidade de
alfa-hélice formada por esse dominio. Essa flexibilidade diminuida ajuda a
promover o proprio redobramento do TGF-$3s de acordo com o primeiro as-
pectd da invengdo para produzir proteinas biologicamente ativas (ou frag-
mentos ou derivados destes). A flexibilidade diminuida transmitida pela esta-
bilizagao da alfa-hélice através de substituicdes alfa-hélice estabilizantes é
suficiente para aumentar rendimentos de redobramento de TGF-B3 correta-
mente (particularmente TGF-B3 dimérico redobrado), mas, surpreendente-
mente, 0s inventores descobriram que tais substituicbes nao alteram a ativi-
dade bioldgica do TGF-B3s em conformidade com o primeiro aspecto da in-
vengao, e nao retira sua eficacia terapéutica e bioldgica.

Exceto para o contexto em que exige o contrario, a numeragao
dos residuos de aminoacido no presente relatorio é baseda sob a seqiiéncia
do aminoacido do peptideo ativo das porcbes de TGF-B3s. Por exemplo, as
referéncias a "comprimento-total de TGF-3 do tipo selvagem" devem ge-
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ralmente ser empregadas para referir a sequéncia de aminoacido do pepti-
deo ativo mostrada na Sequéncia ID No. 1, e as referéncias ao dominio alfa-
hélice-formador entre residuos de aminoacido 58 e 67 sdo para ser construi-
das em conformidade.

Uma substituicdo alfa-hélice estabilizante pode preferencialmen-
te compreender uma substituicdo de residuo de glicina na posicdo 63 de
comprimento-total do TGF-B3 tipo selvagem. No entanto, substituicbes ade-
quadas podem adicionalmente ou alternativamente compreender substitui-
¢Oes de, por exemplo, uma ou ambas de Treoninas na posi¢do 60 ou 67 de
comprimento-total de TGF-33 do tipo selvagem ou de Asparagina na posigdo
66 de comprimento-total TGF-B3 de tipo selvagem. Deve ser preferido que
substituicdes alfa-hélice estabilizantes para uso com a invengdo nio com-
preendam substituicdo da valina 61.

Uma substituicado "alfa-hélice estabilizante", de acordo com a
presente invengao deve ser entendida para ser uma substituicdo em que um
determinado residuo de aminoacido presente no TGF-B3 do tipo selvagem é
substituido por residuo trocado tendo uma maior propenséo para a formagéo
de alfa-hélice. Assim, a troca do residuo de aminoacido introduzido na subs-

tituicdo da alfa-hélice estabilizante nao tem necessariamente que ser uma

-em que sua predisposi¢ao a integracédo estavel dentro da alfa-hélice, mas s6

precisa ter uma maior propensao para integragao estavel do que faz o ami-
noacido substituido. No entanto, pode geralmente ser preferido que uma tro-
ca introduzida do aminoacido como parte de uma substituigdo da alfa-hélice
estabilizante seja um residuo de aminoéacido que néo favorega uma integra-
¢ao dentro da uma alfa-hélice. _

Os inventores descobriram residuos de aminoacido de troca pre-
feridos que podem ser introduzidos nas substituices alfa-hélice estabilizan-
tes de acordo com o primeiro aspecto da invengao pode ser qualquer um ou
combinagao de aminoacidos selecionados do grupo compreendendo: alani-
na, serina, treonina, valina, leucina, isoleucina, metionina e fenilalanina. Es-
tes residuos de aminoéacido de troca preferidos sédo todos considerados co-
mo sendo adequados para uso em substituices alfa-hélice estabilizantes de
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residuos de Glicina na posi¢ao 63 do compfimento-total do TGF-B3 de tipo

selvagem. Dito isto, residuos de aminodacido de troca selecionados a partir

deste grupo pode ser substituido em qualquer posicdo do dominio alfa-
hélice-formador entre os residuos de aminoéacidos 58 e 67 em que se podem

fornecer uma substituicao alfa-hélice estabilizante.

Apesar dos residuos de aminoacido listados acima representa-
rem residuos preferidos para uso nas substituicdes alfa-hélice estabilizantes,
sera apreciado um numero de sistemas alternativos qualitativos e quantitati-
vos em que a propensao de um residuo de aminoécido para contribuir para a
formagao da alfa-hélice (e, deste modo, a adequagédo do residuo para uso
em uma substituicao alfa-hélice estabilizante) pode ser medido, e que resi-
duos de aminoacido adequados para uso em substituicdes alfa-hélice estabi-
lizantes poderao ser selecionados com referéncia a qualquer um desses sis-
temas, em combinagdo com o conhecimento da seqléncia de TGF-33.

A titulo de exemplo, um sistema qualitativo descrito por Chou e
Fasman identifica cinco diferentes classificagées de residuos de aminoaci-
dos com base em sua propenséao para a formagao de alfa-hélice. Em ordem,
estes sao:

Formadores de hélice forte; Formadores de
hélice fraca; Formadores

Indiferentes; Finalizadores de hélice fraca
e Finalizadores de hélice forte.

Para efeitos do presente relatério, os residuos de aminoacido do
acido glutamico, histidina, triptofano, lisina, alanina, metionina, valina, isoleu-
cina, leucina, Glutamina e fenilalanina podem ser considerados para serem
formadores de hélice, com Glutamina, metionina, alanina e leucina constitu-
indo formadores de hélice forte. Em contraste, asparagina, glicina e prolina
podem ser consideradas para constituir finalizadores de hélice, com glicina e
prolina sendo finalizadores de hélice forte.

Assim, se a propensao para a formacgao de alfa-hélice é avaliada
com referéncia a esta escala quélitativa sera reconhecido que, apesar de

uma substituicao alfa-hélice estabilizante pode preferencialmente ser um em
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que um residuo de aminoécido seja trocado por um formador de hélice,
substituicao alfa-hélice estabilizante adequado pode alternativamente fazer
uso de formas indiferentes ou até mesmo de finalizadores de hélice depen-
dendo da natureza do residuo de aminoacido que esta a ser trocado. Por
exemplo, no caso em que a forma indiferente do residuo de aminoacido esta
para ser o objeto de uma substituicao alfa-hélice estabilizante, um residuo
de aminoacido substituto adequado pode ser um formador de hélice forte ou
um formador de hélice fraco. No caso em que um finalizador de hélice forte
esta para ser o objeto da substituicao alfa-hélice estabilizante o residuo de
aminoacido substituto pode ser um formador de helice forte, um formador de
hélice fraco, um aminoacido de forma indiferente ou finalizador de hélice fra-
co.

Assim, uma substituicdo alfa-hélice estabilizante de acordo com
a presente invencao pode compreender a substituicdo de um finalizador de
hélice forte com um finalizador de hélice fraco, ou um residuo de aminoacido
de forma indiferente, ou um formador de hélice fraco, ou um formador de
hélice forte. Alternativamente ou adicionalmente, uma substituicdo alfa-hélice
estabilizante adequada pode compreender a substituicdo de finalizador deé

hélice fraco com uma forma indiferente, um formador de hélice fraco ou um

-formador de hélice forte. Alternativamente ou adicionalmente, uma substitui-

¢ao alfa-hélice estabilizante adequada pode compreender a substituicdo de
um residuo de aminoacido de forma indiferente com um formador de hélice
fraco ou um formador de hélice forte. Alternativamente ou adicionalmente,
uma substituicdo alfa-hélice estabilizante adequada pode compreender a
substituicdo de um formador de hélice fraco com um formador de hélice for-
te. ‘

Uma alternativa de avaliagdo da propensdo de um residuo de
aminoacido para formagao de alfa-hélice, e, por conseguinte, a sua adequa-
¢ao para ser utilizada como parte de uma substituicdo alfa-hélice estabilizan-
te podé ser baseada em quaisquer do numero de escalas quantitativas co-
nhecidas por aqueles qualificados na técnica.

Um exemplo deste tipo de escala quantitativa que pode ser utili-
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zado para determinar um residuo de aminoéacido de adequacgao para 0 uso
em uma substituicdo alfa-hélice estabilizante é estabelecido na Tabela 1.
Esta tabela fornece valores, calibrado em kcal/mol, refletindo a propenséao
dos aminoacidos para contribuir para a formagao da alfa-hélice. Um valor
elevado na Tabela 1 esta associado a uma baixa tendéncia para a formacéao
da alfa-hélice. | °

Assim, quando a adequag¢ao de um residuo de aminoacido para
uso em uma substituigdo alfa-hélice estabilizante como requerido pelo pri-
meiro aspecto da invengédo é avaliada usando uma escala quantitativa, tal
como a estabelecida na Tabela 1, uma substituigao alfa-hélice estabilizante
adequada é uma em que um residuo de aminoécido é substituido por um
residuo de aminoacido trocado que tem uma maior propensio formagao
de hélice (indicados na Tabela 1 por um menor valor kcal/mol) do que o re-
siduo a ser substituido.

Substituicoes adequadas que podem ser utilizadas de acordo
com a invengao incluem aquelas que introduzem aminoacidos de substitui-
¢ao artificial. Exemplos adequados de aminoacidos de substituigcbes artifici-
ais que podem ser utilizados para serem beneficialmente usados para esta-
bilizar alfa-hélices incluem residuos de aminoacido tendo cadeias retas hi-
droxila e alquila.

Alanina representa particularmente um residuo de aminoacido
de substituicdo preferido adequado para uso em substituicao alfa-hélice es-
tabilizante. E mais preferido que um TGF-B3 ou fragmento ou derivado des-
te, de acordo com o primeiro aspecto da invengdo compreenda a substitui-
¢ao de glicina na posigdo 63 do comprimento-total do TGF-B3 tipo selvagem
com alanina.

A sequéncia de aminoacidos de um TGF-B3 preferido de acordo
com o primeiro aspecto da invengao € estabelecida na Sequéncia ID No. 3
(Gly-63Ala), e DNA codificando TGF-B3 é definido na sequéncia ID No. 4.
Fragmentos ou derivados do TGF-B3 de Sequéncia ID No. 3 contendo a
substituicao alanina na posi¢ao 63 do comprimento-total TGF-B3 tipo selva-
gem representam fragmentos ou derivados TGF-B3 preferidos de acordo
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com o primeiro aspecto da inven¢éo .

Uma substituicdo adequada pode ser uma em que um Ou mais
residuos de aminoacidos situados entre 58 e 67 do comprimento total de
TGF-B3 do tipo selvagem séo substituidos com um ou mais residuos de a-
minoacidos naturais ou artificiais. A titulo de esclarecimento adicional, substi-
tuicbes adequadas podem envolver a substituicao de um Unico residuo de
aminoacido com um ou mais residuos substituidos, ou a substituicdo de
mais do que um residuo de aminoacido com um ou mais residuos substitui-
dos. Uma substituicao preferida pode ser uma em que 0 numero de residuos
de aminoacido é conservado, ou seja, uma em que 0 numero de residuos de
aminoacido substituido é 0 mesmo que o numero de substituigdes de resi-
duos de aminoécidos introduzidos.

Ira ainda ser apreciado que residuo de aminoacido preferido (ou
residuos) para ser substituido pode ser selecionado com referéncia as esca-
las qualitativas ou quantitativas discutidas acima. Assim, um aminoéacido a-
dequado a ser objeto de uma substituigdo alfa-hélice estabilizante pode ser
classificado como um finalizador de hélice ou preferencialmente um forma-
dor de hélice forte, com referéncia a escala qualitativa discutida acima. Com
referéncia & escala quantitativa estabelecida na Tabela 1, um aminoécido
adequado a ser objeto de uma alfa-hélice estabilizante pode preferencial-
mente ser um com um valor de propensao de hélice igual ou superior a 0,50,
mais preferenciaimente uma com valor de propensao de hélice maior ou i-
gual a 0,60, e mais preferencialmente com um valor de propensao de hélice
de 1,00. _

Os inventores acreditam que TGF-B3s ou fragmentos biologica-
mente ativos ou derivados destes, de acordo com o primeiro aspecto da in-
vengao podem ser utilizados em todos os contextos em que se desejam fa-
zer uso da atividade biolégica do TGF-B3 do tipo selvagem. Estes particu-
larmente incluem, mas nao estao limitados a, usos terapéuticos. Em harmo-
nia com este uso terapéutico a invengdo também fornece o uso de TGF-33
ou um fragmento ou derivado deste, de acordo com o primeiro aspecto da

invengao como um medicamento.
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Sera apreciado que, embora possa ser preferivel que um frag-
mento ou derivados de um TGF-BS de acordo com o primeiro aspecto da
invencao compreenda o dominio formacao alfa-hélice de comprimento total
contendo substitui¢cao alfa-hélice estabilizante, este nao tem que necessari-
amente ser o caso. Um fragmento ou derivado adequado pode compreender
um dominio de fo'rmag‘éo alfa-hélice truncado, enquanto que este dominio de
formagado alfa-hélice truncado compreende pelo menos uma substituicdo
alfa-hélice estabilizante.

Em um segundo aspecto da invengao é fornecido um TGF-B3,
ou um fragmento ou derivado deste,vonde os residuos de glicina na posi¢éo
63 de comprimento-tola TGF-B3 do tipo selvagem sdo substituidos com pro-
lina. A invengéo fornece também uma molécula de acidos nucléicos codifi-
cando um TGF-B3 ou um fragmento ou derivado deste, de acordo com o se-
gundo aspecto da invengao. _

Os inventores tém surpreendentemente encontrado que protei-
nas, de acordo com o segundo aspecto da invenc¢ao (ou seus fragmentos ou
derivados) tém atividade bioldgica comparavel a TGF-3 do tipo selvagem.
Esta constatacao é inesperada, uma vez que pode ser pensado que a pre-
senca de prolina em uma regiao de TGF-B3 normalmente associadoa com
formagao de alfa-hélice possa interferir com a estrutura secundéria de tais
proteinas e, assim, prejudicar a sua fungédo bioldgica. Apesar da eficiéncia
do redobramento do TGF-B3s de acordo com o segundo aspecto da inven-
¢ao é menor do que do TGF-3 tipo selvégem o defeito antecipado da fun-
¢cao surpreendentemente nao ocorre.

‘Assim, proteinas, de acordo com o segundo aspecto da inven-
¢éo (ou seué fragmentos ou derivados) fornecem uma valiosa contribuicdo
para a técnica, na medida em que expandem o repertério de compostos ca-
pazes de exercer atividade TGF-B3 que estdo a disposicdo de um versado.
Tais compostos podem, por exemplo, ser utilizados nos contextos em que é
desejado usar TGF-33 de atividade terapéutica. }

A seqgliéncia de aminoacidos de um TGF-3 préferido de acordo
com o segundo aspecto da invengéo é estabelecida na Sequéncia ID No. 5
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(Gly-63Pro), e DNA codificando este TGF-(33 é estabelecido na Sequéncia
ID No 6. Fragmentos ou derivados do TGF-B3 de Seqliéncia ID No. 5 con-
tendo a substituigdo prolina na posi¢cdo 63 do comprimento-total do TGF-B3
tipo selvagem representam fragmentos ou derivados TGF-B3 preferidos, de
acordo com o segundo aspecto da invengao.

Determinado que TGF-B3s, ou fragmentos ou derivados destes,
de acordo com 0 segundo aspecto da invengdo podem ser usados em con-
textos em que € desejado utilizar a atividade biolégica terapéutica do TGF-
B3 de tipo selvagem sera apreciado que também existe fornecer o uso de
TGF-B3s, ou fragmentos ou derivados destes, de acordo com o segundo
aspecto da invengao como medicamentos. Os inventores acreditam que tais
medicamentos podem ser utilizados em todos os contextos clinicos em que
seja conhecida para fazer uso da atividade biolégica do TGF-B3.

Em um terceiro aspecto da invengéo é fornecido um TGF-3 ou
um fragmento ou derivado deste compreendendo por uma substituicdo do
residuo de acido glutdmico na posi¢do 12 do comprimento-total do TGF-3
de tipo selvagem e/ou o residuo de arginina na posi¢do 52 do comprimento-
total de TGF-B3 tipo selvagem. A invengao fornece também uma molécula
de &cidos nucléicos codificando TGF-83 ou um fragmento ou derivado deste,
de acordo com o terceiro aspecto da invencao.

| Sera apreciado que o terceiro aspecto da invengdo, entdo, en-
globa TGF-f3s em que o acido glutamico na posicdo 12 do comprimento-
total de TGF-B3 tipo selvagem é substituido, mas a arginina na posigdo 52
do comprimento-total do TGF-B3 tipo selvagem é retido. O terceiro aspecto
da invengao abrange também TGF-3s em que o 4cido glutamico na posigédo
12 do comprimento-total do TGF-B3 tipo selvagem é retido, mas a arginina
na posi¢ao 52 do comprimento-total de TGF-B3 tipo selvagem é substituida.

No entanto, é preferivel que TGF-B3s de acordo com o terceiro
aspecto da invengdo compreenda substituicdes de ambos os residuos de
acido glutamico na posigdo 12 do comprimento-total de TGF-B3 tipo selva-
gem e os residuos de arginina na posi¢ao 52 de comprimento-total TGF-B3

do tipo selvagem.
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Os inventores tém surpreendentemente descoberto que protei-
nas de acordo com o terceiro aspecto da invengdo também tém atividade
biolégica comparavel a do TGF-B3 do tipo selvagem. Esta constatagdo €
inesperada, uma vez que a substituicdo de um ou de ambos residuo de aci-
do glutdmico na posicdo 12 do comprimento-total de TGF-3 tipo selvagem
e/ou residuo de Arginina na posi¢do 52 de comprimento-total do TGF-B3 tipo
selvagem interrompe a formac¢ao de uma subunidade-intra de pontes salinas
normalmente encontradas em TGF-B3 tipo selvagem. Esta falha para com-
pletar a prépria formagdo de ponte salina pode ser esperada para a diminui-
¢do da atividade biolégica do TGF-B3s de acordo com o terceiro aspecto da
invengdo, uma vez que, a atividade bioldgica de proteinas, tal como, TGF-Bs
geralmente é acreditado para ser dependente da sua conformagao.

Além disso, os inventores tém também encontrado que TGF-
B3s, de acordo com o segundo aspecto da invengao, exibem uma eficiéncia
de éxito de redobramento de que é apenas mais elevada do que a observa-
da para o TGF-B3 de tipo selvagem. Esta constatacdo é extremamente sur-
preendente, uma vez que seria esperado pelos versados que a falta de for-
magao de subunidade-intra de ponte salina que deve ter lugar no TGF-3s
de acordo com o segundo aspecto da invengdo poderia delete’ricamente in-
fluenciar nas incidéncias de redobramento e, conseqliientemente, diminuir o
rendimento da atividade biolégica do TGF-§3.

Assim, proteinas, de acordo com o terceiro aspecto da invengao
servem para expandir o repertério de compostos capazes de exercer ativi-
dade TGF-B3 que estédo a disposigéo'dos versados. Tal como referido acima,
a disponibilidade de tais compostos € importante em contextos, tais como,
aqueles em que se deseja usar a atividade terapéutica TGF-$3.

Os inventores descobriram que uma ou outra do acido glutadmico
na posicao 12 do comprimento-total do TGF-B3 tipo selvagem ou a Arginina
na posigado 52 comprimento-total do TGF-B3 tipo selvagem pode ser substi-
tuida por qualquer um residuo de aminoacido (ou qualquer combinacgao de
residuos de aminoacidos) selecionados a partir do grupo composto em seri-

na, alanina, treonina, valina, isoleucina, metionina, fenilalanina e leucina.
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E preferivel que serina seja usada como um residuo de aminoa-
cido substituto em TGF-B3s ou fragmentos ou derivados destes, de acordo
com o terceiro aspecto da invengdo. Serina pode ser utilizada como um
substituto para o acido glutamico na posi¢do 12 do comprimento-total do
TGF-B3 tipo selvagem ou a Arginina na posi¢cao 52 do comprimento-total de
TGF-B3 tipo selvagem. A maior parte preferencialmente de serina é usadé
para substituir tanto o acido glutdmico na posicdo 12 do comprimento-total
TGF-B3 tipo selvagem e a arginina na posi¢gao 52 de comprimento-total do

- TGF-B3 tipo selvagem.

Um primeiro exemplo de um TGF-B3 preferido de acordo com o
terceiro aspecto da invencao é estabelecido na Seqiéncia ID No. 7. A inven-
cao abrange fragmentos ou derivados biologicamente ati_vbs de Sequéncia
ID No. 7 compreendendo a substituicdo Glul2-Ser. cDNA codificando este
TGF-B3 preferido é estabelecido na Seqiiéncia ID No. 8.

Um segundo exemplo de um TGF-B3 preferido de acordo com o
terceiro aspecto da invengao é estabelecido na Seqiéncia ID No. 9. Frag--
mentos ou derivados biologicamente ativos da Sequiéncia 1D No. 9 compre-
endendo a substituigdo Arg52-Ser constituem também fragmentos ou deri-
vados preferidos, de acordo com a invengao. cDNA codificando este TGF-B3
preferido é estabelecido na Seqléncia ID No. 10.

Um terceiro exemplo de um TGF-B3 preferido, de acordo com o
terceiro aspecto da invengao é estabelecido na Sequéncia ID No. 11 frag-
mentos ou derivados biologicamente ativo de Sequéncia ID No. 11 que com-
prendem tanto a substituicdo Glul2-Ser e a substituicdo Arg52-Ser constitu-
em também fragmentos ou derivados preferidos, de acordo com a invengao.
cDNA codificando este TGF-B3 preferido é estabelecido na Sequéncia ID
No. 12.

Os inventores acreditam que TGF-B3s ou fragmentos ou deriva-
dos destes biologicamente ativos, de acordo com o terceiro aspecto da in-
vengao podem ser utilizados em todos os contextos em que se podem fazer

uso da atividade bioldgica do TGFFBB tipo selvagem. Estes incluem, mas néao

- estdo limitados a, usos terapéuticos do TGF-B3. Desta forma, a invengéo
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também fornece a utilizagdo de um TGF-B3 ou fragmento ou derivado des-
tes, de acordo com o terceiro aspecto da invengao como um medicamento.

TGF-B3s da invencdo ou fragmentos ou derivados destes biolo-
gicamente ativos podem ser utilizados no tratamento de feridas (incluindo
feridas cronicas, tais como, ulceras). Eles podem, particularmente, ser utili-
zados para promover a cicatrizagao acelerada da ferida com prevengao, re-
ducgao ou inibigao da cicatriz, e/ou para promover a reepitelializagdo de feri-
das. TGF-B3s da invengdo pode também ser utilizado para efeitos de pre-
vengdo ou tratamento de disturbios fibréticos, em que pode ser selecionado
independentemente do grupo compreendendo fibrose pulmonariana, cirrose
hepatica, esclerodermia e glomerulonefrite, fibrose pulmonar, fibrose hepati-
ca, fibrose da pele, fibrose muscular, fibrose por radiagao, fibrose renal, Vi-
treorretinopatia proliferante e fibrose uterina.

TGF-B3s da invenc¢ao pode ser utilizado no tratamento da escle-
rodermia, disturbios de angiogénese, restenose, adesdes, endometriose,
doenca isquémica, indugao de cartilagens e osso indugao, fertilizacao in vi-
tro, mucosite oral e doenga renal. A titulo de exemplo, a aplicagao topica do
dimérico TGF-B3, tipo selvagem tem sido demonstrado, em modelos animais
e clinicos, para acelerar a taxa de cicatrizagao cronica de Glceras por pres-
s$a0 nao cicatrizantes; reduz a incidéncia, severidade e duragao da fase oral
da mucosite e reduz os efeitos laterais adversos da radiagao da sindrome
gastrointestinal resultante dos danos as células-tronco causados pela radio-
terapia e quimioterapia durante o tratamento do cancer. Os inventores. acre-
ditam que TGF-B3s da invengdo ou fragmentos ou seus derivados, benefici-
almente podem ser utilizados em todas estas indicagoes.

TGF-B3s da invengdo podem ser usados da mesma forma como
TGF-B3 de ocorréncia naturaimente, por exemplo, para o tratamento de con-
dicdes em que podem, por exemplo, ser selecionados independentemente
do grupo compreendendo disturbios fibréticos, esclerodermia, disturbios de
angiogénese, restenose, adesodes, endometriose, doenga isquémica, indu-
¢ao de cartilagens e osso, fertilizagao in vitro, mucosite oral, doenga renal,

prevencéo, reducao ou inibigdo da cicatriz, melhoramento da reconexao neu-
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ronal no sistema nervoso central e periférico e para prevenir, reduzir ou inibir
as complicagbes da cirurgia ocular (tal como cirurgia de LASIK ou PRK).

TGF-B3s da inveng¢ao podem ser utilizados no tratamento de fissura de labio
e palato (por exemplo, em conjugagdo com a reparagdo cirdrgica de tais

condigbes) e, na redugao ou inibigdo da cicatriz e cicatrizagao acelerada de

tendbes. As formas mutantes de TGF-B3 descritas na presente invengéo séo

capazes de promover a cicatrizagao acelerada e/ou evitar, reduzir ou inibir a

formacgao da cicatriz da mesma maneira como TGF-B3 de ocorréncia natural.

Eles também sao capazes de promover a regeneracgao epitelial ém locais de

dano epitelial.

O " TGF-B3 da invengdo" e para ser empregado para emglobar
qualquer TGF-B3 mutante, de acordo com qualquer um dos primeiro, segun-
do ou terceiro aspectos da presente invengdo. Serd apreciado que TGF-B3s
da invengdo néo engloba TGF- ou TGF-f2. A identidade de um TGF-f3
pode ser determinada com referéncia a sua seqiéncia ou, preferencialmente
com referéncia a sua atividade biolégica. Assim, um TGF-B3 pode ser dife-
renciado de um TGF-pi ou um TGF-P2 na base de que é capaz de reduzir a
formagéo da cicatriz em uma ferida em que o TGF-B3 é administrado. TGF--
B3s, de acordo com a presente invengao pode preferncialmente ser TGF-B3s
nao natural. '

| Um TGF-B3, de acdrdo com qualquer aspecto da invengado pode
ser utilizado na preparagao de um medicamento para o tratamento de qual-
quer condicao em que pode ser desejado a utilizar TGF-B3. Tais usos inclu-
em, mas nao se limitando a, tratamento de uma das condi¢bes consideradas
no presente relatério. Pode ser preferivel que TGF-B3, de acordo com a pre-
sente invengao sejam utilizados na preparagdo de medicamentos para pro-
mover a cicatrizagao acelerada das feridas e/ou a prevengao, redugdo ou
inibigao da cicatriz. Essas cicatrizes podem ser associadas com feridas e/ou
com disturbios fibréticos. Medicamentos fabricados com TGF-B3s da inven-
¢ao podem preferencialmente ser para uso na pele ou nos olhos (por exem-
plo, na aceleragao da cicatrizagéb da pele ou olhos, ou para a prevengao,
redugao ou inibicdo da cicatriz na pele ou olho).
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TGF-B3s, de acordo com a invengéo podem ser tanto TGF-B3s
ativo ou latente (ou seja, quer com, ou sem, o peptideo associado a latén-
cia).

Salvo para onde o contexto exigir outra forma todas as referén-
cias ao TGF-3s, de acordo com a invengao também devem ser tomadas de
forma a abranger fragmentos ou derivados de tais TGF-B3s, onde esses
fragmentos ou derivados sao caracterizados em que eles compreendem
substituicbes (de acordo com primeiro, segundo ou terceiro aspectos da in-
vengao conforme o Caso) que diferencié-los a partir de fragmentos ou deri-
vados produzidos a partir do TGF-B3 tipo selvagem (as sequéncias de ami-
noécidos da qual é tido para o presente propdsito para ser representada pela
Sequéncia ID No. 1). Fragmentos ou derivados adequados de TGF-B3s de
acordo com o primeiro, segundo ou terceiro aspecto da invengao podem ser
compostos, de pelo menos, 10 residuos de aminoacidos, preferencialmente,
pelo menos, 40 residuos de aminoacidos, mais preferencialmente, pelo me-
nos, 70 residuos de amino&cidos, e mais preferencialmente ainda, pelo me-
nos, 100 residuos de aminoacidos.

Referéncias no presente relatério para TGF-B3s e fragmentos de

TGF-B3s também englobam derivados de tais proteinas ou fragmentos, ex-

-ceto para onde 0 contexto requerer outra forma.

Sem limitagbes, exemplos adequados de formas adequadas de
derivados podem ser selecionados do grupo consistindo em: derivados de
peptideo terapeuticamente eficaz do TGF-B3s da invengcédo (ou seus frag-
mentos); fragmentos ou derivados terapeuticamente eficaz compreendendo
ou baseados no farmacoéforo de TGF-3s da invencao (ou seus fragmentos);
derivados peptdides terapeuticamente eficaz de TGF-f3s da invengéo (ou
seus fragmentos); derivados de D-aminodacido terapeuticamente eficaz de
TGF-B3s da invengao (ou seus fragmentos); peptidomiméticos terapeutica-
mente eficaz baseado no TGF-f3s da invengdo (ou seus fragmentos); ana-
logos pépticos terapeuticamente eficaz de TGF-f3s da invengao (ou seus
fragmentos); pseudopeptideos terapeuticamente eficaz baseado no TGF-B3s

da invencéo (ou seus fragmentos); peptideos retro-inverso terapeuticamente
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eficaz baseado no TGF-B3s da invengao (ou seus fragmentos); derivativos
depsipeptideo terapeuticamente eficaz baseados no TGF-B3s da invengao
(ou seus fragmentos); derivados P-peptideo terapeuticamente eficazes ba-
seados no TGF-B3s da invengdo (ou seus fragmentos), e derivados retro-
peptoideos terapeuticamente eficaz baseados no TGF-f3s da invengao (ou
seus fragmentos).

Sera apreciado que, para efeitos da presente invengdo "um
TGF-B3" pode ser empregado para englobar tanto as formas monoméricas e
diméricas de TGF-B3. Os inventores tém surpreendentemente encontrado
que TGF-B3s de acordo com a presente invengao sdo capazes de exercer
os seus efeitos bioldgicos, em ambos as formas monomeéricas e diméricas.
Isto contrasta surpreendentemente com o que foi previamente relatado no
estado da técnica, onde é geralmente considerado que TGF-8s, tal como,
TGF-B3 podem apenas exercer a atividade bioldgica, qUando em sua forma
dimérica. Os inventores concluiram que TGF-B3s, de acordo com a presente
invencdo, podem ser utilizados na forma monomérica que proporciona gran-
des vantagens na medida em que tais formas monoméricas podem ser ge-
radas através de técnicas de dobramento relativamente simples (exemplos
de que sao discutidos mais adiante) deste modo, aumentando a veldcidade
com a qual as moléculas biologicamente ativas podem ser geradas, ao
mesmo tempo, reduzindo os custos associados com a produgao de tais mo-
léculas.

Pode ser preferivel que um TGF-B3 monomérico da invengdo é
um TGF-$3, tal como estabelecido no Sequéncia ID N 3, 5, 7, 9 ou 11, ou
um fragmento ou derivado deste.

Um "medicamento da invengdo" é para ser empregado para
compreender qualquer medicamento que compreenda um TGF-f3, de acor-
do com a invengédo. Um medicamento da invengdo pode, adicionalmente ou
alternativamente ser um medicamento que compreenda um acido nucléico
codificando um TGF-B3, de acordo com a inveng¢&o. Este engloba ambos os
medicamentos per se (ou seja, independentemente da utilizagao em que o

medicamento é para ser posto), e medicamentos para uso em aplicagbes
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terapéuticas especificas (por exemplo, no tratamento ou melhoria das condi-
¢bes consideradas no presente relatério). E também entendido que medica-
mentos da invencao devem ser entend'idos para abranger medicamentos
que compdem derivados ou fragmentos TGF-B3s adequados da invengao,
ou acidos nucléicos codificando tais fragmentos ou derivados.

Um "método de tratamento da invengdo" (ou "método da inven-
¢cdo") é para ser empregado para compreender qualguer método de trata-
mento que utiliza uma quantidade terapeuticamente eficaz de TGF-B3, de
acordo com a invenc;éo, ou um &cido nucléico codificando tal TGF-B3. E para
ser entendido que os métodos de tratamento da invengéao devem ser enten-
didos para abrénger' métodos de tratamento que utilizam adequados frag-
mentos ou derivado de TGF-B3s da invengao, ou acidos nucléicos codifican-
do tais fragmentos ou derivado.

Medicamentos compreendendo TGF-B3s da invengdo ou frag-
mentos ou derivados biologicamente ativos destes, podem ser utilizados no
tratamento de feridas (incluindo as feridas crdnicas, tais como, ulceras). Eles
podem particularmente ser usados para promover a cicatrizacdo acelerada
da ferida com a prevengéo redugdo ou inibicdo da cicatriz e/ou para promo-
ver o reepitelializagdo de feridas. TGF-B3s da invencdo podem também ser
utilizados para efeitos de prevengao ou tratamento de disturbios fibréticos,
tais como, fibrose pulmonariana, cirrose e fibrose hepética, esclerodermia,
glomerulonefrite, fibrose de pele, fibrose por radiagéo, fibrose renal, Vitreor-
retinopatia proliferativa ou fibrose uterina.

TGF-B3s da invengdo podem ser utilizados no tratamento de
condigOes selecionadas independentemente do grupo constituido em: escle-
rodermia, disturbios de angiogénese, restenose, adesdes, endometriose,
doenca isquémica, indugdo de cartilagem e osso, fertilizagao in vitro, mucosi-
te oral, doenca renal, Fibrose pulmonar, cirrose e fibrose hepatica, glomeru-
lonefrite, fibrose de pele, fibrose por radiacao, fibrose renal e fibrose uterina.
A titulo de exemplo, a aplicagdo topica de TGF-B3 dimérico, tipo selvagem
tem sido demonstrada, em modelos animais e clinicos para acelerar a taxa

de cicatrizag&o de Ulceras por pressdo néo cicatrizante cronicas; reduzir a
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incidéncia, severidade e duracao da mucosite oral e reduzir os efeitos late-
rais adversos da radiagao da sindrome gastrointestinal resultante de danos
as células tronco causados pela radioterapia e quimioterapia durante o tra-
tamento do céncer. Os inventores acreditam que TGF-B3s da invengéo ou
fragmentos ou derivados destes podem ser beneficialmente utilizados em
todas destas indicacdes.

A atividade biolégica a ser exibida pelo TGF-3 ou fragmento ou
derivado deste, de acordo com a presente invengcao pode preferencialmente
ser atividade anticicatrizante de TGF-B3 e esta atividade pode preferencial-
mente ser investigada in vivo. |

Uma quantidade efetiva terapeuticamente de TG_F-B3 ou um
fragmento ou derivado deste, de acordo com a presente invencdo € uma
quantidade suficiente para causar uma exigida

i) aceleragdo na cura da ferida e/ou inibicao 'de cicatrizagao; ou

ii) promogé&o da regeneragao epitelial; ou

i) prevengado e/ou tratamento de um disturbio fibrético.

" A extensdo da aceleragao da cura da ferida e/ou inibicdo da ci-
catriz ou regeneragao epitelial que pode ser exigida sera aparente, e certa-
mente pode prontamente ser determinada por um clinico responsavel para o
cuidado do paciente. Uma avaliagdo adequada da extensdo da aceleragao
da cura da ferida e/ou inibigdo da cicatriz ou promogao da regeneracao epi-
telial pode ser determinada pelo clinico e pode ser com referéncia aos méto-
dos de medigao sugeridos descritos aqui.

TGF-B3s adequados de acordo com a invengdo, bem como
fragmentos ou derivados de tal TGF-B3s podem ser selecionados com refe-
réncia a qualquer ou todas as consideragdes descritas aqui.

A habilidade de TGF-B3s da invengcado para acelerar a cura da
ferida pode ser rapidamente preciada e/ou medida com referéncia a proprie-
dades exibidas pela feridas tratadas. Para o presente propésito uma "ferida
tratada” pode ser considerada ser uma ferida exposta a uma quantidade te-
rapeuticamente eficaz do medicamento da invengao ou em que tenha rece-

bido tratamento de acordo com os métodos da invengéo.
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A aceleragao da cicatrizagcao de feridas tratadas pode ser ilus-
trada por uma taxa aumentada de epitelialisagdo em comparacgao as feridas
de controle. Assim os métodos e medicamentos da invengdo promovem uma
reconstituicdo mais rapida de uma camada epitelial funcional sobre uma &-
rea ferida do que, de outra maneira, seria o caso.

Alternativa ou adicionalmente, a cicatrizagcao acelerada de feri-
das tratadas pode ser ilustrada pela largura diminuida comparada as feridas
de controle em pontos de tempo comparaveis. Sera apreciado que esta re-
ducdo na largura da ferida assegura que haja uma taxa relativamente mais
rapida de fechamento da ferida (uma vez que ha menos largura da ferida a
estar fechada) e esteja indicativo da capacidade de tais medicamentos de
acelerar a resposta de cicatrizagao. Feridas mais estreitas podem resultar
em cicatriz'es mais estreitas que sejam esteticamente preferl'veis‘ a cicatrizes
mais largas. »

Consequentemente, a cura da ferida acelerada no contexto da
presente invengao deve ser tomada para abranger todo o aumento na taxa
de cicatrizacdo de uma ferida tratada em comparacéo a taxa de cicatrizacao
que ocorre em feridas de controle tratadas ou ndo tratadas. Preferivelmente
a aceleragao da cura da ferida pode ser avaliada em relagdo a comparag¢ao
da taxa de reepitelialisagao valcangada em feridas tratadas e de controle, ou
a comparacao da largura relativa de feridas tratadas e de controle em pontos
de tempo comparaveis. Mais preferivelmente a cicatrizagao acelerada da
ferida pode ser definida como compreendendo ambas uma taxa aumentada
de repitelializagdo e uma redugdo de largura de ferida comparada a feridas
de controle em pontos de tempo comparaveis.

Preferivelmente, a promog¢ao da cicatrizagao acelerada da ferida
pode causar uma taxa de cura da ferida que é de pelo menos 5%, 10%, 20%
ou 30% maior do que a taxa de cicatrizagdo que ocorre em uma ferida de
controle ou nao tratada. Mais preferiveimente a promog¢ao da cicatrizagao
acelerada da ferida pode causar uma taxa de cicatrizagao que é de pelo me-
nos 40%, 50% ou 60% maior do que a cicatrizacdo em uma ferida de contro-

le. E ainda mais preferivel que a promogéo da cicatrizacio acelerada da fe-
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rida pode causar uma taxa de cicatrizagdo que € de pelo menos 70%, 80%,
ou 90% maior do que aquela que ocorre em feridas de controle, e mais pre-
ferivelmente a promogao da cicatrizagao acelerada da ferida pode causar
uma taxa de cicatrizacdo que € de pelo menos 100% maior do que a taxa
que ocorre em feridas de controle.

Existe uma larga escala de disturbios de cicatrizacao de ferida
que sao caracterizados, ou pelo menos caracterizados parcialmente, por
falha, pelo atraso ou retardo inapropriado da resposta de cura da ferida nor-
mal. A capacidade de determinados métodos e medicamentos da invengao
de promover a cicatrizagao acelerada da ferida €, assim, de utilidade na pre-
vengao ou tratamento de tais disturbios.
| Uma vez que determinados métodos e medicamentos da inven-
¢ao sao capazes de causar a aceleragao da cura da ferida através da pro-
mog¢ao de uma resposta de reepitelialisagao estimulada'_(que aumenta, des-
se modo, a taxa na qual a ferida se fecha) se apreciado que estes métodos e
medicamentos da invengao sao particularmente vantajosos para tratamento
das feridas de pacientes que podem, de outra maneira, tender para repitelia-
lisagdo defeituosa, atrasada ou, de outra maneira, prejudicada. Por exemplo,
€ bem-conhecido que feridas cuténeas na velhice exibem uma resposta de
reepitelialisacao menos vigorosa do que aquelas de individuos jovens. Ha .
também muitas outras circunstancias ou distarbios em que a cura da ferida é
associada a reepitelialisagao atrasada ou de outra maneira prejudicada. Por
exemplo, pacientes que sofrem de diabetes, pacientes com polifarmaco (por
exemplo, em consequéncia da idade avangada), mulheres com pods-
menopausa, pacientes suscetiveis a danos de pressado (por exemplo, para-
plégicos), pacientes com doenga venosa, pacientes clinicamente obesos,
pacientes que recebem quimioterapia, pacientes que recebem radioterapia,
pacientes que recebem o tratamento esterdide ou pacientes imunocompro-
metidos podem todos sofrer de cicatrizagao de ferida com reepitaliza¢éo pre-
judicada. Em muitos casos a falta de uma resposta de reepitalializagao a-
propriada contribui para o desenvolvimento de infec¢gdes no local da ferida,

que pode, por sua vez, contribuir para a formacgao de feridas crénicas, tais
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como ulceras. Consequentemente, serd apreciado que tais pacientes sdo
particularmente provaveis de serem beneficiados de métodos ou medica-
mentos adequados da invengao.

Feridas crbnicas séo talvez o exemplo mais importante de dis-
turbios associados com uma resposta atrasada de cura da ferida. Uma ferida
pode ser definida como crénica se ndo mostra nenhuma tendéncia de cica-
trizagdo dentro de oito semanas a partir da formagao quando sujeita a trata-
mento terapéutico (convencional) apropriado. Exemplos bem-conhecidos de
feridas crénicas incluem ulceras venosas, Ulceras diabéticas e ulceras decu-
bitus, porém as feridas crénicas podem surgir de outros danos agudos nor-
mais a qualquér hora. Feridas tipicamente crénicas podem surgir como re-
sultado de infecgé@o do local da ferida, tratamento inadequado da ferida, ou
como um segmento de transtorno de tecido progressivo causado por doencga
vascular metabdlica, arterial ou venosa, pressao, dano de radiagao, ou tu-
mor.

Sera apreciado que métodoé e medicamentos da invencao ca-
pazes de acelerar a cura da ferida podem ser utilizados no tratamento de
feridas crénicas existentes a fim de promover sua cicatrizagdo. Tais métodos
e medicamentos podem promover a reepitelizagao de feridas crénicas, des-
se modo, causando cicatrizagéo e fechamento do disturbio. Métodos e medi-
camentos preferidos da invengdo (tais como aqueles utilizando TGF-B3s
compreendendo sequéncias ID N 3,5,7,9 e 11) podem também inibir a ci-
catriz associada com cura da ferida. A prevengao da cicatriz em tais contex-
tos pode ser particularmente vantajosa, uma vez que feridas crénicas tipica-
mente se estendem sobre porgdes relativamente grandes do corpo do paci-
ente.

Além disso, ou alternativamente, para seu uso no tratamento de
feridas cronicas existentes, métodos e medicamentos adequados da inven-
¢do podem ser usados para prevenir feridas agudas de pacientes pré-
dispostos para a cicatrizagdo de ferida enfraquecida desenvolvendo-se em
feridas crénicas. Uma vez que métodos e medicamentos adequados da in-
vengcao sao capazes de promover cobertura epitelial do local danificado, eles
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sao capazes de reduzir a probabilidade de uma ferida tratada se tornar infec-
tada. Similarmente, esta promogéd de reepitalizagdo pode beneficiar o tra-
tamento de feridas cronicas que surgem como resultado de outras condigdes
tais como diabetes ou doenga venosa.

Um grupo adicional de pacientes que podem derivar beneficio
particular dos métodos e medicamentos da invengao é aqueles em que o
sistema imunolégico € comprometido (por exemplo, pacientes que se sub-
metem a quimioterapia ou a radioterapia, ou aqueles que sofrem de infecgao
por HIV). E bem-reconhecido que feridas de pacientes imunocomprometidos,
que podem nao ser capazes de montar uma resposta inflamatdéria normal
apos ferimento, tendem a ser associados com resultados}de cicatrizacao
fracos. Tais pacientes podem tirar prbveito do tratamento com métodos e
medicamentos adequados da invengao.

A capacidade de TGF-B3 da invengéao tal como aquela compre-
endendo as sequéncias ID N¢ 3, 5, 7, 9 ou 11 para promover a cicatrizagédo
acelerada de ferida, enquanto prevenindo, reduzindo ou inibindo a cicatriz é
também de uso em mais contextos clinicos gerais. Os exemplos destes be-
neficios adicionais podem ser considerados com referéncia a cicatrizagao de
feridas pela intengdo primaria, secundaria ou terciaria, como descrita abaixo.

Para as finalidades da presente invengao, cicatrizacédo pela in-
tengéo primaria pode ser considerada para envolver o fechamento por meios
cirurgicos (tais como suturas, tiras ou grampos adesivos) de bordas opostas
de uma ferida. Cicatrizagdo pela intencéo primaria € empregada tipicamente
no tratamento de incisdes cirurgicas ou em outras feridas limpas, e é associ-
ada com niveis minimos de perda de tecido. A pessoa versada reconhecera
que uma vez que TGF-B3, de acordo com a invengéo (tal como, aqueles
compreendendo a seqaéncia ID N2 3, 5, 7, 9 ou 11) sdo capazes de reduzir
a largura da ferida, eles também facilitam a jungdo de bordas opostas da
ferida, e assim pode ser benéfico na cicatrizagdo de ferida pela intengao
primaria. Além disso, tais métodos ou medicamento podem (como descrito
mais abaixo) resultar na preveng¢éo, reducao ou inibicao de cicatriz que pode

de outra maneira ocorrer em tal cicatrizagdo. Os inventores acreditam que o
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tratamento, desse modo, pode ter um impacto tanto na aparéncia macrosco-
pica e microscépica das cicatrizes formadas das feridas tratadas; macrosco-
picamente as cicatrizes podem ser menos visiveis € misturam-se com a pele
circunvizinha, microscopicamente as cicatrizes podem exibir uma regenera-
¢ao de uma estrutura de pele mais normal.

Para os propésitos da presente invengao, cicatrizagao pela in-
tengcéo secundaria pode ser considerada para constituir o fechamento das
feridas pelo processo de cura da ferida, sem intervengéo cirlrgica direta. As
feridas a serem cicatrizadas pela intengdo secundaria podem ser sujeitas a
cuidado continuo (por exemplo, o curativo e o recurativo da ferida assim co-
mo a aplicagdo de medicamentos adequados), mas sdo 0s processos natu-
rais de formagao do tecido de granulagdo e reepitelializagdo que causam o
fechamento da ferida. Sera apreciado que, uma vez que, os TGF-B3s da in-
vencgao (tais como, aqueles que utilizam compreendem sequéncia ID N% 3,
5, 7,9 ou 11) sé@o capazes de aumentar a taxa de reepitalizagdo quando
comparados aquelas que ocorrem em feridas de controle, eles tém utilidade
na promog¢ao de cicatrizagéo de ferida por intengao secundaria. .

Cicatrizagao pela intengao terciaria pode ser considerada para
compreender o fechamento cirdrgico de uma ferida que foi deixada previa-
mente aberta para permitir pelo menos a formacgéao parcial do tecido de gra-
nulagao e reepitelialisacdo. As propriedades de métodos e medicamentos
preferidos da invengdo que os fazem adequados para uso na cicatrizagéao
pela inten¢do primaria ou secundéria sdo também benéficos no contexto de
promover a cura da ferida pela intengao terciaria.

O uso de TGF-B3s da invengao utilizando tais como sequéncia
ID N2 3, 5, 7, 9 ou 11 para estimular reepitelializagdo (como parte de sua
promogao dé cicatrizagao acelerada de ferida) enquanto inibindo a cicatriz é
também particularmente eficaz no tratamento de feridas associadas a proce-
dimentos de enxerto. O tratamento usando tais métodos e medicamentos da
invencao é benéfico para tanto no local doador de enxerto (onde pode ajudar
no restabelecimento de uma camada epitelial funcional ao prevenir, reduzir

ou inibir a formagao de cicatriz), e também em locais de destinos de enxerto
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(onde os efeitos da anticicatriz do tratamento inibem a formacgao de cicatriz,
enquanto a cicatrizagao acelerada promove integracdo do tecido enxertado).
Os inventores acreditam que os métodos e os medicamentos da invengao
conferem vantagens nos contextos de pele que utilizam enxerto, pele artifici-
al, ou substitutos da pele.

Os inventores descobriram que os métodos e medicamentos da
invengao que utilizam TGF-B3s compreendendo sequéncia ID N% 3, 5, 7, 9
ou 11 sdo capazes de promover a cicatrizagdo acelerada da ferida com inibi-
¢ao da cicatriz quando administrados tanto antes do ferimento ou uma vez
que uma ferida ja tenha sido formada.

Os inventores descobriram que métodos ou medicamentos da
inven¢do que utilizam TGF-B3s, tais como aqueles que compreendem se-
gténcias ID N% 3, 5, 7, 9 e 11 sdo capazes de promover a regeneragao epi-
telial. A promogao da regeneragéo epitelial dentro do C_ontexto da presente
invengao pode ser compreendida para abranger qualquer aumento na taxa
da regeneracao epitelial em comparagédo a regeneragdo que ocorre em um
epitélio de controle tratado ou nédo tratado. |

A taxa de regeneracao epitelial fixada usando métodos ou medi-
camentos adequados de acordo com a invencdo pode prontamente ser
comparada com aquela que ocorre no epitélio de controle tratado ou nao
tratado usando qualquer modelo adequado de regeneragao epitelial conhe-
cido na técnica. Por exemplo, a taxa na qual os locais de dano epitelial expe-
rimental tendo regeneragdo de areas conhecidas podem ser comparados
usando modelos in vivo bem-conhecidos em camundondos, ratos, coelhos
Ou porcos, tais como, aqueleé descritos em Tomlinson e Ferguson (2003),
Davidson e outros (1991) e Paddock e outros (2003). ‘

Sem desejar limitar-se por qualquer hipdtese, os inventores a-
creditam que a promogao da regeneragao epitelial alcangada por TGF-B3s
da invencdo é mediada por sua promog¢ao da migragao celular epitelial. As
células epiteliais (a migracdo de que foi promovida) sao desse modo capa-
zes de repovoar e regenerar mais rapidamente o epitélio danificado do que

- ocorre na auséncia de tratamento.
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Sera apreciado que a promog¢ao de regeneracao epitelial usando
TGF-B3s da invengao pode ser de uso para induzir reepitelialisagdo eficaz
nos contextos em que a resposta de reepitelialisag:éo é prejudicada, inibida,
retardada ou de outra maneira, defeituosa. A promogéo de regeneragéo epi-
telial pode também ser efetuada para acelerar a taxa de respostas de rege-
neragao epitelial defeituosa ou normal em pacientes que sofrem de dano
epitelial.

Ha muitos contextos em que a resposta de reepitelialisagdao do
corpo pode ser defeituosa. Por exemplo, reepitelialisagdo defeituosa na pele
é associada com condigdes tais como pénfigo, doenga de Hailey-Hailey
(pénfigo benigno familiar), necrdlise epidérmica téxica (TEN)/sindrome de
Lyell, epidermélise bolhosa, leishmaniose cutidnea e ceratose actinica. Ree-
pitelialisagdo defeituosa dos pulmdes pode ser associada com fibrose pul-
monar idiopatica (IPF) ou doenga de pulmao intersticial. Reepitelialisagdo
defeituosa do olho pode ser associada com condi¢des tais como deficiéncia
de célula de tronco limbal parcial ou erosdes cérneas. Reepitelialisagao de-
feituosa do célon ou trato gastrointestinal pode ser associada com condigoes
tais como fissura anal crénica (fissura in ano), colite ulcerosa ou doenga de
Crohn, e outros disturbios inflamatdrios de intestino.

Como foi exposto acima, TGF-B3s da presente invencdo podem
prevenir, reduzir ou, de outra maneira, inibir a cicatriz. Esta inibigdo da cica-
triz pode ser efetuada em qualquer local do corpo e em qualquer tecido ou
orgao, incluindo a pele, o olho, os nervos, os tenddes, os ligamentos, 0 mus-
culo, e a cavidade oral (incluindo os labios e o palato), assim como 6rgéos
internos (tais como o figado, o coragao, o cérebro, a cavidade abdominal, a
cavidade pélvica, a cavidade toracica, os intestinos e o tecido reprodutivo).
Na pele, o tratamento pode melhorar a aparéncia macroscopica e microsco-
pica de cicatrizes; macroscpicamente as cicatrizes podem ser menos visiveis
e misturam-se com a pele circunvizinha, microscopicamente as fibras de co-
lageno dentro da cicatriz podem ter a morfologia e a organizagao que é mais
similar aquelas na pele circunvizinha. A prevencao, redugdo ou inibicdo de

cicatrizagao dentro do contexto da presente invencédo deve ser compreendi-
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da para abranger qualquer grau de prevengao, redugao ou inibicdo em cica-
trizacdo em comparagao ao nivel de cicatrizagcdo que ocorre em uma ferida
de controle tratada ou nao tratada (como definido em outra parte no relatério
descritivo). Exceto onde o contexto exige, de outra maneira, referéncias a
"prevencao”, "redugao” ou "inibicdo” de cicatrizagao podem ser tomadas pa-
ra serem mecanismos equivalentes que sao todos manifestados em ativida-
de anticicatrizagéo.

A prevengéo, reducao ou inibicdo da cicatriz cutdnea usando
métodos e medicamentos da invengdo pode ser avaliada e/ou medida com
referéncia a aparéncia microscépica ou, preferivelmente, macroscépica de
uma cicatriz tratada em comparacao a aparéncia de uma cibatriz nao trata-
da. Mais preferivelmente a prevengdo, redugdo ou inibicao de cicatrizagao
pode ser avaliada com referéncia & aparéncia macroscépica e microscopica
de uma cicatriz tratada. Para as presentes finalidades uma "cicatriz tratada"
pode ser definida como uma cicatriz formada na cicatrizagao de uma ferida
tratada, visto que uma "cicatrizagdo nao tratada" pode ser definida como a
cicatriz formada na cicatrizagcao de uma ferida nao tratada, ou uma ferida
tratada com placebo ou cuidado-padrdo. Cicatrizes de comparagao adequa-
das podem preferivelmente ser combinadas com cicatriz tratada com refe-
réncia a idade, local, tamanho e paciente da cicatriz.

| Em consideragdo a aparéncia macroscopica de uma cicatriz re-
sultando de uma ferida tratada, a extensao de cicatrizagao, e entdo a magni-
tude de qualquer prevengao, inibicdo ou redugao na cicatriz alcangada, pode
ser avaliada com referéncia a qualquer de varios parametros.

Parametros adequados para a avaliagdo macroscépica de cica-
trizes podem incluir:

i) Cor da cicatriz. Como notado acima, as cicatrizes podem tipi-
camente ser hipopigmentada ou hiperpigmentada no que refere-se a pele
circunvizinha. A inibicao ou a redug¢éo de cicatrizagcdo pode ser demonstrada
quando a pigmentacao de uma cicatriz tratada se aproxima mais daquela da
pele nao cicatrizada do que a pigmentagéo de uma cicatriz ndo tratada. Simi-

larmente, as cicatrizes podem ser mais vermelhas do que a pele circunvizi-
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nha. Neste caso a inibicao ou a reducéo de cicatrizagao pode ser demons-
trada quando a vermelhidao de uma cicatriz tratada se desvanece mais ce-
do, ou mais completamente, ou assemelha-se mais proximamente a aparén-
cia da pele circunvizinha, comparada a uma cicatriz nao tratada.

i) Altura da cicatriz. As cicatrizes podem tipicamente ser altas ou
baixas em comparacdo a pele circunvizinha. A inibigao ou a reducgéao de cica-
trizacao pode ser demonstrada quando a altura de uma cicatriz tratada se
aproxima mais daquela da pele nao cicatrizada (isto € nem esta mais alta
nem mais baixa) do que a altura de uma cicatriz nao tratada.

iii) Textura de superficie da cicatriz. As cicatrizes podem ter su-
perficies que sao relativamente mais lisas do que a pele circunvizinha (que
causa uma cicatriz com uma aparéncia "lustrada") ou que sdo mais asperas
do que a pele circunvizinha. A inibigdo ou a redugao de cicatrizagdo pode ser
demonstrada quando a textura de superficie de uma cicatriz tratada se apro-
xima mais daquela da pele néo cicatrizada do que a textura de superficie de
uma cicatriz no tratada.

iv) Rigidez da cicatriz. A composicdo e a estrutura anormais das
cicatrizes significam que é normalmente mais dura do que a pele nao danifi-
cada que cerca a cicatriz. Neste caso, a inibicdo ou a redugao de cicatriza-
¢ao pode ser demonstrada quando a rigidez de uma cicatriz tratada se apro-
xima mais daquela da pele néo cicatrizada do que a rigidez de uma cicatriz
nao tratada.

Uma cicatriz tratada demonstrara preferivelmente prevencao,
inibicdo ou redugéo da cicatriz como avaliada com referéncia a pelo menos
um dos parémetros para avaliagdo macroscépica exposta acima. Mais prefe-
rivelmente uma cicatriz tratada pode demonstrar cicatriz prevenida, inibida
ou reduzida com referéncia a pelo menos dois dos parametros, mais preferi-
velmente a pelo menos trés dos parametros, e mais preferivelmente todos os
quatro destes parametros. Uma avaliagdo total de cicatrizagao pode ser feita
usando, por exemplo, uma Escala Analdgica Visual ou uma escala de avali-
acao digital.

Parametros adequados para avaliacdo microscdpica de cicatri-
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zes podem incluir:

i) Espessura de fibras de matriz extracelular (ECM). Cicatrizes
tipicamente contém fibras mais finas de ECM do que sado encontradas na
pele circunvizinha. Esta propriedade é ainda mais pronunciada no caso de
queldide e de cicatrizes hipertréficas. A inibicdo ou a redugao de cicatrizagao
pode ser demonstrada quando a espessura de fibras de ECM em uma cica-
triz tratada se aproxima mais da espessura de fibras de ECM encontradas
na pele ndo cicatrizada do que a espessura de fibras encontradas em uma
cicatriz nao tratada.

i) Orientagdo de fibras de ECM. Fibras de ECM encontradas em
cicatrizes tendem a exibir um maior grau de alinhamento umé com as outras
do que aquelas encontradas na pele ndo tratada (que tém uma orientacédo
aleatéria denominada freqientemente como "cesta de basquete"). A ECM de
cicatrizes patoldgicas tais como queldides e de cicatrizés hipertréficas pode
exibir orientagdes ainda mais anémalas, formando freqﬂentemeknte grandes
“redemoinhos" ou "cépsulas" de moléculas de ECM. Conseqlientemente, a
inibicao ou a redugao de cicatrizagao pode ser demonstrada quando a orien-
tagao de fibras de ECM em uma cicatriz tratada se aproxima mais da orien-
tacao de fibras de ECM encontradas na pele nao cicatrizada do que a orien-
tacao de tais fibras encontradas em uma cicatriz ndo tratada.

iif) Composi¢do de ECM da cicatriz. A composicdo de moléculas
de ECM presentes em cicatrizes mostra diferencas daquela encontrada na
pele normal, com uma redu¢ao na quantidade de elastina presente em ECM
de cicatrizes. Assim a inibicdo ou a redugéo de cicatrizagdo pode ser de-
monstrada quando a composi¢ao de fibras de ECM na derme de uma cica-
triz tratada se aproxima mais da composi¢do de tais fibras encontradas na
pele nao tratada do que a composicdo encontrada em uma cicatriz ndo tra-
tada.

iv) Celularidade da cicatriz. As cicatrizes tendem a conter relati-
vamente menos células do que a pele ndo cicatrizada. Conseqlientemente,
sera apreciado que a inibigdo ou a redugao de cicatrizagdo pode ser de-

monstrada quando a celularidade de uma cicatriz tratada se aproxima mais
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da celularidade da pele nao cicatrizada do que a celularidade de uma cicatriz
nao tratada.

Uma cicatriz tratada demohstraré preferivelmente prevencéo,
reducdo ou inibigao da cicatriz como avaliada com referéncia a pelo menos
um dos parametros para avaliagdo microscopica exposto acima. Mais prefe-
rivelmente uma cicatriz tratada, pode demonstrar prevengao, redugao ou
inibicdo da cicatriz com referéncia a pelo menos dois dos pardmetros, mais
preferivelmente pelo menos trés dos parametros, e mais preferivelmente to-
dos os quatro destes parametros.

Prevengao, redugao ou inibicao da cicatriz de uma ferida tratada
pode adicionalmente ser avaliada com referéncia a parametros adequados
usados no:

i) Avaliagé@o clinica macroscépica de cicatrizes, particularmente
avaliagao de cicatrizes sobre um suijeito;

i) Avaliagao de imagens fotograficas de cicatrizes;

iii) Avaliagdo de moldes de silicone ou de moldes de gesso posi-

- tivo feitos de moldes de silicone de cicatrizes; e

iv) Avaliagdo microscopica de cicatrizes, por exemplo, por anali-
se histologica da estrutura microscépica de cicatrizes.

Sera apreciado que prevengdo, redugdo ou inibigdo da cicatriz

. de uma ferida tratada pode ser indicada pela melhoria de um ou mais de tais

parametros adequados, e que no caso de prevengdo, redugdo ou inibicdo
como avaliado com referéncia a um numero de parametros que estes para-
metros podem ser combinados de esquemas diferentes de avaliagdo (por
exemplo, reducéo, inibicdo ou melhoria em pelo menos um parametro usado
na avaliagdo macroscopica e em pelo menos um parametro usado na avali-
agao microséépica).

Prevenc¢ao, redugéo ou inibicdo da cicatriz pode ser demonstra-
da por uma melhoria em um ou mais pardmetros que indicam que uma cica-
triz tratada se aproxima mais da pele néo cicatrizada com referéncia aos pa-
rametros selecionados do que uma cicatriz nao tratada ou de controle.

Parametros adequados para a medigdo e avaliagédo clinicas de
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cicatrizes podem ser selecionados baseados em uma variedade de medi-
¢Oes ou avaliagdes que incluem aquelas descritas por Beausang e outros
(1998) e Van Zuijlen e outros (2002).

Tipicamente, parémetrds adequados podem incluir:

1. Avaliagdo com relagdo a classificagdo de cicatriz da Escala
Analdgica Visual (VAS).

Prevencéo, redugao ou inibicdo da cicatriz pode ser demonstra-
da por uma redugao na classificagao de VAS de uma cicatriz tratada quando
comparada a uma cicatriz de controle. Uma VAS adequada para o uso na
avaliacdo de cicatrizes pode ser baseada no método descrito por Beausang
e outros (1998). _

2. Altura de cicatriz, Iargufa de cicatriz, perimetro de cicatriz, a-
rea de cicatriz ou volume de cicatriz.

A altura e a largura de cicatrizes podem ser medidas diretamen-
te sobre o sujeito, por exemplo, por uso de dispositivos de medigdo manuais
tais como compassos de calibre. Largura de cicatriz, perimetro e area po-
dem ser medidos sobre o sujeito ou por andlise da imagem de fotografias da
cicatriz. A pessoa versada também estara ciente de métodos e dispositivos
n&o invasivos adicionais que podem ser usados para investigar parametros
adequados, incluindo molde de silicone, ultra-som, profilimetria tridimensio-
nal 6ptica e Imagem de Ressonancia Magnética de alta resolugéao.

Prevencgao, redugao ou inibigdo da cicatriz pode ser demonstra-
da por uma redugéo na altura, largura, area ou volume, ou qualquer combi-
nagcao dos mesmos, de uma cicatriz tratada em comparagdo a uma cicatriz
nao tratada.

3. Aparéncia e/ou cor de cicatriz comparada a pele nao cicatri-
zada circunvizinha.

Aparéncia ou cor de uma cicatriz tratada pode ser comparada
aquela da pele nao cicatrizada circunvizinha, e as diferengas (eventualmen-
te) comparadas com a diferenga entre a aparéncia e cor de cicatrizes nao
tratadas e pele ndo cicatrizadas. Tal compara¢ao pode ser feita com base

em uma avaliagdo visual das respectivas cicatrizes e pele nao cicatrizada. A-
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aparéncia de uma cicatriz pode ser comparada com a pele nao cicatrizada
com referéncia a se a cicatriz € mais clara ou mais cicatrizacao do que a pe-
le nao cicatrizada. As respectivas cores das cicatrizes e da pele podem per-
feitamente ser combinadas a uma outra, ligeiramente descombinada, obvia-
mente descombinada ou rudemente descombinada.

Alternativa ou adicionalmente para avaliagdo visual, hd um nu-
mero de dispositivos colorimétricos nao invasivos que podem fornecer dados
com relagdo a pigmentac¢ao de cicatrizes e pele nao cicatrizada, assim como
a vermelhidao da pevle (que pode ser um indicador do grau de vascularidade
presente na cicatriz ou na pele). Exemplos de tais dispositivos incluem o Mi-
nolta Chronameter CR-200/300; Labscan 600; Dr.'Lange Micro Color; Espec-
trdmetro Derma; Medidor de fluxo de laser Doppler; e espagco de Analise in-
tracutanea Espectrofotométrica (SIA).

Prevengédo, redugao ou inibicdo de cicatriz pode ser demonstra-
da por uma magnitude menor de diferenga entre a aparéncia ou cor de cica-
trizes tratadas e pele nao cicatrizada do que entre cicatrizes nao tratadas e
pele ndo cicatrizadas. ‘

4. Distor¢do de cicatriz e desempenho mecanico

Distor¢ao de cicatriz pode ser avaliada pela comparagao visual
de uma cicatriz e de uma pele néo cicatrizada. Uma comparag¢ao adequada
pode classificar uma cicatriz selecionada como a causa de nenhuma distor-
¢ao, distor¢cao suave, distorcdo moderada ou distorgao severa.

O desempenho mecénico de cicatrizes pode ser avaliado usan-
do um numero de métodos e dispositivos nao invasivos baseados em suc-
¢ao, pressao, torsao, tensdo e acustica. Exemplos adequados incluidos nos
dispositivos conhecidos capazes de uso na avaliacdo do desempenho me-
canico de cicatrizes incluem Indentdémetro, Cutdmetro, ReviscOmetro, anélise
Viscoelastica de pele, Dermaflex, Durbmetro, Medidor de Torque Dérmico,
Elastémetro.

Prevencao, redugédo ou inibicdo da cicatriz pode ser demonstra-
da por uma reducédo na distor¢ao causada por cicatrizes tratadas em compa-

racao aquela causada por cicatrizes nao tratadas. Sera apreciado também
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que prevengao, redugao ou inibicdo da cicatriz pode ser demonstrada pelo
desempenho mecénico da pele ndo tratada que é mais similar aquele de
cicatrizes tratadas do que de cicatrizes nao tratadas.

5. Contorno de cicatriz e textura de cicatriz.

Contorno de cicatriz pode ser investigado por meios de avalia-
¢ao visual. Parametros adequados para considerar em tal avaliagdo incluem
se uma cicatriz € ou nao nivelada com a pele circunvizinha, ligeiramente
presumida, ligeiramente penetrada, hipertréfica ou queldide. A textura de
uma cicatriz pode ser avaliada com referéncia a aparéncia de cicatriz, e esta

pode também ser comprometida por uma avaliagdo visual se a cicatriz for,

por exemplo, opaca ou brilhante ou tem uma aparéncia aspera ou lisa em

comparagao a pele nao cicatrizada. A

A textura de cicatriz pode adicionalmente ser avaliada com refe-
réncia a se a cicatriz tem a mesma textura que a pele néo cicatrizada (textu-
ra normal), &€ apenas palpéavel, firme ou dura comparada a pele nao cicatri-
zada. A textura de cicatrizes pode também ser avaliada com referéncia a
escala de Hamilton (descrita em Crowe e outros, 1998).

Além das técnicas expostas acima, ha um nimero de dispositi-
vos profilimétricos ndo invasivos que usam métodos 6ticos ou mecéanicos
para avaliagdo do contorno da cicatriz e/ou textura. Tais avaliagdes podem
ser realizadas no corpo do sujeito ou, por exemplo, em impressdes de molde
de silicone de cicatrizes, ou moldes de gesso positivo feitos de tais impres-
sOes.

Prevencéo, redugéo ou inibigdo da cicatriz pode ser demonstra-
da em eventos que cicatrizes tratadas tiverem perfis e texturas de cicatriz
mais comparaveis a pele nao cicatrizada do que cicatrizes nao tratadas.
Avaliagdes Fotograficas.

Painel de Posicdo Independente.

Avaliagéo fotografica de cicatrizes tratadas e nao tratadas pode
ser executada por um painel de configuracdo independente de assessores
que usam fotografias calibradas e'padronizadas das cicatrizes. As cicatrizes

podem ser avaliadas por um painel de configuragdo independente para for-
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necer dados categdricos de classificagao (por exemplo, que uma dada cica-
triz tratada € "melhor", "pior" ou "indiferente" quando comparada a uma cica-
triz ndo tratada) e aos dados quantitativos usando uma escala de Analdgica
Visual (VAS) baseada no método descrito por Beausang e outros (1998). A
captagao destes dados pode preparar 0 uso de software adequado e/ou sis-
temas eletrénicos como descritos no pedido de patente co-pendente do re-
querente.

Painel de Perito

Avaliagéo fotografica de cicatrizes tratadas e nao tratadas pode
alternativa ou adicionalmente ser executada por um painel dos assessores
de perito que usam fotografias calibradas e padronizadas das cicatrizes a
serem avaliadas. O painel de peritos pode preferivelmente consistir nos indi-
viduos adequados versados na técnica tal como cirurgiées plasticos e cien-
tistas de fundamentos adequados.

Tal avaliacdo pode fornecer dados categéricos, como descritos
acimé ou com relagdo & comparagao de um curso de tempo de imagens de
cicatrizes tratadas e nao tratadas selecionadas.

AvaliagGes adequadas a serem feitas podem incluir:

Identificacdo da melhor cicatriz, que para as finalidades da pre-
sente invengao pode ser considerada a cicatriz que mais se assemelha a
pele circunvizinha. Mais uma vez a melhor cicatriz foi identificada, a magni-
tude da diferenga entre cicatrizes pode ser considerada, por exemplo, é a
diferenga entre cicatrizes pequenas ou 6bvias. Pardmetros adicionais que
'poderri ser considerados incluem o tempo mais anterior depois que a forma-
¢ao da cicatriz em que uma diferenga entre cicatrizes pode ser detectada, o
tempo apos formagdo em que a diferenga entre cicatrizes é a mais 6bvia (ou
alternativamente a descoberta que a diferenga continua apés o ultimo ponto
de tempo avaliado), assim como considerar se a melhor cicatriz permanece
ou nao consistentemente melhor.

A consideracao pode também ser dada se uma cicatriz for con-
sistentemente mais vermelha do que a outra, e se a vermelhiddo se desva-

nece sobre os pontos de tempo considerados (ou continua apds o ultimo
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ponto de tempo) e se, assim, em qual tempo apés a formacdo da cicatriz.
Um painel de perito pode também considerar em qual tempo apos formacao
qualquer diferenga na vermelhidao se torna detectavel, assim como apds.
formacéo do tempo em que a diferenga na vermelhiddo é mais 6bvia.

Um painel de perito pode também considerar se uma de uma
cicatriz tratada ou ndo tratada é ou ndo consistentemente mais branca do
qgue a outra, ou mais branca do que a pele nédo cicatrizada. Caso uma dife-
renga na brancura seja detectavel a consideragao pode ser dada ao tempo
apos a formagao da cicatriz em que a diferenga pode ser detectada, ao tem-
po em que a diferenga € mais 6bvia, e ao tempo em que a diferenga desapa-
rece.

Um parametro adicional qUe pode ser avaliado por um painel de
perito é a textura de cicatrizes tratadas e nao tratadas. Na comparacdo de
cicatrizes tratadas e nao tratadas o painel de perito pode considerar qual das
cicatrizes tem a melhor textura de pele, o tempo mais anterior apds a forma-
¢ao da cicatriz em que qualquer diferenga presente pode ser detectada, o
tempo apds formagéo em que qualquer diferenga é mais dbvia, e o tempo
em que qualquer diferenga desaparece. |

Comparagéo de cicatrizes tratadas e nédo tratadas pode adicio-
nalmente avaliar qual das cicatrizes é a mais estreita, e qual das cicatrizes é
a mais curta. A consideracéo pode também ser dada a forma da cicatriz e &
propor¢do da margem da cicatriz que € distingliivel da pele circunvizinha.
Como anteriormente descrito as avaliagdes visuais e avaliagbes de cor, a
presenca, grau e localizagdo de hiperpigmentacdo podem também ser con-
siderados.

Como notado acima, uma das maneiras em que a qualidade de
cicatrizes tratadas e ndo tratadas pode ser comparada é por avaliagdo mi-
croscopica. A avaliagdo microscopica da qualidade da cicatriz pode tipica-
mente ser realizada usando se¢des histolégicas de cicatrizes. O processo
microscopicamente avalia € mede cicatrizes que podem levar em considera-
¢ao dados categoricos baseados nos seguintes parametros adequados:

1. Restituicao epidérmica. Atencao particular pode ser dada ao
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grau de restauragado de cadeias de rede, e a espessura da epiderme restau-
rada. v

2. Angiogénese e Ianamag:écS. Consideragao pode ser dada ao
numero de vasos sangliineos presentes, ao tamanho dos vasos sanglineos
presentes e a evidéncia de inflamagao, incluindo uma avaliagdo de qualquer
nivel de inflamac&o presente. |

3. Organizag¢ao do colageno. Na avaliagao a referéncia de orga-
nizagdo do colageno pode ser feita a orientacdo das fibras de colageno pre-
sentes na cicatriz, a densidade de tais fibras e a espessura da fibra de cola-
geno na derme de papila e reticular. |

4. A avaliacdo da escala analégica visual (VAS) da organizagdo
de coladgeno para a derme de papila e para a derme reticular pode também
fornecer um indice util de qualidade da cicatriz.

5. Outras caracteristicas que podem ser levadas em considera-
¢ao ao avaliar a qualidade microscopica das cicatrizes incluem elevacéo ou
depressao da cicatriz relativa & pele nao cicatrizada circunvizinha, e a proe-
minéncia ou visibilidade da cicatriz na interface cutanea normal.

6. Sera visto que as avaliagbes descritas acima permitem a ge-

racdo de dados de classificagdo de cicatriz que podem ndo fornecer uma

indicacao se uma cicatriz tratada é melhor, pior ou indiferente comparada a
uma cicatriz de controle, ndo tratada ou a outra cicatriz para comparacao
adequada.

Além dos dados Categéricos, dados quantitativos (preferivelmen-
te em'rela'g:éo aos parametros acima) podem ser gerados usando analise de
imagem em combinagdo com técnicas adequadas de visualisagdo. Exem-
plos de técnicas adequadas de visualisagdo que podem ser empregadas
para avaliar a qualidade da cicatriz sdo manchas histologicas especificas ou
de imunorrotulagem, onde o grau da mancha ou rotulagem presente pode
ser quantitativamente determinado por analise de imagem.

| Dados quantitativos podem ser Uteis e prontamente produzidos
com relagéo aos seguintes parametros:

1. Largura, altura, elevagao, volume e area de cicatriz.
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2. Espessura e cobertura epitelial (por exemplo, a area da epi-
derme presente em uma cicatriz ou a propor¢ao de uma ferida com cobertu-
ra epidérmica).

3. Numero, tamanho, area, (isto é, secao transversal) e localiza-
¢ao de vasos sangulineos.

4. Grau de inflamagdo, nimero, localizagdo e populagdes / tipos
de células inflamatérias presentes.

5. Organizagao de colageno, espessura da fibra de colageno,
densidade da fibra de colageno. |

Prevengdo, redugdo ou inibicdo de cicatrizagdo pode ser de-
monstrada por uma mudanga em quaisquer dos parametros considerados
écima, tal que, uma cicatriz tratada se assemelha mais a pele nao cicatriza-
da do que uma cicatriz de controle ou nao tratada (ou outro comparador a-
dequado). _

As avaliagbes e os parametros discutidos sdo adequados para
comparacgdes dos efeitos de peptideos ou medicamentos da invengao em
comparagao a controlar, placebo ou tratamento de cuidado-padrdo em ani-
mais ou seres humanos. Testes estatisticos adequados podem ser usados
para analisar conjuntos de dados gerados de tratamentos diferentes a fim de
investigar o significado dos resultados.

Preferivelmente prevencgao, redugdo ou inibicao da cicatriz pode
ser demonstrada com referéncia a mais de um parametro. Mais preferivel-
mente prevengao, redugdo ou inibigcao da cicatriz pode ser demonstrada com
referéncia, (isto €, observado no sujeito) a um paradmetro clinico e a um pa-
rametro fotografico. Ainda mais preferivelmente prevengao, redugao ou inibi-
¢do de cicatrizagdo pode ser demonstrada com referéncia a um parametro
clinico, a um parametro fotografico, e também a um parametro de avaliagdo
microscopica (por exemplo, um parametro histolégico). Mais preferivelmente
prevengao, reducao ou inibigdo de cicatrizagdo pode ser demonstrada com
referéncia a uma classificagao clinica de VAS, contagem e classificagcao de
VAS de painel de configuracao externa (a partir de imagens fotograficas) e

contagem de VAS microscépica da derme reticular.
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O uso de métodos e medicamentos adequados da invengao é
capaz de ocasionar uma melhora rapida na aparéncia cosmética de uma
area ferida entao tratada. Consideragbes cosméticas sdo importantes em
varios contextos clinicos, particularmente quando as feridas sao formadas
em locais proeminentes do corpo tais como a face, 0 pescogo € as maos.
Consequientemente a inibicdo de cicatrizagdo (que pode preferivelmente ser
em combinacdo com a cicatrizagdo de ferida acelerada) em tais locais onde
se deseja melhorar a aparéncia cosmética da cicatriz formada representa
uma modalidade preferida da invencao.

Além de seu impacto cosmetico, a cicatriz da pele € responsavel
por um numero de efeitos deletérios que afligem aqueles que sofrem de tal
cicatriz. Por exemplo, a cicatriz da pele pode ser associada com a redugao
da fungao fisica e mecénica, particularmente no caso de cicatrizes contrateis
(tais como, cicatrizes hipertréficas) e/ou situa¢gdes em que as cicatrizes sdo
formadas através das jungdes. Nestes casos as propriedades mecanicas
alteradas da pele cicatrizada, ao contrario da pele ndo cicatrizada, e os efei-
tos da contracao da cicatriz podem levar ao movimento dramaticamente res-
trito de uma jungao (articulagdo) assim que efetuado. Consequentemente, é

uma modalidade preferida que os medicamentos e métodos adequados da

-invengdo sejam usados para prevenir, reduzir ou inibir cicatriz de jungbes de

cobertura de feridas do corpo (preferivelmente também acelerando a cicatri-
zagao de tais feridas). Em outra modalidade preferida os medicamentos e
métodos adequados da invengao podem ser usados para promover a cicatri-
zagdo acelerada da ferida e/ou prevenir, reduzir ou inibir a cicatriz de feridas
em maior risco de formar uma cicatriz contratil.

A extensao de formagao da cicatriz, e entao a extensao de preju-
izo cosmético ou outro prejuizo que pode ser causado pela cicatriz, pode
também ser influenciada por fatores, tais como, a tensao do local em que a
ferida é formada. Por exemplo, sabe-se que a pele sob tensao relativamente
elevada (tal como, aquela que se estende sobre 0 peito, ou associada com
as linhas de tensdo) pode ser inclinada para formagao de cicatrizes mais

severas do que em outros locais do corpo. Assim em uma modalidade prefe-
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rida medicamentos e métodos adequados da invengdo podem ser usados
para promover a cicatrizagdo acelerada da ferida e/ou para prevenir, reduzir
ou inibir cicatriz de feridas situadas em locais de tenséo elevada da pele. H&
muitos procedimentos cirurgicos que podem ser usados na revisao da cica-
triz para permitir o realinhamento de feridas e cicatrizagao tal que elas sao
sujeitas a tensao reduzida. Provavelmente o mais conhecido destes é "Z-
plastia® em duas abas de pele em forma de V sao transpostas para permitir
rotagdo de uma linha de tensdo. Assim em uma modalidade mais preferida
tais medicamentos e métodos da invenc¢ao sado usados para prdm'over a ci-
catrizacao acelerada da ferida e/ou prevenir, reduzir ou inibir cicatrizagao de
feridas durante a reviséo cirurgica de cicatrizes ‘desfiguradas.‘

Cicatriz patoldégica pode ter mais efeitos prejudiciais pronuncia-
dos do que os que surgem mesmo em consequéncia de cicatriz normal rela-
tivamente severa. Exemplos comuns de cicatrizes patoldgicas incluem que-
I6ides e cicatrizes hipertréficas. E reconhecido que determinados tipos de
ferida, ou determinados individuos podem ser predispostos a formagao de -
cicatriz patolégiCa. Por exemplo, individuos de herangas afro-caribenhas,
japonesa ou mongoldides, ou daquelas que tém uma histéria familiar de ci-
catriz patologica podem ser considerados para estar em maior risco de for-
macao de queldide ou cicatriz hipertréfica. Feridas em criangas, e particu-
larmente feridas de queimadura em criangas, sédo associadas também com
formacao de cicatriz hipertréfica aumentada. Consequentemente é uma mo-
dalidade preferida da invengdo que medicamentos e métodos adequados
sejam usados para promover a cicatrizagdo acelerada da ferida e/ouv preve-
nir, reduzir ou inibir cicatriz de feridas em que ha um risco aumentado de
formagao de cicatriz patolégica.

Embora individuos j& sujeitos a cicatriz patolégica sofram de
uma predisposigcao a formagao de cicatriz excessiva adicional é freqlente a
necessidade clinica de revisar cirurgicamente queldides ou cicatrizes hiper-
troficas, com um risco presente de consequente formagao de cicatriz patolo-
gica. Assim é uma modalidade preferida adicional da invengao que os medi-

camentos e métodos adequados sejam usados para promover a cicatrizacao
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acelerada da ferida e/ou prevenir, reduzir ou inibir cicatriz de feridas produzi-
da por revisao cirurgica de cicatrizes patoldgicas.

E reconhecido que feridas resultantes de ferimentos de queima-
duras (que para as finalidades da presente invengdo podem ser tomados
também para abranger ferimentos de queimadura que envolvem liquidos ou
gases quentes) podem se estender sobre grandes dreas de um individuo
entdo afligido. Consequentemente, as queimaduras podem causar a forma-
¢cao de cicatriz cobrindo uma grande propor¢gao do corpo de um paciente,
desse modo, aumentando o risco que a cicatriz formada cobrird areas de
importancia cosmética elevada (tais como a face, o pescogo, os bragos ou
as maos) ou de importancia mecénica (particularmente as regides cobrindo
ou que cercam jungdes). Os ferimentos de queimaduras causados por liqui-
dos quentes frequentemente sao sofridos por criangas (por exemplo, como
resultado de frigideiras derramadas, chaleiras ou semelhantes) e, devido ao
tamanho do corpo relativamente menor das criangas, sao particularmente
provaveis de causar dano extensivo sobre uma proporcao elevada da area
do corpo. E uma modalidade preferida adicional da invengdo que os medi-
camentos e métodos adequados sejam usados para promover a cicatrizagao
acelerada da ferida e/ou prevenir, reduzir ou inibir cicatriz de feridas produzi-
da por ferimentos de queiméduras.

Como notado acima, a cura da ferida em resposta aos ferimen-
tos de queimaduras é associada freqlentemente aos resultados de cicatri-
zacgao adversos, tais como a formacgéao de cicatrizes hipertréficas. Uma con-
sequéncia adicional do tamanho relativamente grande dos ferimentos de
queimaduras € que sao particularmente suscetiveis a complicagdes tais co-
mo infec¢ao e dessecagao que surgem devido a falta de uma camada epite-
lial funcional. Tendo em vista o que precede sera apreciado que os métodos
e medicamentos adequados da inven¢cdo podem ser usados no tratamento
de ferimentos de queimadura para reduzir o nivel de cicatrizagdo isso ocorre
em cohseqi]éncia de ferida e/ou aceleragdo da reconstituicdo de uma barrei-
ra epitelial funcional.

Os inventores descobriram que métodos e medicamentos da
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invencao que utilizam TGF-B3s da invengdo sdo capazes de promover a re-

epitalizacao. Consequentemente tais métodos e medicamentos sdo particu-

larmente efetivos no tratamento de todos os ferimentos envolvendo dano a

camada epitelial. Tais ferimentos sdo exemplificados, mas nao limitados a,
ferimentos na pele, em que a epiderme é danificada. Sera, entretanto, apre-
ciado que tais métodos e medicamentos da invengdo sdo também aplicaveis
a outros tipos de feridas em que o epitélio é danificado, tais como ferimentos
envolvendo o epitélio respiratério, epitélio digestivo, ou epitélio envolvendo
tecidos ou érgaos internos (tal como, o epitélio do peritonio). |

A cicatrizagao de feridas que envolve o peritbnio (a cobertura
epitelial dos 6rgéos internos, e/ou o interior da cavidade do corpo) pode fre-
quentemente causar adesoes. Tais adesdes sdo uma conclusdo comum da
cirurgia envolvendo tecidos ginecolégicos ou intestinais. Os inventores acre-
ditam-que a capacidade dos métodos e medicamentos da invengao (utilizan-
do como aqueles que compreendem TGF-B3s estabelecidos na seqiéncia
ID N2 3, 5, 7, 9 ou 11) para acelerar a regeneracao do peritdbnio enquanto
reduzindo a cicatriz pode reduzir a incidéncia de anexos impréprios de por-
¢des de um peritbnio a outro, e desse modo, reduzir a ocorréncia de ade-
sbes. Consequientemente, 0 uso de tais métodos e medicamentos da inven-
¢cao para prevenir a formagao de adesoOes intestinais ou ginecoldgicas repre- -
senté uma modalidade preferida da invencédo. Certamente o uso de tais mé-
todos ou medicamentos da invengao na cicatrizagao de todas as feridas que
envolvem o peritbnio € uma modalidade preferida.

Os métodos ou medicamentos da invencao podem ser usados
profilaticamente, por exemplo, nos locais onde nenhuma ferida existe, mas
onde uma ferida que, de outra maneira, daria surgimento a uma cicatriz ou
ferida cronica deve ser formada. Como exemplo, os medicamentos de acor-
do com a invengdo podem ser administrados aos locais que estao sob feri-

mento como um resultado de procedimentos eletivos (tais como cirurgia), ou

~ aos locais que se acredita estarem sob risco elevado de ferimento. Pode ser

preferido que os medicamentos da invengdo sejam administrados ao local

aproximadamente na época do ferimento, ou imediatamente antes da forma-
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¢ao de uma ferida (por exemplo, no periodo até seis horas antes de se ferir)
ou os medicamentos podem ser administrados em uma hora anterior ao fe-
rimento (por exemplo, até 48 horas antés que uma ferida seja formada). A
pessoa versada apreciara com o tempo que os mais preferidos de adminis-
tragcao antes da formagao de uma ferida serdo determinados com referéncia
a um numero de fatores, incluindo a formulacdo e a rota de administracao do
medicamento selecionado, a dosagem do medicamento a ser administrado,
o tamanho e a natureza da ferida a ser formados, e o status bioldgico do pa-
ciente (que pode ser determinado com referéncia aos fatores tais como a
idade, saude, e predisposi¢cdo do paciente as complicagdes de cicatrizagao
ou cicatrizagao adversa). O uso profilatico de métodos e medicamentos de
acordo com a invengao é uma modalidade preferida da invencéo, e é parti-
cularmente preferido na promog¢ao da cicatrizagéo e/ou prevengao acelerada
da ferida, a redugao ou a inibicdo de cicatriz no contexto de feridas cirurgi-
cas.

Os métodos e medicamentos da invengao também sao capazes
de promover a cicatrizag&o acelerada da ferida e/ou cicatriz inibida se admi-
nistrados depois que uma ferida foi formada. E preferido que tal administra-
¢ao deva ocorrer o mais cedo possivel apds a formagao da férida, mas 0s
agentes da invengao sao capazes de promover a cicatrizagao acelerada da
ferida e/ou prevenir, reduzir ou inibir a cicatriz a qualquer hora acima até que
0 processo de cicatrizagdo esteja terminado, (isto €, mesmo em caso de
uma ferida ja parcialmente cicatrizada, os métodos e medicamentos da in-
vengcao podem ser usados para promover a cicatrizacao acelerada da ferida
e/ou para prevenir, reduzir ou inibir a cicatriz em relagdo a por¢ao nao cica-
trizada restante). Sera apreciado que a "janela" na qual os métodos e medi-
camentos da invengao podem ser usados para promover a cicatrizagao ace-
lerada e/ou prevenir, reduzir ou inibir a cicatriz da ferida é dependente da
natureza da ferida em questao (que inclui o grau de dano que ocorreu, e 0
tamanho da area ferida). Assim, no caso de uma grande ferida, os métodos
e medicamentos da invengdo podem ser administrados relativamente tarde,

na resposta de cicatriza¢do ainda podem promover a cicatrizagdo acelerada
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e/ou prevenir, reduzir ou inibir a cicatriz da ferida. Os métodos e medicamen-
tos da invengao podem, por exemplo, preferivelmente ser administrados
dentro das primeiras 24 horas depois que uma ferida é formada, mas podem
ainda promover a cicatrizagao acelerada da ferida e/ou prevenir, reduzir ou
inibir cicatrizagdo se administrados até dez, ou mais dias apés o ferimento.

Os métodos e medicamentos da invengao podem ser adminis-
trados em uma ou mais ocasiées como necessario a fim de promover a cica-
trizagcao acelerada da ferida e/ou prevenir, reduzir ou inibir a cicatriz. Por e-
xemplo, terapeuticamente as quantidades eficazes dos medicamentos po-
dem ser administradas a uma ferida tao frequentemente quanto necessario
até que o processo de cicatrizagédo esteja terminado. Como exemplo, 0s me-
dicamentos da invengéo podem ser administrados diariamente ou duas ve-
zes por dia a uma ferida por pelo menos os primeiros trés dias que seguem
a formagéo da ferida. A

Mais preferivelmente, os métodos ou medicamentos da invencéo
podem ser ambos administrados antes e depois da formagao de uma ferida.
Os inventores descobriram que a administragdo de medicamentos da inven-
cao imediatamente antes da formag¢ao de uma ferida, seguida pela adminis-
tracao diaria de tais agentes nos dias que seguem o ferimento, sdo particu-
larmente eficazes em promover a cura acelerada da ferida e/ou prevenir,
reduiir ou inibir a cicatriz.

Para as finalidades do presente relatério descritivo "agente" ou
"agente da invengao" significa TGF-B3 biologico ou terapeuticamente ativo
da invencgao; e/ou fragmentos TGF-B3 biolégico ou terapeuticamente ativo;
e/ou derivados TGF-B3 biolégico ou terapeuticamente ativo da invengéao.
Agentes da invengdo podem também incluir acidos nucléicos codificando
TGF-B3s da invengdo (ou fragmentos ou derivados destes). Sera apreciado
que todos tais agentes podem ser incorporados em medicamentos de acor-
do com a invengdo e podem ser usados em métodos ou usos da invengao.

Serd apreciado que a quantidade de um medicamento da inven-
¢ao que deve ser aplicada a uma ferida depende de varios fatores tais como
a atividade biolégica e a biodisponibilidade do agente presente no medica-
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mento, que depende, por sua vez, entre outros fatores, da natureza do agen-
te e do modo de administracao do medicamento. Outros fatores para deter-

minar uma quantidade terapéutica adequada de um medicamento podem

- incluir:

A) A meia-vida do agente no sujeito sendo tratado.

B) A condigédo especifica a ser tratada (por exemplo, ferida agu-
da ou feridas cronicas).

C) A idade do sujeito.

A freqiéncia da administracéo sera influenciada também pelos
fatores acima mencionados e particularmente pela meia-vida do agente es-
colhido dentro do sujeito sendo tratado.

Geralmente quando medicamentos de acordo com a invengao
sao usados para tratar feridas existentes o medicamento deve ser adminis-
trado assim que a ferida ocorrer (ou no caso de feridas que nao sao imedia-
tamente aparentes como aquelas em local interno no corpo, assim que a
ferida for diagnosticada). A terapia com métodos ou medicamentos de acor-
do com a invengdo deve continuar até que o processo de cicatrizacio esteja
acelerado, e/ou cicatriz prevenida, reduzida ou inibida, a uma satisfagao do
clinico.

Frequéncia de administragéo dependera da meia-vida bioldgica
do agente usado. Tipicamente um creme ou uma pomada contendo um a-
gente da invengéo deve ser administrado a um tecido;alvo, tal que, a con-
centragao do agente em uma ferida seja mantida em nivel adequado para ter
um efeito terapéutico. Isto pode exigir administragao diaria ou mesmo diver-
sas vezes ao dia.

Medicamentos da invengdo podem ser administrados por qual-
quer via adequada capaz de alcancgar o efeito desejado de promover a cura
da ferida e/ou prevenir, reduzir ou inibir a cicatriz, mas é preferido que os
medicamentos sejam administrados localmente em um local da ferida.

Os inventores descobriram que a promog¢ao da cicatrizagao ace-
lerada da ferida e/ou prevengao, redugao ou inibicdo da cicatriz pode ser

efetuada pela administragdo de um agente da invengéo por inje¢ao no local
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da ferida. Por exemplo, no caso das feridas cutéaneas, os agentes da inven-
¢ao podem ser administrados por meio de injecdo intradérmica. Assim um
medicamento preferido de acordo com a invengao compreende uma solucao
injetavel de um agente da invengé&o (por exemplo, para inje¢do em torno das
margens de um local de dano epitelial ou de um local que provavelmente
deve'ser danificado). Formula¢des adequadas para o uso nesta modalidade
da invengao sao consideradas abaixo.

Alternativamente ou adicionalmente, os medicamentos da inven-
¢ao podem também ser administrados em uma forma tdpica para promover
a cicatrizagdo acelerada da ferida e/ou prevenir, reduzir ou inibir a cicatriz.
Tal administragdo pode ser efetuada como parte do cuidado inicial e/ou de
continuag&o para a area ferida. | |

Os inventores descobriram que a promoc¢éao da cicatrizacdo ace-
lerada da ferida e/ou prevengéao, redugéo ou inibigao da'_cicatriz é particular-
mente melhorada pelo tratamento tépico de um agente da invengao para
uma ferida (ou, no caso de aplicagao profilatica, a um tecido ou local onde
uma ferida deve ser formada). _

Composi¢cdes ou medicamentos contendo agentes da invengao
podem tomar um numero de formas diferentes dependendo, em particular da
maneira em que devem ser usadas. Assim, por exemplo, pode ser sob a
forma de um liquido, pomada, creme, gel, hidrogel, pé ou aerossol. Todas
tais composicdes sdo adequadas para o tratamento tdpico a uma ferida, que
sdo meios preferidos de administrar agentes da invengdo a um sujeito (pes-
soa ou animal) necessitando de tratamento.

Os agentes da invengéo podem ser fornecidos em uma atadura
ou curativo estéril, que possam ser usados para cobrir uma ferida ou outro
local de dano epitelial a ser tratado.

Sera apreciado que o veiculo de uma composi¢do compreen-
dendo agentes da invengao deve ser um que seja bem-tolerado pelo pacien-
te e permita a liberagdo do agente a ferida. Tal veiculo é preferivelmente bi-
odegradavel, biossoluvel, biorreabsorvivel e/ou ndo inflamatério.

Medicamentos e composi¢des compreendendo agentes da in-
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vencdo podem ser usados de varias maneiras. Assim, por exemplo, uma
composicao pode ser aplicada na e/ou em volta de uma ferida a fim de pro-
mover a cura acelerada da ferida e/ou prévenir, reduzir ou inibir a cicatriz. Se
a composi¢éo € para ser aplicada a uma ferida "existente”, entéo o veiculo
farmaceuticamente aceitavel sera um que seja relativamente "suave", isto é,
um veiculo que seja biocompativel, biodegradavel, biossoluvel e ndo infla-
matério.

Um agente da inveng¢do, ou um acido nucléico codificando tal
agente (como considerado mais abaixo), pode ser incorporado dentro de um
dispositivo de liberacao lento ou prolongado. Tais dispositivos podem, por
exemplo, ser colocados sobre ou introduzidos sob a pele e o0 agente ou aci-
do nucléico pode ser liberado durante dias, semanas ou mesmo meses. Tal
dispositivo pode ser particularmente util para pacientes (tais como aqueles
que sofrem de feridas crbnicas) que requerem promog¢ao em longo prazo da
cicatrizagao acelerada da ferida e/ou preveng¢ao, redugao ou inibicdo de ci-
catrizagdo. Os dispositivos podem ser particularmente vantajosos quando
usados para a administracdo de um agente ou de um acido nucléico que
normalmente exigiria administracdo freqliente (por exemplo, pelo menos
administracao diaria por outras vias).

As doses didrias de um agente da invengdo podem ser dadas
como uma unica administragdo (por exemplo, uma aplicagao diaria de uma
formulagao tépica ou de uma inje¢do diaria). Alternativamente, o agente da
invencdo pode exigir a administragdo duas ou mais vezes durante um dia.
Em uma alternativa adicional, um dispositivo de liberagédo lento pode ser u-
sado para fornecer doses ideais de um agente da invencao a um paciente
sem a necessidade de administrar doses repetidas.

Em uma modalidade um veiculo farmacéutico para administra-
¢ao de um agente da invengdo pode ser um liquido e uma composicao far-
maceuticamente adequada, seria sob a forma de uma solugdo. Em outra
modalidade, o veiculo farmaceuticamente aceitavel é um soélido e uma com-
posicdo adequada é sob a forma de um p6 ou comprimidos. Em uma moda-

lidade adicional o agente da invengcédo pode ser formulado como uma parte
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de um emplastro transdérmico farmaceuticamente aceitavel.

Um veiculo sélido pode incluir uma ou mais substancias que po-
dem também atuar como agentes flavorizantes, lubrificantes, solubilizadores, .
agentes de suspenséd, preenchedores, agentes deslizantes, bandagem de
compressao, aglutinantes ou agentes de desintegragdo em comprimido; po-
de também ser um material de encapsulacéo. Em pés, o veiculo é um sélido
finamente dividido que estd misturado com o agente finamente dividido da
invencao. Em comprimidos, o agente da invencdo é misturado com um vei-
culo tendo as propriedades necessarias de compressao em proporgdes ade-
quadas, e comprimido na forma e no tamanho desejados. Os pds e compri-
midos contém preferivelmente até 99% do agente da invenc¢do. Veiculos sé-
lidos adequados incluem, por exempld, fosfato de célcio, estearato de mag-
nésio, talco, agucares, lactose, dextrina, amido, gelatina, celulose, polivinil-
pirrolidina, ceras de baixa fusdo e resinas de troca i6nica.

Veiculos liquidos podem ser usados para preparér solugoes,
suspensdes, emulsdes, xaropes, elixires e composigdes pressurizadas. O
agente da‘invehgéo pode ser dissolvido ou suspenso em um veiculo liquido
farmaceuticamente aceitavel, tal como, agua, um solvente organico, uma
mistura de ambos ou éleos ou gorduras farrhaceuticamente aceitéveié. 0]
veiculo liquido pode conter outros aditivos farmaceuticamente adequados ,
tais como solubilizantes, emulsificantes, tampdes, conservantes, adogantes,
agentes aromatizantes, agentes de suspensao, agentes de espessamento,
cores, reguladores de viscosidade, estabilizantes ou osmo-reguladores. E-
xemplos adequados de veiculos liquidos para administragao oral e parente-
ral incluem agua (que contém parcialmente aditivos como acima, por exem-
plo, derivadds da celulose, preferivelmente solugao carboximetil celulose de
sodio), alcoois (incluindo alcoois monohidricos e alcoois polihidricos, por e-
xemplo, glicéis) e seus derivados, e 6leos (por exemplo, 6leo de coco fracio-
nado e Oleo de amendoim). Para administragdo parenteral, o veiculo pode
também ser um éster oleoso tal como oleato de etila e miristato de isopropi-
la. Veiculos liquidos estéreis sdo Uteis em composicdes em forma liquida

estéril para administragcdo parenteral. O veiculo liquido para composigoes
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pressurizadas pode ser hidrocarboneto halogenado ou outro propelente far-
maceuticamente aceitavel.

Composicdes farmacéuticas.ll'quidas que sao solugdes estéreis
ou suspensdes podem ser utilizadas por, por exemplo, injegao intramuscular,
intratecal, epidural, intraperitoneal, intradérmica, intrastromal (cérnea) ou a
subcutanea. Solugdes estéreis podem também ser administradas intraveno-
samente. O agente da invengao pode ser preparado como uma composi¢ao
solida estéril que pode ser dissolvida ou suspensa na hora da administragéo
usando a agua estéril, solugao salina, ou o0 outro meio injetavel estéril ade-
quado. Pretende-se incluir aos veiculos aglutinantes inertes e necessarios,
agentes de suspensao, lubrificantes e conservantes.

Na situagdo em que se deseja administrar um agente da inven-
¢ao por meio da ingestdo oral, sera apreciado que o agente escolhido sera
preferivelmente um agente tendo um grau elevado de resisténcia a degrada-
¢ao. Por exemplo, o agente da invengdo pode ser protegido (por exemplo,
usando as técnicas descritas acima) de modo que sua taxa de degradacdo
no trato digestivo seja reduzida. ’

Composigbes de agentes da invengdo sdo adequadas para se-

rem usadas para promover a cicatrizagao acelerada da ferida e/ou inibir a

-cicatriz na cérnea. Feridas de corneas podem resultar do trauma ao olho que

surge como resultado de ferimento acidental (como considerado acima) ou
como resultado de operagdes cirurgicas (por exemplo, cirurgia a laser na
cornea). Neste caso um medicamento preferido da invengao pode ser sob a
forma de um colirio.

‘Agentes da invengao podem ser usados em uma escala de feri-
das "internas" (isto é, feridas que ocorrem dentro do corpo, em vez de em
uma superficie externa). Assim, por exemplo, os medicamentos de acordo
com a invengao podem ser formulados para inalagdo para uso em feridas
que surgem nos pulmdes ou em outro epitélio respiratdrio.

Procedimentos conhecidos, tais como, aqueles empregados
convencionalmente pela industria farmacéutica (por exemplo, experimentos

in vivo, ensaios clinicos etc.), podem ser usados para estabelecer formula-



10

15

20

25

30

49

¢Oes especificas de composi¢cdes compreendendo agentes da invencédo e
para dietas terapéuticas precisas para administracdo de tais composi¢cdes
(tais como doses diarias do agente ativo e a freqiiéncia da administragdo).

Uma dose diaria adequada de um agente de acordo com a in-
vengao capaz de promover a cicatrizagdo acelerada da ferida e/ou prevenir,
reduzir ou inibir cicatrizagdo depende de uma escala de fatores que incluem
(mas néo limitados a) a natureza do tecido ferido, area e/ou profundidade da
ferida a ser tratada, a severidade da ferida, e a presenga ou a auséncia de
fatores que predispostos a cicatriz patoldgica ou a formagao.crénica da feri-
da.

Como exemplo, a quantidade de um agente ati\)o que pode ser
administrado a uma ferida ou local de dano epitelial em uma unica incidéncia
de tratamento pode preferivelmente estar na regido de 50ng/100 (uL por
centimetro linear da ferida ou dano epitelial. Tal dose pode ser determinada
uma vez ao dia por até 3 dias, deste modo fornecendo uma dose total de
150ng/centimetro linear de ferida ou dano epitelial.

No caso de aplicagéo topica as feridas ou locais agudos de dano
epitelial, uma quantidade adequada de um agente ativo podé preferivelmen-
te estar na regido de 100ng/cm?. Tal dose pode ser dada uma vez por dia
por até 3 dias, desse modo, fornecendo uma dose total de 300ng/ cm? de
ferida ou de dano epitelial. |

Como exemplo, a quantidade preferida de um agente ativo que
pode ser administrado diariamente a ferida ou local de dano epitelial em uma
incidéncia Unica do tratamento pode ser na regido de 50ng/cm? de ferida ou
dano epitelial ou 100ng/cm? de ferida ou dano epitelial (se administrado topi-
camente).

Como outro exemplo, a quantidade de um agente ativo que pode
ser administrado a ferida ou local de dano epitelial em uma incidéncia Unica
do tratamento pode preferencialmente ser na regido de 50-200ng/centimetro
linear de ferida ou dano epitelial ou 100-300ng/cm? de ferida ou dano epitelial
(se administrado topicamente).

A quantidade de um agente, de acordo com a invengao, exigida



10

15

20

25

30

50

para o tratamento de feridas ou outros locais de dano epitelial estardo tipi-
camente dentro da escala de 1pg a 1mg do agente administrado por centi-
metro linear de ferida ou dano epitelial pdr 24 horas, embora esta figura pos-
sa ser modificada para cima ou para baixo em resposta aos fatores esboca-
dos acima. O agente pode preferivelmente ser fornecido sob a forma de uma
solugcao de 1pg/100ul-1mg/100uL do agente, e 100uL de tal solugd@o admi-
nistrada por centimetro linear de ferida ou dano epitelial durante um periodo
de 24 horas.

O agente pode mais preferivelmente ser administrado como uma
solucdo de 10pg/100uL-100uL/100uL com 100uL de tal solugdo administra-
da por centimetro linear de ferida ou dano epitelial durante um periodo de 24
horas.

Mais preferivelmente o agente pode ser administrado como uma
solugdo de 1ng/100uL-1000ng/100uL com 100uL de tal solugdo administra-
da por centimetro linear de ferida ou dano epitelial durante um periodo de 24
horas.

Geralmente, as composi¢des compreendendo agentes da inveh-
cao devem ser formuladas, tal que, quando administradas a uma ferida uma
concentracao do agente entre 0,79pM e 0,79mM por centimetro linear de
ferida ou dano epitelial sejé alcangada. Preferivelmente o agente pode ser
fornecido em concentragdes entre 7,9pM e 0,079mM por centimetro linear.

Um agente da invencgao (tal como, o peptideo da seqliéncia ID
Ne 3 a 8) pode ser administrado em uma concentragdo entre 0,79pM e
0,79mM. Preferivelmente um agente da invengao pode ser administrado em
uma concentrag¢ao entre 7,9pM e 0,079mM. Mais preferivelmente um agente
da invencao pode ser administrado em uma concentragdo entre 0,79nM e
0,79uM.

Puramente como exemplo, uma solugao injetavel contendo entre
10pg/100uL e 100ug/100uL de um agente da invencgédo (tal como, um TGF-
B3 de sequéncia ID N 3, 5, 7, 9 ou 11) é adequada para que a aplicagéo
promova a cicatrizagdo acelerada da ferida da derme e/ou inibicdo de cica-

triz quando administrada como uma inje¢do intradérmica e dosada com
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100juL por cm linear de margem de ferida.

No caso de um TGF-B3 de seqiiéncia ID N? 3, dosagens preferi-
das para administragdo a uma ferida podem ser na regido de 1ng/100uL-
1000ng/100uL, e 100uL de tal solugdao administrada por cm linear de mar-
gem de ferida. _

No caso de um TGF-B3 de sequéncia ID N2 5, dosagens preferi-
das para administragdo a uma.ferida podem ser na regido de 1ng/100uL-
1000ng/100uL, e 100uL de tal solugdo administrada por cm linear de mar-
gem de ferida.

No caso de um TGF-B3 de sequéncia ID N2 7, dosagens preferi-
das para administragcdo a uma ferida podem ser na regido de 1ng/100uL-
1000ng/100uL, e 100uL de tal solugdo administrada por cm linear de mar-
gem de ferida.

No caso de um TGF-B3 de sequéncia ID N‘—".9, dosagens preferi-
das para administragdo a uma ferida podem ser na regido de 1ng/100uL-
1000ng/100uL, e 100uL de tal solugdo administrada por cm linear de mar-
gem de ferida.

No caso de um TGF-B3 de seqléncia ID N2 11, dosagens prefe-
ridas para administragdo a uma ferida podem ser na regidao de 1ng/100uL-
1000ng/100uL, e 100uL de tal solugdo administrada por cm linear de mar- |
gem de ferida.

Os agentes da inveng@o podem ser usados para promover a ci-
catrizagdo acelerada da ferida e/ou prevenir, reduzir ou inibir cicatrizagéo
como uma monoterapia (por exemplo, com 0 uso dos medicamentos da in-
vengdo sozinho). Alternativamente, os métodos ou medicamentos da inven-
¢ao podem ser usados em combinagdo com outros compostos ou tratamen-
tos para a promog¢ao da cura da ferida ou inibicdo da cicatriz. Tratamentos
adequados que podem ser usados como parte de tais terapia de combina-
¢ao serao conhecidos por aqueles versados na técnica.

Os inventores descobriram que TGF-B3 de acordo com a pre-
sente inven¢do podem vantajosamente ser formulados na presenga de um

acgucar. Este agucar pode ser um acucar de redugdo ou ndo redugdo e/ou
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um fosfato ou do fosfonate derivado do mesmo. Exemplos de tais agucares
podem ser selecionados de, mas nao sao limitados a, grupo consistindo em
maitose, manose, trehalose, arabinose, fnainitol, sacarina, frutose, dextrose
e glicose. Os agucares preferidos podem ser selecionados do grupo consis-
tindo em maltose e trehalose.

Sera apreciado que peptideos contendo TGF-B3 da invengdo
podem representar agentes favoraveis a ser administrados pelas técnicas
que envolvem expressao celular de sequiéncias de acido nucléico que codifi-
cam tais moléculas. Tais métodos de expressao celular sao particularmente
adequados para uso médico em que os efeitos terapéuticos dos peptideos
séo exigidos durante um periodo prolongado, por exemplo, nos contextos
onde é desejavel aumentar durante um periodo de tempo uma resposta de
cicatrizagdo de ferida de outra maneira defeituosa. E particularmente preferi-
do que TGF-B3 para ser adminstrado via expressao celular compreende a-
queles peptideos definidos pela sequéncia ID N% 3, 5, 7, 9 ou 11 ou frag-
mentos ou derivados destes. Acidos nucléicos codificando esses peptideos
sao definidos na sequéncia ID Nos 4, 6, 8,10 ou 12.

Muitos métodos conhecidos de administrar agentes de peptideo

da invencao aos tecidos tais como feridas tém a desvantagem que pode ser

-dificil alcangar niveis sustentados de agente da invengao no local do trata-

mento durante o curso mesmo de alguns dias porque os agentes de pepti-
deo podem ter meia-vida curta in vivo. As meias-vidas dos agentes podem
ser curtas por varias razdes que incluem:

(i) Degradagao por proteases e semelhantes.

(ii) Liberagao por proteinas de ligacéao.

(i) Ligacao e inibicao de atividade de agente por moléculas de
matriz extracelular.

Além disso, agentes usados para promover a cicatrizagao acele-
rada da ferida e/ou prevengéo, redugao ou inibigdo de cicatriz precisam ser
administrados em um veiculo adequado e sao freqlientemente fornecidos
como uma composicao que compreende 0 agente e o veiculo. Como discuti-

do, tais veiculos sao preferivelmente néo inflamatérios, biocompativeis, bior-
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reabsorviveis e nao devem degradar ou inativar o agente (no armazenamen-
to ou no uso). Entretanto, pode freqiientemente ser dificil fornecer um veicu-
lo satisfatério para entregar agentes a um tecido com uma ferida a ser trata-
da.

Uma maneira conveniente em que estes problemas podem ser
prevenidos ou mitigados é fornecer uma quantidade terapeuticamente eficaz
de um agente da invengdo em uma area a ser tratada por meio da terapia
génica.

De acordo com um quarto aspecto da presente invengao é for-
necido um sistema de distribuicdo para o uso em uma técnica de terapia gé-
nica, o dito sistema de distribuicio compreendendo uma molécula de DNA
codificando um peptideo selecionado do grupo constituido por aqueles defi-
nidos pela Seqgiéncia ID No. 3, Seqléncia ID N 2 5, Sequéncia ID No. 7, Se-
quiéncia ID No. 9 e Seqiiéncia ID No. 11, a dita molécula de DNA sendo ca-
paz de ser transcrita para levar a expressao do peptideo escolhido.

De acordo com um quinto aspecto da presente invengao é for-
necido o uso de um sistema de distribuigao, tal como definido no paragrafo
anterior, para uso na fabricagdo de um medicamento para uso na promogao
da cura acelerada da ferida e/ou prevengao, redugao ou inibicao da cicatriz.

| No sexto aspecto da presente invengao é fornecido o uso de um
sistema de distribui¢éo, tal como definido acima, para uso na fabricagao de
um medicamento para uso na promog¢ao da regeneragao epitelial.

De acordo com um sétimo aspecto da presente invengao é for-
necido um método de promover a cura acelerada da ferida e/ou prevencao,
redugao ou inibicdo da cicatriz, o método compreehde administrar a um pa-
ciente com necessidade de tal tratamento uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um sistema de distribui¢ao, tal como definido pelo nono aspecto da
invengao.

De acordo com um oitavo aspecto da presente invengao é forne-
cido um método de promover a regeneracao epitelial, 0 método compreende
administrar a um paciente com necessidade de tal tratamento uma quantida-

de terapeuticamente eficaz de um sistema de distribui¢do, tal como definido
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pelo nono aspecto da invengao.

Devido a degeneragao do cédigo genético, é claro que as se-
quéncias de acido nucléico que codificarh 0s agentes adequados para 0 uso
de acordo com a inven¢@o podem ser variadas ou mudadas sem substanci-
almente afetar a sequéncia do produto codificado, desse modo, fornecendo
uma variagao funcional da mesma. As seqliéncias de acidos nucléicos pos-
siveis que podem ser usadas para codificar peptideos definidos pela se-
quéncia ID N 3, 5, 7, 9 ou 11 serdo prontamente aparentes & pessoa ver-
sada, e a pessoa versada sera capaz de fazer referéncia aos exemplos for-
necidos como seqiéncia ID N2 4, 6, 8, 10 ou 12, respectivamente.

Sistemas de distribuicao de acordo com a invengao sao altamen-
te adequados para alcancar niveis sustentados de um agente da invencao
em uma ferida durante um periodo mais longo de tempo do que é possivel
para a maioria dos sistemas de distribuicdo convencionais. Os agentes da
invengcao adequados para promover a cura acelerada da ferida e/ou cicatriz
inibida podem continuamente ser expressos de células em um local da ferida
que foi transformado com a molécula de DNA descrita no quarto aspecto da
invencdo. Consequentemente, mesmo se o agente da invengao tivesse uma

meia-vida muito curta in vivo, quantidades terapeuticamente eficazes do a-

-gente podem continuamente ser expressas do tecido tratado.

Além disso, os sistemas de distribuicdo da invengao podem ser
usados para fornecer a molécula de DNA (e desse modo, 0 agente da inven-
¢ao) sem a necessidade de usar veiculos farmaceuticamente convencionais,
tais como, aqueles requeridos em pomadas ou cremes que entram em con-
tato com a ferida.

Um sistema de distribuicao da presente invengdo é preferivel-
mente, tal que, a molécula de DNA é capaz de ser expressa (quando o sis-
tema de distribuicdo € administrado a um paciente) para produzir um pepti-
deo definido pelo grupo consistindo na sequéncia ID N¢ 3, 5, 7, 9 ou 11 ou
um fragmento ou derivado de tal peptideo. A molécula de DNA pode estar
contida dentro de um vetor adequado para formar um vetor recombinante. O

vetor pode, por exemplo, ser um plasmideo, cosmideo ou fago. Tais vetores
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recombinantes sdo altamente uteis em sistemas de distribuicao da invengao
para células de transformagao com moléculas de DNA adequadas.

Vetores recombinantes podem também incluir outros elementos
funcionais. Por exemplo, os vetores recombinantes podem ser projetados, tal
que, o vetor autonomamente replica no nucleo da célula. Neste caso, os e-
lementos que induzem a replicagao do DNA podem ser requeridos no vetor
recombinante. Alternativamente o vetor recombinante pode ser projetado, tal
que, o vetor e a molécula de DNA recombinante integram no genoma de
uma célula. Neste caso as sequéncias de DNA que favorecem a integragédo
alvo (por exemplo, por recombinacado homoléga) sdo desejaveis. Os vetores
recombinantes podem também ter codificacdo de DNA para genes que po-
dem ser usados como marcadores seleciondveis no processo de clonagem.

O vetor recombinante pode também adicionalmente compreen-
der um promotor ou regulador para controlar a expressao do gene conforme
exigido.

A molécula de DNA pode (mas nao necessariamente) ser uma
que se torne inCorporada no DNA de células do sujeito sendo tratado. Célu-
las nao diferenciadas podem ser estaveimente transformadas levando a pro-
dugao de células filhas geneticamente modificadas. Quando este for o caso,
regulagao de expressao no sujeito pode ser exigida, por exemplo, com fato-
res de transcricdo especificos, ativadores de gene ou mais preferivelmente
com promotores induziveis que transcrevem o gene em resposta a um sinal
especificamente encontrado em uma ferida. Alternativamente, o sistema de
distribuicao pode ser projetado para favorecer a transformacéao instavel ou
transiente de células diferenciadas no sujeito que estéa sendo tratado. Neste
exemplo, a regulacéo de expressao pode ser menos importante porque a
expressao da molécula de DNA parara quando as células transformadas
morrerem ou pararem de expressar a proteina (idealmente quando a promo-
¢ao da cura acelerada da ferida com a formagéo da cicatriz reduzida for efe-
tuada).

O sistema de entrega pode fornecer a molécula de DNA a um

sujeito sem ele ser incorporado em um vetor. Por exemplo, a molécula de
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DNA pode ser incorporada dentro de uma particula de lipossoma ou virus.
Alternativamente, a molécula de DNA "nu" pode ser introduzida em uma cé-
lula do sujeito por meios adequados, por exemplo, percepgao endocitética
direta.

A molécula de DNA pode ser transferida as células de um sujeito
a ser tratado por transfecgao, infec¢édo, microinjecao, fusdao de célula, fusdo
de protoplasta ou bombardeio balistico. Por exemplo, transferéncia pode ser
por transfeccao balistica com particulas de ouro revestidas, lipossomas con-
tendo a molécula de DNA, vetores virais (por exemplo, adenovirus) e meios
de fornecer percepgcao de DNA direta (por exemplo, endocitose) por aplica-
cao de DNA de plasmideo diretamente a uma ferida topica ou por inje¢ao.

' A expressio celular do agénte da invengédo pode ser por células
na borda da area nao danificada que cerca a ferida, ou pode alternativamen-
te ser por células introduzidas terapeuticamente na ferida (por exemplo, cé-
lulas cultivadas enddgenas ou exdégenas envolvidas na resposta de cura da
ferida).

- Seréa apreciado que células que devem ser introduzidas terapeu-
ticamente para promover a cura acelerada da ferida e/ou prevengéo, redu-
¢ao ou inibigcdo da cicatriz podem ser manipuladas ex vivo, tal que, expres-
sem 0s niveis aumentados de um agente da invencgéo, e entado introduzidas -
na area da ferida. Tais células podem preferivelmente ser células cultivadas
ex vivo para uso na preparac¢ao ou fabricag@o de pele artificial ou de substi-
tuicao de pele para ser usada na promogdo da cura da ferida. As células po-
dem mais preferivelmente ser células autélogas, embora sera apreciado que
todas as células adequadas podem ser usadas.

Consequentemente, em um nono aspecto da invengao, é forne-
cido um medicamento que compreende células induzidas para expressar um
agente da presente invengao.

A inducao de expressao celular de um agente da inveng¢ao pode
ser efetuada por meios de incorporagao nas células de acidos nucléicos cau-
sando a expressao de agentes adequados para uso de acordo com a inven-

cao.
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A invencao sera agora adicionalmente descrita como exemplo
com referéncia aos seguintes protocolos e estudos experimentais e acom-
panhados das figuras nas quais: |

Tabela 1 apresenta valores indicativos de residuos de aminoaci-
do a propensao para envolvimento na formacgéo de alfa-hélice;

Tabela 2 define detalhes de nomenclatura utilizada em r_eferén-
cia ao TGF-f3s mutante da invencao;

Tabela 3 define a eficiéncia do redobramento do tipo-selvagem
de TGF-B3 e TGF-B3s da invengéao;

Tabela 4 compara a atividade biolégica do tipo selvagem de
TGF-B3 e Gly63-Ala (uma proteina TGF-B3 da invencdo), como avaliada pe-
lo ensaio da inibigdo do crescimento celular;

Tabela 5 define as concentracbes dos reagentes utilizados em
estudos in vivo de cura da ferida;

Tabela 6 define as concentragbes de reagentes utilizados em
estudos in vivo de cura da ferida;

figura 1 mostra um cromatograma de TGF-Beta 3 "tipo selva-
gem" em uma coluna Fenil-Sefarose; |

figura 2 mostra um cromatograma de TGF-Beta 3 monomérico e
Dimérico "tipo selvagem" na coluna UNO-S1;

figura 3 mostra uma comparacgao de proteinas mutante de TGF-
Beta 3 e TGF-Beta 3 "tipo selvagem" por SDS-PAGE corado com Coomas-
sie Blue (observe que a troca de tampao de Gly63-Ala e proteinas mutante
Gly63-Pro resultou em algumas amostras perdidas, por conseguinte, a con-
centracao real adicionada ao gel particularmente menos do que 3ug decla-
rado); ‘

figura 4 mostra o modelo utilizado para ferimento excisional;

figura 5 mostra média de 3 dias para a classificagdo da avalia-
¢ao macroscopica para feridas incisionais (A e B) tratadas com TGF-Beta 3

N

tipo selvagem ou TGF-j83s da invengao, onde "*" indica aumento significati-
vo da cura em comparagao a feridas ingénuas (p <0,05) ;

figura 6 média microscopia de 3 dias da largura de feridas exci-
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sionais (C, D) tratada com proteinas TGF-Beta3 'tipo selvagem' e mutantes;
| figura 7 mostra o modelo utilizado para ferimento incisional;

figura 8 ilustra classificagdo macroscépica da cicatriz (dia 70)
para os ferimentos tratados com TGF-Beta 3 'tipo selvagem', Gly63-Ala e
Gly63-Pro;

figura 9 ilustra imag‘ehs macroscoépicas de cicatriz (dia 70) para
os ferimentos tratados com TGF-Beta 3 'tipo selvagem', Gly63-Ala e Gly63-
Pro; '

figura 10 ilustra classificacdo macroscopica da cicatriz (dia 70)
para os feri.mentos tratados com TGF-Beta 3 'tipo selvagem', Glul2-Ser e
mutante de dupla Serina (Glul2-Ser & Arg52-ser), onde "+" indica diminui¢éo

significativa das cicatrizes comparada as feridas tratadas com placebo (p -

'<0,05);

figura 11 ilustra imagens macroscépicas da ’cicatriz (dia 70) para
os ferimentos tratados com TGF-Beta 3 'tipo selvagem', Glul2-Ser e mutante
de dupla Serina (Glul2-Ser & Arg52-Ser);

figura 12 ilustra imagens microscopicas da cicatriz representativa
de ferimentos tratados com TGF-Beta 3 'tipo selvagem', Gly63-Pro e protei-
na mutante Gly63-Ala (70 dias de Pés-Ferimento); e |

figura 13 ilustra imagens microscépicas da cicatriz representativa
de ferimentos tratados com Glul2-Ser e mutante de dupla serina (Glul2-Ser e
Arg 52-Ser) apés 70 dias de pés-ferimento.

Detalhes das sequéncias de interesse particular sdo fornecidos
na se¢éo "Informacgées de Sequéncia".
Protocolos Experimentais e Resultados

1. Geragdo, producéo, redobramento e purificacdo de TGF-B3 de acordo
com os primeiro e segundo aspectos da invencéo.
1.1 Geracao de cDNA

O RNA total de uma ferida incisional humana (tomada no dia 5
apos o ferimento) foi tratado com DNA-livre (Ambion) para remover qualquer
contaminag&o de DNA. Usando o RNA total como um modelo, cDNA TGFbe-

- ta-8 foi gerado por Reagédo em Cadeia por Polimerase-Transcriptase reversa
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(RT-PCR). A mistura principal de RT-PCR foi preparada do kit de reagente
QRT-PCR core da Brilliant®, 1 etapa (Stratagene). Um micrograma de RNA
foi adicionado a 50uL de uma solugcédo contendo: Um tampdo QRT-PCR da
etapa-um, 0,2mM de dNTPs, 3,5mM de MgCl,, 1uL de transcriptase reversa
Stratascript, 2,5 unidades de tagpolimerase, 0,4uM iniciador senso (5' GAT
ATA CCA TGG CTT TGG ACA CCA ATT ACT ACT GC 3'), 0,4uM de inicia-
dor senso (5'-CAG CCG GAT CCG GTC GAC TCA GCT ACA TTT ACA AGA
C 3'). A reagao foi colocada em um circulador térmico (Hybaid PCR Express)
e realizada sob as sequintes condi¢gdes: 30 min. a 45°C, 10 min. a 95°C, en-
tao 40 ciclos de 95°C por 30s, 65°C por 1 min. e 72°C por 1 min. A etapa
final de 72°C pbr 10 min. Amostras PCR foram corridas em 2% (p/v) de gel
de agarose para verificar o tamanho da banda e purificadas usando Kit de
Prep. PCR Wizard (Promega).
1.2 Construgao de Plasmideo

O vetor pET-3d é derivado do vetor pBR322 e contém um pro-
motor T7 sob controle de LacUV5 e um gene marcador resistente a ampicili-
na. O fragmento cDNA de TGF-beta 3 (gerado na Secéao 3.2) foi subclonado
dentro de pET-3d nos locais HI Bam e Nco | (5'-3' respectivamente). A liga-
¢ao resultante foi entao transformada dentro de células XL10 Gold (Strata-
gene) e andlise de colénia PCR foi realizada para localizar clones contendo
uma inser¢do. O clone final foi crescido e DNA plasmidico extraido na agua
usando Kit Qiaprep®Spin Miniprep (Qiagen). O plasmideo foi sequienciado e
verificado usando iniciador promotor T7 (5'-TAA TAC GAC TCA CTA TAG
GG-3’) e iniciador terminal T7 (5'-GTC AGT TAT TGC TCA GCG G-3).
1.3 Mutagénese direcionada a local

O constructo TGF-Beta 3 'tipo selvagem' da Se¢édo 1.2 subme-
teu-se a mutagénese direcionada a local para gerar dois constructos mutan-
tes codificantes para proteinas mutantes TGF-Beta 3. A nomenclatura mu-
tante/constructo e mudanca de seqiiéncia nucleotidica estao resumidas na
Tabela 2. As posigdes nucleotidicas que submeteram-se a mutagénese séo
mostradas na sec¢ao Informagéo de Sequéncia. '

A metodologia de mutagénese direcionada a local in-vitro foi ba-
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seada no kit direcionado a mutagénese de Stratagene's Quick Change® Si-
te. 100ng de plasmideo (da Secdo 1.2) foram adicionados a uma solugédo
contendo: 2.5uL 10 x tampao de multirreagdo Quick Change®, solugdo
Quick, 100ng de iniciador Mutagénico Primer, ImL de mistura de dNTP, PfU
Turbo DNA polimerase (Stratagene), feito até um volume final de 2,5 ml com
o dobro de &gua destilada. A reagao foi colocada em um ciclador térmico
(Hybaid PCR Expresses) e executada sob as seguintes condi¢des: Imin a
95°C, 30 ciclos de Imin a 95°C, 55°C por 1 min e uma etapa final de 65°C
por 2 min. Uma vez que a ciclagem térmica foi completada as reagdes foram

colocadas no gelo por 2 min para reduzir a temperatura abaixo de 37°C. IuL
de enzima de restricdo Dpnl (10 U/uL) foi adicionado a cada reagéo e cuida-

dosamente misturada. A mistura de reacao foi centrifugada (Imin 10.000 rpm

em um Sorvall Biofuge) e depois incubada a 37°C para digerir os ds-DNA

parenteral. I-5ul. de Dpnl-tratados de DNA de cada mutagénica reagdo fo-

ram adicionados 45ulL de E.coli XLI-Blue ressucitado (Stratagene) e 2uL

mistura de B-ME (Stratagene). A suspensao foi misturada e incubada em

gelo durante 30 minutos. A suspenséao foi aquecida a 42°_C num banho de

agua por 30 segundos. A mistura foi incubada em gelo por mais 2min. 0,5 ml

caldo NZY* preaquecido (42°C) foi adicionado em cada célula em suspen-

sé@o. O caldo de transformagéao foi incubado durante 1 hora com agita¢éo a

225-250rpm. luL, 10pL e 100uL do caldo de transformagéo de cada reagdo

de mutagénese foram espalhados sobre placas &gar LB contendo 100ug/mL

de Ampicilina (Sigma), 80ug/ml de 5-bromo-4-cloro-3-inodlil-B-D-

galactopiranranosida (X-gal, Stratagene), 20mM ~de isopropil B-D-

Tiogalactopiranranosida (IPTG, Sigma) e incubados durante 18 horas a

37°C. As coldnias azuis continham o plasmideo mutante. Uma tnica coldnia

de cada tipo mutante foi selecionada do agar e usada para inocular 10mL do

meio LB contendo 100ug/mL de Ampicilina. O plasmideo foi isolado utilizan-

do QIlAprep® Spin Miniprep Kit (Qiagen). Os plasmideos foram sequencia-

dos e verificados para a mutagdo correta utilizando iniciadores pQE for e

pQE Rev . |

1.4 Transformacgao e Clonagem
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10uL (50 ng por uL) de DNA plasmideo (da Secao 1.2 e 1.3) fo-
ram adicionados a 1mL de células de E.coli BL21 competentes frias (4°C)
(DEB) Singles® pLysS (Novagen). Apos 20 min as células foram aquecidas
chocadas por incubagao por 30 s a 42°C em banho de agua. 100uL de meio
Psi foram adicionados a mistura de célula/plasmideo e agitados a 37°C por
90 min. Aliquotas de 50uL e 100uL foram plaqueadas em placas agar LB
contendo 100 pg/mL de ampicilina (Sigma) e incubadas por 1v8 horas a 37°C.
Colbnias unicas foram cultivadas e estoques de células congeladas geradas
e armazenadas a -80°C. DNA plasmideo foi analisado a partir de estoques
de células para verificar transformacgéao correta.
1.5 Expressao |

Uma Ampola de células de E.coli transformadas congeladas (da
Secao 1.4) foram recuperadas e inoculadas em frascos de Erlenmeyer com
defletores, contendo 100mL de meio LB e 100ug/mL de ampicilina. Os fras-
cos foram incubados com agitacédo, durante a noite a 37°C. 5mL desta cultu-
ra noturna foram adicionados a um frasco de Erlenmeyer de 2 litros (500mL
de meio LB/100ug/ml)) e incubados com agitagdo a 37°C. 2mL de amostras
de caldo foram tomados de hora em hora para rastrear o crescimento e a
expressao de proteina mutante e tipo selvagem de TGF-Beta 3. O cresci-
mento foi determinado medindo a absorbancia em um espectrofdmetro, em
um comprimento de onda de 600nm. Quando a absorbancia mediu 0,6 Abs
as células foram induzidas para expressar proteina TGF-Beta 3 mutante e
tipo selvagem pela adi¢gdo de isopropil B-D-Tiogalctopiranosida (IPTG, Sig-
ma) para uma concentragao final de 1 mM. As culturas foram incubadas por
umas 4 horas adicionais. 0,5mL de amostras de caldo foram peletizados por
centrifugag¢éo (10min 10,000 rpm em um Sorvall Biofuge) e o sobrenadante
descarregado. O pélete foi ressuspenso em 50uL de tampao de amostra de
dodecil sulfato de sddio (SDS) - poliacrilamida gel-electroforese (PAGE) e
aquecido por 10 minutos em banho de agua a 95°C. Amostras de 10uL fo-
ram carregadas em SDS-PAGE. SDS-PAGE e coloragdao de Coomassie Blue
foram realizados (como descrito em A.T Andrews, 1986) usando um Hoe-
fer®Mighty Small SE 245 Dual Gel Caster (Amersham). Os géis eram de
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1mm de espessura e continham 15% (v/v) de gel de poliacrilamida.
1.6 Colheita da célula e isolamento de corpos de inclusao

As células da segéo 1.5 foram peletizadas pela centrifugagdo em
50009 por 10 min uma centrifugada Hettich Rotina 46R com um Rotor 4315.
O rompimento da célula e a recuperagdo do insoluvel (corpos de inclusao)
de proteinas TGF-Beta 3 foram realizados a 4°C. As células foram suspen-
sas em 50mL de 100mM Tris/HCI (Sigma), 10mM EDTA (Sigma) pH 8,3 e
foram interrompidas por sonicagdo usando um Sanjo Soniprep 150. 0,2%
(p/p) de Triton X-100 (Sigma) foi adicionado a suspenséo e agitado por uma
hora. A suspensao foi centrifugada em 15.000g por 40 min. Os péletes foram
ressuspensos em 50mL de 100mMTris/HCI, 10mM EDTA pH 8,3 a tempera-
iura ambiente antes de ser centrifugada por 40 min em 12.000g.
1.7 Solubilizagéo de Corpos de Incluséao ‘

O sedimento da segdo 1.6 foi ressuspenso em 40mL de 8M de
Uréia 1% (p/p) DL-Ditioteitrol (DTT) e interrompido em um homogeinizador
Heidolph Diax 900. A suspensao foi coberta e deixada em agita¢gao por 1
hora para solubilizar os corpos de incluséo e reduzir proteinas TGF-Beta 3
mutantes e tipo selvagem a suas formas monoméricas. A suspensao foi en-
tao centrifugada em 15.000g por 30 min. O sobrenadante foi dialisados para
trocar o tampéao de 8M de Uréia (ICN biomédica) para 10% (v/v) de acido
acético. As proteinas de E.coli que ficaram soluveis em 8M de uréia se pre-
cipitaram da solugdo quando o tampao foi trocado para acido acético 10%
(v/v). 1% (p/v) DTT (Sigma) foi adicionado a suspensao, coberto e deixado
em agitacdo por 30 min para reduzir qualquer ligagao de dissulfeto que pos-
sa ter se formado entre mondémeros TGF-B3 durante a troca de tampao. A
suspensao foi centrifugada a 12.000g por 40 min para separar as proteinas
soluveis e nao soluveis. Amostras foram tomadas da solubilizagdo da uréia e
etapas de troca de tampao (material soluvel e nao soluvel de acido acético),
e entdo analisadas usando SDS-PAGE.
1.8 Ultrafiltracao

O material de acido acético 10% (v/v) da se¢a@o 1.7 se submeteu

a ultrafiltragdo com uma membrana 10kDa em um Vivoflow50 (Vivascience).
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A finalidade disto era reduzir o volume de suspensao de acido acético 10%
(v/v) para 3mL e remover as proteinas de baixo peso molecular.
1.9 Gel filtragdo |

A amostra da Seg¢do 1.7 cromatografada em uma coluna de alta
resolugdo Hiprep 26/60 Sephacryl S-100 (Amersham, 320mL) em 10% (v/v)
de écido acético a uma razao de fluxo de 1.5mL/min. Fragbes contendo
TGF-Beta 3 monomérico desnaturado (que eluido entre 100 min e 140 min),
foram agregadas.
1.10 Liofilizacao

As fragbes agregadas contendo TGF-Beta 3 monomérico desna-
turado foram liofilizadas usando um secador de congelamento TEC Lyoprep-
3000 para retirar o acido acético e agua da amostra.
1.11 Redobramento
‘ O TGF-Beta 3 monomérico, liofilizado, da Secéo 1.10 foi solubili-
zado em uréia 8M contendo 10mM de DTT até a concentragdo final de TGF-
Beta 3 de 10mg/mL foi alcancado. A solucdo de TGF-Beta 3 foi adicionada
lentamente, enquanto agitando a solugéao de redobramento (1M sulfonato 3-
(Piiidino)-1-propano (NDSB-201), 20% (v/v) sulféxido de demitila (DMSO,
Sigma), 2% (p/v) 3-(3-colamidopropil)dimetilaménio-1-propanossulfonato
(CHAPS), 1M NacCl (Sigma), I% (p/v) glutationa reduzida (GSH, Sigma),
0.056M ® Trizma Base (Sigma) pH 9,3), até uma concentragdo final de
0.2mg/mL de TGF-Beta 3 seja élcangada. E importante que o pH seja manti-
do dentro de um intervalo de 9,2-9,4 utilizando concentrado de NaOH/HCI. A
solucéo foi coberta com Parafilme, em que foi perfurada para permitir a oxi-
dacao do TGF-Beta 3 monomérico e colocada sob agitacdo em 8°C. Apds
144 horas, a solugéo foi centrifugada a 15.000g por 40 minutos para remover
0 precipitado'formado e o pH foi ajustado para pH 3,5 com &cido acético gla-
cial. O sobrenadante continha TGF-Beta 3 dimérico ligado a dissulfeto, o
qual foi determinado por SDS-PAGE (ndo-reduzido) e Western Blotting. O
SDS-PAGE foi realizado conforme descrito na Secao 2.1. '

Para o Western Blotting, amostras foram carregadas sob 1mm

de espessura, 15% (v/v) de gel de poliacrilamida. Uma vez que a eletrofore-
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se foi concluida, as proteinas dentro do gel foram eletroforeticamente entéo
transferidas para o papel de nitrocelulose (Sigma), utilizando o aparelho de
Western Blotting TE22 (Pharmacia), conforme descritas no manual de ins-
trucoes. Locais de ligagdes nao-especificos sobre a nitrocelulose foram en-
tao bloqueados com tampao de bloqueio (5% (p/v) de leite desnatado em pd,
1% (v/v) de monolaurato de Polioxietilenossorbitano (Tween 20, Sigma), em
solugdo salina tamponada com fosfato (Invitrogen)). A nitrocelulose foi, em
seguida, lavada em tampao de lavagem (PBS, 0,1% Tween 20). A nitrocelu-
lose foi, em seguida, incubada durante 1 h com o anticorpo primario
(MAB643 (P & D sistemas)) diluido é 1:500 com 0,1% (v/v) Tween 20, em
PBS. A nitrocelulose foi novamente Iavéda antes de incubagéo por 1 hora
com o anticorpo secundario de anticorpo de cabra anticamundongo (abe-
cam) diluido a 1:3000 com 0,1% (v/v) Tween 20, em PBS. A nitrocelulose
recebeu uma ultima lavagem antes da adi¢do do reagente de ECL (Amer-
sham) para visualizar os complexos antigeno-anticorpo. Em um quarto escu-
ro o filme de raio-X foi exposto a nitrocelulose antes de ser imerso em solu-
¢Oes desenvolvedoras, fixas e de parada. A nitrocelulose foi entdo deixada
secar. O redobramento das proteinas monoméricas de TGF-Beta 3 tipo-
selvagem' e mutante mostraram nl’veis variados de formagao de dimeros. A
porcentagem de recuperacado corretamente do redobramento dimérico de
outros redobramentos incorretos ou proteinas TGF-Beta 3 ndo diméricas sao
apresentados na Tabela 3. '

Curiosamente as substituicbes de aminoacidos dentro da alfa
hélice de proteinas TGF-Beta 3 que causou maior impacto sobre o rendi-
mento de redobramento (formagédo do dimero). Estabilizagdo do alfa: hélice
pela substituigdo de Glicina com Arginina aumentou os rendimentos de re-
dobramento de 20% para 50%). Inversamente a ruptura da alfa hélice pela
substituicdo de Glicina com prolina resultou em uma percentagem muito
mais baixa de formagao de dimero. Isto indica que a hélice alfa desempenha
um papel importante na mudang¢a do dobramento na correta molécula de
TGF-Beta 3. Substituicio dos aminoacidos envolvidos na formacgéo da "pon-

te salina" ndo produz efeito de rendimentos de redobramento.
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1.12 Cromatografia de interacao hidrofébica '

A solugéo de renaturagao da Sec¢do 1.11 foi concentrada a 50mL
por ultrafiltragdo com um 10kDa de membrana (peso molecular isolado) no
Vivoflow50 (Vivascience). A solugdo de renaturacdo foi diluida a 1:1 com
uma solugdo de sulfato de aménio 2 M (Sigma) e 10% (v/v) de &acido acético.
Uma coluna Biorad 2ml preenchida com Fenil-Sefarose de fluxo répido (A-
mersham) foi equilibrada com tampéao A (1,0M de sulfato de amoénio e 10%
(v/v) de acido acético). 20mL da solugéo de renaturagdo diluida foram apli-
cados a esta coluna a uma razao de fluxo ImL/min (essa razao de fluxo foi
utilizada durante todo o procedimento). A coluna foi entao lavada em tampao
até a leitura de absorbancia em 280nm atingida a nivel basal (10mL). 100%
do tampéo B (10% (v/v) de &cido acético 30% (v/v) de isopropanol) foram
aplicados a coluna. O primeiro pico, que contém proteinas TGF-Beta 3 tanto
nas forrhas monomeéricas e diméricas, foi agrupado (vide figura 1).

1.13 Cromatografia de troca catidnica

| | Cromatografia de troca catiénica foi usada para isolar as protei-
nas TGF-Beta 3 diméricas das monoméricas. Uma coluna 2 UNO-SI 2mL
(Biorad) foi equilibrada com um tampao contendo 10% (v/v) de acido acético,
30% (v/v) de isopropanol). As fragdes agrupadas da Secao 3.12 foram apli-
cadas em uma razéo de fluxo de ImL/min sobre a coluna UNO-S1. A coluna
foi entdo lavada em tampéao A até a leitura de absorbancia em 280nm tenha
atingida nivel basal (5 min). Um gradiente linear foi executado durante 5 mi- -
nutos finalizando com uma mistura de 60% de tampao A e 40% de tampéao B
(10% (V/v) em acido acético, 30% (v/v) de isopropanol e 1M NaCl). A aplica-
cao desta mistura tampao foi mantida por mais um 15 minutos. TGF Beta-3
monomeérico foi eluido da coluna apds 10min seguinte a injecdo da amostra.
Um segundo‘gradiente linear foi aplicado durante 5 minutos finalizando com
100% de tampéo B e mantido por 10 minutos. TGF-Beta 3 dimérico foi eluido
da coluna 30 minutos apés a inje¢do da amostra (vide figura 2).
1.14 Ultrafiltracao/diafiltracao

As fragbes contendo moléculas TGF-Beta 3 monoméricas e di-

mericas purificadas da Segdo 1.13 foram submetidas a ultrafiltra-
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cao/diafiltracdo para trocar o tampao a 20mM em &acido acético, 20% (v/v) de

isopropanol e concentrado a amostra a ~ 10mg/mL (concetracdo de TGF-

Beta 3 foi determinada por espectrometria UV). Um Vivoflow50 (Vivascience)
com uma 10kDa isolado foi usado na troca de tampao e concentrado as a-

mostras.

2. Caracterizagéb in vitro de TGF-B3s da invencgao.

2.1. Anélise SDS-PAGE de TGF-f3s purificados da invengao.

Proteinas mutantes TGF-Beta 3 purificadas (da Secao 1.14) fo-
ram avaliadas por SDS-PAGE para determinar a pureza e peso molecular.
Devido ao baixo pH nas amostras mutantes TGF-Beta 3 das Sec¢bes 3.14 foi
trocado o tampao utilizando colunas rotativas de salinizagao protéica (Pier-
ce) em amostra tampao SDS-PAGE. 3/xg de proteinas TGF-Beta 3 mutante
purificadas (amostras reduzida e nao-reduzida), 3ug de controle positivo de
TGF-Beta 3 tipo selvagem (reduzida e nao reduzido) e 1'_O/iL de filamentos de
peso molecular Mark 12 foram carregados sobre gel de poliacrilamida (10% -
20% (v/v) de gradiente de acrilamida). Uma vez que a eletroforese tenha
sido completada o gel foi corado com Coomassie Blue.

Tal como esperado o TGF-Beta 3 “tipo selvagem" e a proteina
mutante Gly63-Ala correram para posi¢des idénticas sobre o gel ( amostras
de~ 13kDa para reduzida e 25kDa para ndo-reduzida). Curiosamente ne-
nhuma banda de proteina mutante Gly63-Pro foi detectada sobre o gel ndo
reduzido, mas foi detectada no gel reduzido. Como a eficiéncia do redobra-
mento da Gly63-Pro foi muito baixa (<1%) € provavel que varias espécies
redobradas foram produzidas, os quais foram a niveis inferiores aos detecta-
veis por Coomassie (>pg). No entanto, quando estas espécies foram reduzi-
das a concentragdo de mondémero Gly63-Pro reduzido foi acima de 1ug no
limite de detecg¢é@o da coloragéo por Coomassie e, por conseguinte, Gly63-
Pro pode ser visto no gel reduzido. A posi¢gdo da banda de proteina Gly63-
Pro reduzida foi ligeiramente mais elevada do que a banda de TGF-Beta 3
tipo selvagem”. Como era de se prever a substituicdo de Glicina 63 para
uma prolina feita a proteina mutante Gly63-Pro uma molécula maior do que

TGF-Beta 3 do "tipo selvagem" (vide figura 3).
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2.2 Ensaio de Inibicao do crescimento celular para comparar a ativida-
de biolégica do TGF-3s da invengcao com o TGF-f3 de tipo selvagem

Ensaio de inibicao do crescivmento celular (A Meager, 1991), é
um teste para a atividade biologica in-vitro para moléculas TGF-Beta. O en-
saio colorimétrico € baseado no efeito inibitério de moléculas TGF-Beta no
crescimento das células epiteliais Pulmao Mink (MLEC). 100l de suspensao
celular contendo: 1 x10* MLEC células/mL e meio completo (DMEM (Invitro-
gen), 0.01M tampéao Hepes (Invitrogen), 2mM de L-Glutamina (Invitrogen), L-
Arginina (Invitrogen), L-asparagina (Invitrogen), 100 unidades/mL de penicili-
na (Invitrogen), 50ug/mL de estreptomicina (Invitrogen) e 5% soro fetal de
vitelo (Invitrogen)) foram adicionados a cada cavidade das 96 cavidades da
placa de cultura de tecido. Apds incubacgao a noite toda a 37°C, 5% de CO,,
100uL serialmente diluidos (10pg/mL a 500pg/mL) de amostras mutantes
TGF-Beta 3 diméricas (Sec¢ao 3.14) foram adicionados a placa. Cavidades
de controle receberam 200uL de médio completo e 10% (v/v) 0,25 M malto-
se. As placas foram incubadas por mais 120h e 50uL de 2mg/mL, de brome-
to de 3-[4,5-dimetiltiazonil-2-il]-2,5-difeniltetrazolio: tiazolila azul (MTT; Sig-
ma) foi adicionado a cada cavidade. As placas foram incubadas por mais 4
horas e o meio foi entdo removido. 100uL de 0.05M de HCI (BDH), isopro-
panol absoluto (BDH) foi adicionado a cada cavidade e o resultante solubili-
zado formado foi quantificado em 570 nm usando um leitor de microplacas
(Victor? 1420). | |

Gly63-Ala, um TGF-B3 da invengao, teve um efeito inibidor sobre
células MLEC durante um intervalo de concentragado de 0-500pg/mL. Como
se pode vide na Tabela 4, proteina mutante Gly63-Ala tinha uma ICsy de
34pg/mL comparado ao TGF-Beta 3 "tipo selvagem" com uma ICso de 26
pg/ml. |
2.3 Analise de seqtiéncia de Aminoacidos

Cinglienta microlitros de amostras TGF-Beta 3 mutantes e tipo
selvagem purificados da Se¢éao 3.14 foram secos sob vacuo e, em seguida,
ressuspensos em 20uL de uma solugdo contendo 50mM de NH4HCO; e
10% (v/v) de acetonitrila. 20ug de Tripsina de grau de seqlienciamento
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(Promega) foram ressuspensos em IOulL do kit fornecido do tampao de res-
suspensao (Promega) para dar uma concentragao de tripsina 2ug/uL. Esta
foi, entao, diluida em 50mM. 50mM de NH4HCO3; e 10% (v/v) de acetonitrila
para dar uma concentragao de tripsina final de 0.2ug/ul. A digestao foi reali-
zada durante a noite toda pela adicao de tripsina em uma razao 1:20 (p/p)
com proteinas TGF-Beta 3 mutantes e "tipo selvagem". A digestio foi finali-
zada pela adicdo de éacido férmico (Fluka), para uma concentragdo final de
0,1% (v/v). As amostras foram entédo diluidas para Ipmol/UL. Os peptideos
foram entao analisados por um processo de nano-fluxo RPLC-MS (Ultimate
System, Dionex online to a Q-ToF2, Micromass). A cromatografia foi realiza-
da em uma coluna 75um C18 (LC packings) utilizam um gradiente de 45 min
5% (v/v) de acetonitrila a 55% (v/v) de acetonitrila. A analise MS teve para os
dados de analise dependente onde o instrumento da medida m/z dos ions
peptidicos eluidos do LC e selecionamento adequado de ions para analise
MS-MS onde a decomposi¢ado induzida colisionalmente foi empregada para
fragmentar ions de peptideo para tornar informacao da sequéncia.
3. Caracterizacéo in vivo de TGF-B3 da invencéo

Os efeitos biolégicos de proteinas TGF-Beta 3 mutantes e tipo
selvagem ativas redobradas foram investigados em cura de feridas éxcisio-
nal e incisional (3 dias de pés-ferimento) e cicatriz (70 dias de pds-
ferimento), em ratos machos adultos.
3.1 Comparacéo dos efeitos de TGF-B3 tipo selvagem e TGF-B3s da in-
vencao na cura de feridas |

Ratos machos (Sprague Dawley) sao anestesiados com halota-
no e suas costas raspadas. Posi¢coes dos ferimentos foram marcadas utili-
zando um modelo padrao com tinta de marcagao de pele como mostrado na
figura 4. Amostras foram diluidas em tampao de veiculo estéril contendo
0.25M de maltose (Sigma), 0,002% (v/v) de éacido acético e 0,33% (v/v) de
alcool isopropilico a concentragdes descritas na Tabela 4. Todas as amos-
tras foram esterilizadas a filtro e livre de endotoxina. Quatro ratos foram usa-
dos para cada grupo de tratamento. 100/uL da amostra de cada grupo (Ta-
bela 4) foram injetados intradermicamente nas posicoes de feridas marcadas
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A e B (exceto os ratos que nao recebem tratamento (naive)). Nas posicoes
de feridas A e B uma puncéao de bidpsia foi feita. Todos os animais estavam
em gaiolas em separado. Apds 24 horas 0s animais receberam uma segun-
da dose da amostra. Depois de 3 dias as feridas foram fotografadas e anali-
sadas através de um sistema de Contagem Analdgica Visual (modificado de
Beausang, E et al 1998). A analise estatistica dos dados foi realizada utili-
zando testes Mann Whitney U/Student T. Um valor de p <0,05 foi considera-
do significativo.

3.2 Avaliacao das feridas incisional de 3 dias tratadas com TGF-B3 tipo
selvagem ou TGF-B3s da inveng¢do na cura de feridas utilizando uma
escala analégiéa visual macroscépia

Feridas incisionais foram examinadas apds 3 dias usando uma
escala macroscopica visual analogica (VAS). Na escala de 10 pontos, uma
pontuacgao O representa uma ferida bem curada e uma pontuacao de 10 re-
presenta uma ferida muito mal curada. Os dados mostram que:

O tratamento com 50ng/100uL ou. 100ng/100uL do tipo-
selvagem de TGF-Beta 3 diminui a pontuagao VAS (ou seja, melhora a apa-
réncia macroscépica da ferida) em comparagdo com nenhum tratamento
(controle naive). O tratamento com dose de 100ng/100uL melhorou significa-
tivamente (p <0,05) a aparéncia de feridas comparadas a nenhum tratamen-
to (controle naive) isto é, cura acelerada.

O tratamento com 50ng/100uL ou 100ng/100uL de Gly63-Ala
mutante diminui a pontuagcdo VAS, em comparagao com nenhum tratamento
(controle naive), e sdo comparaveis aos ferimentos tratados com TGF-Beta 3
do "tipo selvagem" ou seja, nao atrapalhou a cura.

O tratamento com 50ng/100uL ou 100ng/100ul do Gly63 ~ Pro
mutante diminui a pontuagcao VAS, em comparagdo com nenhum tratamento
(controle naive), e é comparavel aos ferimentos tratados com TGF-Beta 3 do
tipo selvagem, isto €, ndo prejudicou a cura.

3.3 Avaliagcao Microscépica da largura da Ferida para o 3 dia de ferida
excisional tratado com proteinas TGF-Beta 3 mutante e "tipo selvagem"

Largura de ferida excisional foi avaliada microscopicamente a-
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pés 3 dias. Todas as feridas tratadas com proteinas TGF-Beta 3 "tipo selva-
gem" e mutante mostraram Iargura'de ferida comparavel ao placebo e con-
troles de nenhum tratamento (naive), confirmando que proteinas TGF-Beta 3
mutante ndo tém efeitos adversos na cura (figura 6).

3.4 Efeitos de proteinas TGF-Beta 3 "tipo selvagem" e mutante na Cica-
triz (Dia 70 de ferimento).

Ratos machos (Sprague Dawley) sao anestesiados com halota—
no e suas costas raspadas. As posi¢coes dos ferimentos foram marcadas uti-
lizando um modelo padrdo com uma tinta de marcacgao de pele como mos-
trado na figura 7. As amostras foram diluidas em tampéao de veiculo estéril
contendo 0.25M maltose (Sigma), 0,002% (v/v) de acido acético e 0,33%
(v/v) de &lcool isopropilico a concentragdes descritas na Tabela 5. Todas as
amostras foram esterilizadas, livre de endotoxina e livre de pirogénios. Qua-
tro ratos foram usados para cada grupo de tratamento. 700uL da amostra
de cada grupo de tratamento (Tabela 6) foram injetados intradermicamente
nas posicoes A e B de feridas marcadas (exceto ratos que nao receberam
tratamento (naive)). Nas posi¢cdes de feridas A e B de espessura total de 1
centimetro, as incisdes foram feitas com uma lamina de bisturi n? 11. Todos
0s animais estavam em gaiolas em separado. Apds 24 horas 0s animais re-
ceberam uma segunda dose da amostra. Apds 70 dias as cicatrizes foram
fotog'rafadas e analisadas utilizando um sistema macroscépio de contagem
analégica visual (modificado de Beausang, E et al 1998). As feridas foram
excisadas e colocadas em solugao salina tamponada com 10% antes de ser
processada em um bloco de cera. Os blocos foram cortados em cera segbes
serial de 5uM e colocados em laminas. As laminas foram coradas com Mas-
sons Trichrome e analisados. A analise estatistica dos dados foi realizada
utilizando testes Mann Whitney U/ Students T. Um valor de p <0,05 foi con-
siderado significativo.

3.5 Avaliacao de feridas incisionais de 70 dias usando macroscépica
VAS. _
Feridas incisionais foram examinadas apés 70 dias usando um

sistema macroscopico VAS. Uma pontuacgéao de 10 indica uma ma cicatriz e
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uma pontuacgéo de 0 € a pele normal (figura 8). Analise por VAS de feridas
do dia 70 mostra que:

TGF-Beta 3 "tipo selvagem" (em doses de 50ng/100uL e
100ng/100uL) reduziu a cicatriz em comparacdo com o placebo tratado e
ferida naive. Para ambas as doses esta redugéo é estatisticamente significa-
tiva (p <0,05) em comparacgdo com feridas tratadas com placebo.

Gly63-Ala mutante (em doses de 50ng/100uL e 100ng /}100uL)
reduziu a cicatriz em comparagao com o placebo tratado e ferida naive. Para
dose de 50ng/100uL esta redugéo é estatisticamente significativa (p <0,05)
em comparagao com as feridas tratadas com placebo.

Gly63 Pfo-mutante (em doses de 50ng/100uL' e 100ng/100uL)
reduziu a cicatriz em comparagé@o com o placebo tratado e ferida naive.

Glul2-Ser mutante (em doses de 50ng/100uL e 100ng/100uL
doses) reduziu a cicatriz em comparag¢édo com o placebo tratado e ferida nai-
ve. Para a dose de 50ng/100uL esta redugdo € estatisticamente significativa
(p <O‘,05) em comparagao com feridas tratadas com placebo.

Mutante de dupla serina (Glul2-Ser & Arg52-SER) em doses de
50ng/100uL e 100ng/100uL reduziram a cicatriz em comparagdo com o pla-
cebo tratado e ferida naive. |
3.6‘Anélise microscoépica do dia 70 de feridas incisional.

Os efeitos macroscopicos notados utilizando o sistema de esco-
re VAS foram confirmados por analise histolégica. Exemplos representativos
de laminas histolégicas sdo mostrados nas figuras 12 e 13. As fotomicrogra-
fias histolégicas mostram que adi¢ao de proteinas TGF-B3 de acordo com a
invengao induz uma melhoria semelhante a observada com TGF-83 do "tipo
selvagem". As proteinas da invencdo induzem as fibras de colageno dentro
da cicatriz a ter morfologia semelhante aquelas em torno da pele normal.

4 Conclusoes

A flexibilidade da alfa hélice (entre residuos de aminoacido 58-
67) influencia sobre a formagdo TGF-Beta 3 dimérica redobrada corretamen-
te funcional durante o redobramento. Estabilizagao da alfa hélice pela substi-

tuicdo de Glicina63 com alamina aumenta significativamente a eficiéncia de
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redobramento como desestabilizando a alfa hélice pela substituicdo de Glici-
na63 com prolina tem o efeito oposto.

Substituindo a Glicina 63 com Alanina ou Prolina nao altera a.
cura de feridas, em comparagéo com TGF-Beta 3. "tipo selvagem"

Gly63-Ala e Gly63-Pro reduziram as cicatrizes comparadas as
feridas tratadas e no-tratadas com placebo.

A criagdo da "ponte salina" (entre Arg52 e Glul2) ndo altera a
eficacia do redobramento de TGF-Beta 3.

Glul2-Ser e o Mutante de dupla Serina reduzem a cicatriz com-
parada as feridas tratadas e néo tratadas com placebo.

5. Protocolos preferidos para a produ¢do de TGF-f3s monoméricos e
diméricos de acordo com a presente invengao. _

Condigbes preferidas para a geracdo de TGF-Beta 3s monomé-
ricos corretamente redobrados de acordo com a presehte invengao, sao as
seguintes:

0.7M de acido 2-(ciclohexilamino) etanossulfénico (CHES), 2mM
de glutationa reduzida (GSH), 0,4mM glutationa oxidada (GSSG),
0,12mg/mL de TGF-Beta 3, pH 9,5 a 2-8 ° C.

30mM de Taurodeoxicolato, 0,7M de CHES, 2mM dé GSH,
0,4mM de GSSG, 0,12mg/mL de TGF-Beta 3, pH 9,5 a 2-8 ° C.

| 1M de NDSB-201, 2mM de glutationa reduzida (GSH), 2mM de
glutationa oxidada (GSSG), 0,12mg/mL de TGF-Beta 3, pH9,5a 2-8 ° C.
0,7M de CHES, 2mM de glutationa reduzida (GSH), 2mM de glu-
tationa oxidada (GSSG), 0,12mg/mL de TGF-Beta 3, pH9,5a2-8 ° C.

30mM de Taurodeoxicolato mais 1M NDSB-221, 2mM de glutati-
ona reduzida (GSH), 2mM de glutationa oxidada(GSSG), 0,12mg/mL
deTGF-Beta 3, pH9,5a2-8 ° C.

30mM de Taurodeoxicolato mais 0,7M CHES, 2mM de glutationa
reduzida (GSH), 2mM de glutationa oxidada (GSSG), 0,12mg/mL de TGF-
Beta 3, pH9,5a2-8 ° C. _

30mM de Taurodeoxicolato, 0,7M de CHES, 2mM de GSH, 2mM
de GSSG, 0,12mg/mL TGF-Beta 3, pH9,5a2-8 ° C.
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Em gefal um TGF-B3, de acordo com a presente invengéo pode
ser dobrado em uma forma biologicamente ativa, dimérica através de um
metodo compreendendo a adicdo de TGF-B3 monomérico desdobrado solu-
bilizado a uma solugao contendo:

(i) acido 2-(ci|cohexilarhino)-etlianossulfc‘mico (CHES) ou um
analogo funcional deste; e

(i) um sistema redox sulfidrila/dissulfeto de baixo peso molecu-
lar; e incubando o fator de crescimento na solugéo até TGF-B3 dimérico bio-
logicamente ativo seja formado .

Condicdes preferidas para a geracao de TGF-Beta 3s diméricos
corretamente redobrados de acordo com a presente invengao, sao as se-
guintes:

0,7M de &cido 2-(cilcohexilamino) etanossulfénico (CHES), 2mM
de glutétiona‘ reduzida (GSH), 0,4mM de glutationa oxidada (GSSG),
0,12mg/mL de TGF-Beta 3, pH 9,52 2-8 ° C.

30mM de Taurodeoxicolato, 0,7M de CHES, 2mM de GSH,
0,4mM de GSSG, 0,12mg/mL de TGF-Beta 3, pH 9,5 a 2-8 ° C.

30mM de Taurodeoxicolato, 0,7M de CHES, 2mM de GSH, 2mM
de GSSG, 0,12mg/mL de TGF-Beta 3, pH 9,5 a 2-8°C.

'CONDICOES EXPERIMENTAIS PREFERIDAS:

5.1 VETOR DE CLONAGEM E TRANSFORMACAO DE CELULA HOSPE-
DEIRA. _

O vetor PET-24d é derivado do vetor pBR322 e contém um pro-
motor T7 sob controle de LacUVS e um gene marcador de resisténcia a ca-
namicina.

DNA codificando TGF-B3s da inven¢éo pode ser digerido com o
0,75uL de Ncol (New England Biolabs) e 0,75uL de BamH1 (New England
Biolabs) com tampédo 1 X BamH1 (New England Biolabs) em uma reacéo de
15uL (Nuclease Free Water, Novagen) a 37°C por 4 horas. Um microlitro de
plasmideo pET-24d (Novagen) pode ser digerido da mesma maneira. O cD-
NA digerido e o grande fragmento de plasmideo sao purificados e recupera-
dos em gel de garose usando o Kit de extragdo de DNA SpinPrep Gel (No-
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vagen).

Os fragmentos de plasmideo e cDNA purificado foram ligados
usando o Kit de ligase T4 (Novagen). O cDNA / plasmideo ligado foi trans-
formado em HMS174 (DE3) (kit de transformag¢ao Novagen HMS174 (DE3)).
Os transformantes foram selecionados por plaqueamento nas placas agar de
caldo de Luria (LB) contendo 50pug/mL de Canamicina (Invitrogen). Clones
adequados foram selecionados para restricao de digestdo e/ou expressao.
5.2 Selecao de Clone para Produto de Expressao

Os clones foram crescidos em culturas de frasco de agitacdo de
"Caldo Terrific" de meia resisténcia (6g/L de fitona petona (Becton Dickin-
son), 12g/L de extrato de fermento (Becton Dickinson), 2g/L de glicerol (JT
Baker), 1,16g/L de fosfato de potdssio monobasico (JT Baker), 6,25g/L de
fosfato de potassio dibasico (JT Baker), QS para 1 litro com agua destilada)
e induzidos na fase exponencial em ODggo entre 0,65 e 0,85 com 1TmM de
isopropil beta-D-tiogalactopiranosida (IPTG). As amostras de pds-inducdo
foram tomadas 3 horas apés a adigdo de IPTG e analisadas por eletroforese
de gel de poliacrilamida dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE) para indugéo e
expressao de produto. As amostra de clones adequados foram funcionaliza-
dos sobre gel NUPAGE@ Novex 12% Bis-Tris, 1,0mm (Invitrogen) por apro-
ximadamente 40-50 minutos em 120milliAmps e 200 volts e entdo corados
com Coomassie Blue. Expressdo de TGF-B3s de acordo com a invengao
pode entdo ser induzida nessas culturas.

5.3 Estoque de Célula Congelada

Os clones séao crescidos em frascos de agitagao em Caldo Terri-
fic de meia resisténcia para um ODggo de aproximadamente 1 e armazena-
dos como estoques de glicerol pela adi¢gao de glicerol a 20% (v/v). 1,2mL de
caldo foi dosado em criovasos de 12 x 2mL (que continham 0,3mL de glice-
rol) e entao armazenado a -70°C.

5.4 Confirmacéao de Seqiliéncia de Gene de TGF-Beta 3

As amostras das culturas usadas parar estoques de célula con-
gelada foram tomadas antes da adigéo de glicerol e usadas para o isolamen-
to de plasmideo usando um Qiagen MiniPrep Kit. O plasmideo isolado foi
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sequenciado e verificado usando um iniciador promotor T7 (5’- TAA TAC
GAC TCA CTA TAG GG-3’) e um iniciador terminal T7 (5’- GCT AGT TAT
TGC TCA GCG G-3). |
5.5 Cultura Semeada

Um clone adequado selecionado é inoculado dentro de um fras-
co de Erlenmeyer com defletores de 2 Litros, contendo 500mL de meio Hy-
Soy (12¢g/L Hy-Soy (Quest International), 24g/L de extrato de levedura (Bec-
ton Dickinson), 10g/L de NaCl (Sigma), 10g/L de glicerol (Sigma) e 50ug/mL
de canamicina. O frasco foi incubado com agitagdo a 37°C e 200rpm e a-
mostrado periodicamente para medir ODsso. Quando o OD da cultura alcan-
cou 3,21 U/mL (apds 7 horas) o caldo de célula foi usado para semear um
fermentador 150L (100 litros de volume de funcionarhento).
5.6 Fermentacao

Novecentos mililitros de caldo celular (da segdo 3.6) foram usa-
dos para inocular 150L de fermentador (WHE) contendo 90L de Meios de
Cultura em Batelada (0,6g/L KoHPQ4, 0,4g/L KHoHPQ,, 1,25g/L NH;SO,,
12g/L HY-Soy, 24g/L de extrato de levedura, 10g/L de glicerol). Os parame-
tros de funcionamento de fermentag¢ao foram controlados como segue: ponto
de ajuste de temperatura, 37°C; ponto de ajuste de pH, 7,0 (mantidos usan-
do 4N de hidréxido de améhio e 4N de acido fosfdrico), e; oxigénio dissolvido
(DO) inicialmente calibrado a 100%. A pressdo da cabega do vaso era
0,4914 kgf/cm? (7 psi), e a agitacdo e o fluxo de ar eram 200-400rpm com
um volume de ar por volume de meio por minuto (vwvm ou slpm), respectiva-
mente. DO foi mantido acima de 20% ajustando os parametros do ponto de
ajuste de fermentagdo na seguinte prioridade: Agitacdo (maximo de
400rpm), aeragdo (maximo de 1,5 vvm), suplemento de oxigénio (maximo
33,3 Ipm), e contrapressdo (maximo de 0,8424 kgf/cm? (12 psi)). Espumacao
foi controlada com Pluronic L-61 (25% v/v). Quando o OD da cultura alcan-
¢cou 10U/mL uma alimentagao de glicerol (50% v/v) foi iniciada em uma taxa
de fluxo de 45mL/min. Quando o OD alcangou 40 U/mL, as células foram
induzidas com a adigéo de IPTG a concentragao final de 0,2mM.

5.7 Colheita
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Apds 4 horas de pds-inducdo, o fermentador foi refrigerado a
10°C e o fluxo de ar e a agitagdo foram reduzidos a 0,3vvm e 100rpm res-
pectivamente. A espuma e os controles de pH foram terminados e a contra-
presséao foi ajustada a 127 kPa (3psi). A cultura foi colhida por centrifugacéo
continua com um centrifugador continuo Westfalia CSA 8 a 10°C. O centrifu-
gador foi operado em 15,000 rpm € uma taxa de fluxo de 3 litros por minuto
e pastas fluidas celulares colhidas.

5.8 Lise de célula e Recuperacao de IB _

A pasta celular de fermentagéo (da secao 5.7) foi diluida em 1:5
com Tampéo de lise(6,1g/L. de TrizmaBase (Tris), 3,7g/L de &cido etilenodi-
aminatetraacético (EDTA), 58,44L de NaCl e 10g/L de Triton X-100, pH 8,0)
e ressuspensa usando um homogeneizador manual. A pasta celular ressus-
pensa foi passada duas vezes através de um homogeneizador de alta pres-
sao (parametros: presséo, 60 Mpa (10.000psig); taxa de fluxo, 450mL/min; e
temperatura, 15°C). O lisato celular homogeneizado foi entdo centrifugado
(centrifugador de cubeta, rotor de angulo fixo) em 5,000xg por 20 minutos a
4°C. O sobrenadante foi descarregado deixando o TGF-B3 (corpos de inclu-
sa0) insoluvel. O pélete do corpo de inclusédo (IB) foi ressuspenso em Tam-
pao de lavagem (6,1g/L Tris e 3,72g/L EDTA, pH 8,0) usando um homoge-
neizador manual e centrifugado (5,000 xg por 20 minutos a 4°C).

5.9 Solubilizagéo de Corpo de Incluséo

O sedimento da segédo 5.8 foi diluido em 1:10 com Tampao de
Solubilizagao (6,1g/L Tris, 15,4g/L DL-ditiotreitol (DTT) e Uréia 360,4g/L, pH
8,0) e ressuspenso usando um homogeneizador manual. A suspensio foi
coberta e deixada em agitagdo por 60-75 minutos, na temperatura ambiente
para solubilizar os corpos de incluséo e reduzir TGF-B3 para sua forma mo-
nomérica. O pH do pélete ressuspenso foi ajustado ao pH 9,4-9,6 com Na-
OH/éacido acético antes da incubagédo por uma segunda vez por 60-75 minu-
tos. |
5.10 Clarificagao/Ultrafiltracao e Diafiltracao _

O material Solubilizado da se¢éo 5.9 foi clarificado, concentrado
e diafiltrado em um sistema de Filtragdo de Fluxo Tangencial (TFF) (millipo-
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re). Clarificagdo e concentragdo iniciais foram alcangadas com uma mem-
brana TFF de clarificacdo pré-condicionada (peneira V Millipore Pellicon
1000kDa, Regenerated Cellulose). O TGF-BS clarificado foi coletado no per-
meado. Comutando a uma membrana de Ultrafiltragao/Diafiltragao (UF/DF)
(peneira C Millipore Pellicon 5kDa, Regenerated Cellulose), o TGF-B3 foi
entdo lavado em 6 diavolumes de Tampéo de Solubilizagdo (6,1g/L Tris,
15,4g/L DTT e 360,4¢g/L de uréia, pH 9,5).

5.11 Ultrafiltragcdo/Cromatografia Interagoes hidrofébicas.

A solugéo de redobramento selecionada é concentrada em 5
dobras por ultrafitracdo (a membrana pode ser uma folha plana-Millipore
Pellicon 5kDa, 0,1m.2, celulose regenerada, tela). O pH do concentrado do
material redobrado é entdo ajustado a um pH de 2,5-2,8 utilizando acido
acetico glacial antes de ser diluido 1:1 em tampdes de diluigdo (2.72g / L de
acetato de sddio, 264,28g/L de sulfato de aménio, 100g /L de &cido acético,
e 210.7g /L de cloridrato de arginina pH 3,3). Uma coluna de fluxo Rapido
butil Sefarose 4 (Amersham, 16 cm Bed Altura) é equilibrada com quatro
volumes de coluna de Tampéao A (2,72g / L de acetato de sddio, 132,14g /L
de sulfato de aménio e 100g / L de acido acetico pH 3.3). O material redo-
brado é filtrado através de 0,22/uM de membrana (Millipore Mi'llipark Filter)
antes sendo carregada sobre coluna de Butil Sefarose em razao de fluxo de
100cm/h (esta razao de fluxo foi usada durante todo o processo). A coluna é
entao lavada em tampéao A por quatrovolumes de coluna. As proteinas TGF-
Beta 3 séo eluidas da coluna usando tampao B (2,72g/L. de acetato de sddio,
100g/L de &cido acético e 300g/L de etanol pH 3,3) P primeiro pico, no qual
continha proteinas TGF-B3 tanto nas formas monoméricas e diméricas é a-
grupado, antes a separagao das proteinas monomeéricas e diméricas.

Sequiéncia de informacao

TGF- 3 (Seqiiéncia ID No. 1)
ALDTNYCFRNLEENCCVRPLYIDFRODLGWKWVHEPKGYYANFCSGPCPYLRSADT
THSTVLGLYNTLNPEASASPCCVPQDLEPLTILYYVGRTPKVEQLSNMVVKSCKCS
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Mutante TGF-i3 3 "Gly63-Ala" (Sequéncia ID No. 3)
ALDTNYCFRNLEENCCVRPLYIDFRODLGWKWVHEPKGYYANFCSGPCPYLRSADT
THSTVLALYNTLNPEASASPCCVPQDLEPLTILYYVGRTPKVEQLSNMVVKSCKCS

Mutante TGF-B 3 "Gly63-Pro" (Sequiéncia D3 No. 5)
ALDTNYCFRNLEENCCVRPLYIDFRQDLGWKWVHEPKGY YANFCSGPCPYLRSADT

THSTVLPLYNTLNPEASASPCCVPQDLEPLTILYYVGRTPKVEQLSNMVVKSCKCS

Mutante TGF-8 3 "Glul2-Ser" (Seqtiéncia ID No. 7)
ALDTNYCFRNLSENCCVRPLYIDFRODLGWKWVHEPKGYYANFCSGPCPYLRSADT

THSTVLGLYNTLNPEASASPCCVPQDLEPLTILYYVGRTPKVEQLSNMVVKSCKCS

Mutante TGF-B 3 "Arg52-Ser" (Seqtiéncia ID No. 9)
~ ALDTNYCFRNLEENCCVRPLYIDFRQDLGWKWVHEPKGYYANFCSGPCPYLSSADT

THSTVLGLYNTLNPEASASPCCVPQDLEPLTILYYVGRTPKVEQLSNMVVKSCKCS

Mutante TGF-0 3 "Glul2-Ser/Arg52-Ser" (Seqliéncia e'_ID No. 11) _
ALDTNYCFRNLSENCCVRPLYIDFRQDLGWKWVHEPKGYYANFCSGPCPYLSSADT

THSTVLGLYNTLNPEASASPCCVPQDLEPLTILYYVGRTPKVEQLSNMVVKSCKCS

Sequéncia ID No. 2 - DNA codificando TGF-/S3 humno tipo selvagem
GCT TTG GAC ACC AAT TAC TGC TTC CGC AAC TTG GAG GAG RAC TGC TGT GTG CGC
CCC CTC TAC ATT GAC TTC CGA CAG GAT CTG GGC TGG AAG TGG GIC CAT GAA CCT
AAG GGC TAC TAT GCC ARC TTC TGC TCA GGC CCT TGC CCA TAC CTC CGC AGT GCA
GAC ACA ACC CAC AGC ACG GTG CTG GGA CTG TAC AAC ACT CTG AAC CCT GAA GCA
TCT GCC TCG CCT TGC TGC GTG CCC CAG GAC CTG GAG CCC CTG ACC ATC CTG TAC

TAT GTT GGG AGG ACC CCC AAA GTG GAG CAG CTC TCC AAC ATG GTG GTG AAG TCT
TGT AAA TGT AGC

Seqiiéncia ID No. 4 - DNA codificando Gly63-Ala mutante

GCT TTG GAC ACC AAT TAC TGC TTC CGC AAC TTG GAG GAG AAC TGC TGT GTG CGC
CCC CTC TAC ATT GAC TTC CGA CAG GAT CTG GGC TGG AAG TGG GTC CAT GAA CCT
AAG GGC TAC TAT GCC ARC TTC TGC TCA GGC CCT TGC CCA TAC CTC CGC AGT GCA
GRC ACA RCC CAC AGC ACG GTG CTG GCA CTG TAC AAC ACT CTG AAC CCT GAA GCA
TCT GCC TCG CCT TGC TGC GTG CCC CAG GAC CTG GAG CCC CTG ACC ATC CTG TAC

TAT GTT GGG AGG ACC CCC ARA GTG GAG CAG CTC TCC AAC ATG GTG GIG BAG TCT
TGT AAA TGT AGC

Seqliéncia ID No. 6 - DNA codificando Gly63-Pro mutante

GCT TTG GAC ACC AAT TAC TGC TTC CGC AAC TTG GAG GAG ARC TGC TGT GTG CGC
CCC CTC TAC ATT GAC TTC CGA CAG GAT CTG GGC TGG AAG TGG GTC CAT GAA CCT
AAG GGC TAC TAT GCC BAC TTC TGC TCAR GGC CCT TGC CCA TAC CTC CGC AGT GCA
GAC ACA ACC CAC AGC ACG GTG CTG CCA CTG TAC AAC ACT CTG AAC CCT GAA GCA
TCT GCC TCG CCT TGC TGC GTG CCC CAG GAC CTG GAG CCC CTG ACC ATC CTG TAC
TAT GTT GGG AGG ACC CCC ARR GTG GAG CARG CTC TCC AAC ATG GTG GTG AAG TCT
TGT AAA TGT AGC

Seqliéncia ID No. 8 - DNA codificando Glul2-Ser mutante
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GCT TTG GAC ACC AAT TAC TGC TTC CGC BAC TTG TCG GAG RAC TGC IGT GTG CGC
CCC CTC TAC ATT GAC TTC CGA CAG GAT CTG GGC TGG ARG TGG GTC CAT GAA CCT
AAG GGC TAC TAT GCC AAC TTC TGC TCA GGC CCT TGC CCA TAC CTC CGC AGT GCA
GAC ACA ACC CRC AGC ACG GTG CTG GGA CTG TAC ARC ACT CTG BAC CCT GAA GCA
TCT GCC TCG CCT TGC TGC GTG CCC CAG GAC CTG GAG CCC CTG ACC ATC CTG TAC
TAT GTT GGG AGG ACC CCC ARA GTG GAG CAG CTC TCC ARC ATG GTG GTG AAG TCT
TGT AAA TGT AGC

Seqiiéncia ID No. 10 - DNA codificando Arg52-Ser mutante

GCT TTG GAC ACC AAT TAC TGC TTC CGC ARAC TTG GAG GAG AAC TGC TGT GTG CGC
CCC CTC TAC ATT GAC TTC CGA CAG GAT CTG GGC TGG AAG TGG GTC CAT GAA CCT
ARG GGC TAC TAT GCC RAC TTC TGC TCA GGC CCT TGC CCA TAC CTC AGC AGT GCA
GAC ACA ACC CAC AGC ACG GTG CTG GGA CTG TAC AAC ACT CTG AAC CCT GAAR GCA
TCT GCC TCG CCT TGC TGC GTG CCC CAG GAC CTG GAG CCC CTG ACC ATC CTG TAC
TAT GTT GGG AGG ACC CCC AAA GTG GAG CAG CTC TCC AAC ATG GTG GTG AAG TCT
TGT AAA TGT AGC

Seqiiéncia ID No. 12 - DNA codificando Glul2-Ser/Arg52-Ser mutante

GCT TTG GAC ACC AAT ‘TAC TGC TTC CGC AAC TTG TCG GAG AAC TGC TGT GTG CGC
CCC CTC TAC ATT GAC TTC CGA CAG GAT CTG GGC TGG AAG TGG GTC CAT GAA CCT
AAG GGC TAC TAT GCC AAC TTC TGC TCA GGC CCT TGC CCA TAC CTC AGC AGT GCA
GAC ACA ACC CAC AGC ACG GTG CTG GGA CTG TAC AAC ACT CTG AAC CCT GARA GCA
TCT GCC TCG CCT TGC TGC GTG CCC CAG GAC CTG GAG CCC CTG ACC ATC CTG TAC
TAT GTT GGG AGG ACC CCC ARA GTG GAG CAG CTC TCC AAC ATG GTG GTG AAG TCT
TGT AAA TGT AGC

Tabela 1 Escala de propenséo a hélice baseada em estudos de experimen-
tos de proteinas e peptideos

Aminoacido » Propenséao a hélice (kcal/mol)
Ala 0,00
Glu° 0,16
Leu 0,21
Met | 0,24
Arg* | 0,21
Lys* 0,26
Gin 0,39
Glu 0,40
He 0,41
Asp® 0,43
Ser 0,50
Trp 0,49
Tyr 0,53
Phe 0,54
Val 0,61
Tlir 0,66
His® 0,56
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Aminoacido Propenséao a hélice (kcal/mol)
His* 0,66
Cys 0,68
Asn 0,65
Asp" 0,69
Gly 1,00
Pro 3,16

Tabela 2

Nomenclatura mutante

Aminoacido Substituido

Efeito na estrutura

Gly63-Ala

Glicina 63 substituida
com Alanina

estabiliza Alfa hélice

Gly63-Pro Glicina 63 substituida | Desestabiliza Alfa héli-
com Prolina ce

Glul2-Ser acidoGlutamico 12 | Impede formagdo de
substituido com Serina | ponte salina

Arg52-Ser Arginina 52 substituida | Impede formacdo de
com Serina ponte salina

Glui2-Ser e Arg52-Ser | Dupla substituicdo em | Impede formacdo de
que &cido Glutamico 12 | ponte salina

é substituido com Seri-
na e Arginina 52 tam-
bém é substituido com
Serina

Tabela 3
Eficiéncia de redobramento do TGF-B3 tipo selvagem e TGF-B3s da inven-
cao.
TGF-Beta 3 Mutante Porcentagem de dimero corretamente dobrado
Gly63-Ala 50
TGF-Beta 3 20
“tipo selvagem"
Gly63-Pro 1
Glul2-Ser 20
Glul2-Ser &Arg52-Ser 20
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Tabela 4
Atividade Biolégica de TGF-B3 tipo selvagem e Gly63-Ala (uma proteina
TGF-f33 da invenc&o) Avaliada pelo Ensaio de Inibigdo do Crescimento Celu-

lar
Proteina ICso
TGF-Beta 3 "tipo selvagem" 26pg/mL
Gly63-Ala 34pg/mL
Tabela 5 Tratamento no local da ferida.
Grupo | Tratamento/amostra Concentracao(ng/100uL)
A TGF-Beta 3 "tipo selvagem" 50
B TGF-Beta 3 "tipo selvagem 100
C Gly63-Ala 50
D Gly63-Ala ' 100
E Gly63-Pro 50
F Gly63-Pro 100
G 0,25 M Maltose (Placebo Co}ntrole) N/A
H Sem tratamento (Naive controle) - N/A
Tabela 6 Tratamento no local da ferida.
Grupo Tratamento/amostra Concentragdo (ng/100pL)
A TGF-Beta 3 "tipo selvagem" 50
B TGF-Beta 3 "tipo selvagem" 100
C Gly63-Ala ' 50
D Gly63-Ala 100
E Gly63-Pro ' 50
F Gly63-Pro 100
G Glul2-Ser 50
H Glul2-Ser 100
I Glul2-Ser& Arg52-Ser 50
J Glul2-Ser& Arg52-Ser 100
K 0,25 M Maltose (Placebo) N/A
L Naive N/A
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REIVINDICACOES

1. TGF-B3, ou fragmento ou derivado do mesmo, em que o do-
minio de formagao alfa-hélice entre residuos de aminodcidos 58 e 67 de
TGF-B33 de tipo selvagem de comprimento total compreende pelo menos
uma substituicao de alfa-hélice estabilizante.

2. TGF-B3, ou fragmento ou derivado do mesmo, de acordo com
a reivindicagdo 1, em que o residuo de glicina na posicdo 63 do TGF-B3 de
tipo selvagem de comprimento total é recolocado com um residuo de amino-
acido alfa-hélice estabilizante.

3. TGF-B3, ou fragmento ou derivado do mesmo, de acordo cdm
a reivindicagao 1 ou reivindicagdo 2, em que a substituicdo de alfa-hélice
estabilizante compreende introdu¢cdo de um residuo selecionado do grupo
consistindo em Alanina, Serina, Treonina, Valina, Leucina, Isoleucina; Metio-
nina e Fenilalanina. | |

4. TGF-B3, ou fragmento ou derivado do mesmo, de abordo com
a reivindicacao 3, em que o residuo de glicina na posi¢cao 63 do TGF-B3 de
tipo selvagem de comprimento total € recolocado com alanina.

5. TGF-B3, de acordo com a reivindicagdo 4 compreende Se-
quéncia de ID N2 3, ou fragmento ou derivado do mesmo.

6. TGF-B3, ou fragmento ou derivado do mesmo, de acordo com
qualquer uma das reivindicagdes 1 a 5, que nao compreende uma substitui-
¢ao do residuo de Valina na posi¢ao 61 de TGF-B3 de tipo selvagem de
comprimento total.

7. TGF-B3, ou fragmento ou derivado do mesmo, de acordo com
a reivindicagao 1, em que o residuo de glicina na posi¢do 63 do TGF-3 de
tipo selvagem de comprimento total é recolocado com Prolina.

8. TGF-B3, de acordo com a reivindicagdo 7, compreende Se-
quéncia de ID N2 5, ou fragmento ou derivado do mesmo.

9. TGF-B3, ou fragmento ou derivado do mesmo, compreenden-
do uma substituicao do residuo de acido Glutaminico na posi¢ao 12 do TGF-
B3 de tipo selvagem de comprime'nto total e/ou residuo de Arginina na posi-
cao 52 do TGF-B3 de tipo selvagem de comprimento total.
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10. TGF-(33, ou fragmento ou derivado do mesmo, de acordo
com a reivindicagao 9, em que a substituicdo ou substituicdes, é com resi-
duo de aminoacido selecionado do grupo consistindo em: Serina; Alanina;
Treonina; Valina; Isoleucina; Metionina: Fenilalanina e Leucina.

11. TGF-B3, ou fragmento ou derivado do mesmo, de acordo
com a reivindicagao 9 ou reivindicagdo 10, em que o residuo do acidos Glu-
taminico na posi¢ao 12 do TGF-B3 de tipo selvagem de comprimento total é
substituido por Serina.

12. TGF-B3, ou fragmento ou derivado do mesmo, de acordo
com qualquer uma das reivindicagdes 9 a 11, em que 0 resl'duo de Arginina
na posi¢ao 52 do TGF-B3 de tipo selvagem de comprimento total é substitui-
do por Serina.

13. TGF-B3 selecionado do grupo consistindo em Sequéncia de
ID N® 7, Seqléncia de ID Ne O e Sequéncia de ID N° 11, ou fragmento ou
derivado do mesmo.

14. TGF-B3 monomérico, ou fragmento ou derivado do mesmo,
de acordo com QUanuer uma das reivindica§:6es 1a1l3. v

15. TGF-B3 dimérico, ou fragmento ou derivado do mesmo, de
acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 13. |

16. Uso de um TGF-B3, ou fragmento de TGF-B3, ou um deriva-
do de TGF-B3, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 15, co-
mo um medicamento. _

17. Uso de um TGF-B3, ou fragmento ou derivado do mesmo,
como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 15, na preparagao de
um medicamento para uso na aceleragao de cura de ferida e/ou prevencéo,
redugao ou inibi¢gdo de cicatriz.

18. Uso de um TGF-B3, ou fragmento ou derivado do mesmo,
como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 15, na preparagéo de
um medicamento para uso na preparagao de um medicamento de regenera-
cao epitelial.

19. Uso, de acordo com a reivindicagao 17 ou reivindicagdo 18,

em que o medicamento é para uso na pele.
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20. Uso, de acordo com a reivindicagdo 17 ou reivindicacao 18,
em que o0 medicamento é para uso no olho.

21. Uso de um TGF-B3, ou fragmento ou derivado do mesmo,
como definido em qualquer uma das reivindicagbes 1 a 15, na preparagéo de
um medicamento para uso na prevengao e/ou tratamento de disturbios fibro-
ticos. |

22. Uso de acordo com a reivindicacao 21, em que o disturbio
fibrético é selecionado do grupo consistindo em fibrose pulmonar, fibrose de
figado, escleroderma, fibrose de pele, fibrose muscular, fibrose de radiagéo,
fibrose de rim, vitreorretinopatia proliferativa e fibrose uterina.

23. Uso de um TGF-B3, ou fragmento ou derivado do mesmo,
como definido em qualquer uma das réivindicag:ées 1 a 15, na preparagao de
um medicamento para o tratamento de disturbios angiogénicos, restenose,
adesoes, endometriose, doenga isquémica, mucosite oral e doenca renal.

24. Uso de um TGF-B3, ou fragmento ou derivado do mesmo,
como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 15, na preparagdo de
um medicamento para uso na indu¢@o de osso e cartilagem, ou fertilizagao
in vitro.

25. Acido nucléico codificando um TGF-B3, ou fragmento ou de-
rivado do mesmo, como definido em qualquer uma das reivindicagbes 1 a -
15.

26. Método de aceleragdo de cura de ferida, e/ou prevencao,
redugao ou inibigdo de cicatriz, 0 método compreendendo prover uma quan-
tidade terapeuticamente eficaz de um TGF-B3, ou um fragmento ou derivado
do mesmo, como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 13, a um
paciente necessitado do mesmo.

27. Método de prevengao e/ou tratamento de um distarbio fibré-
tico, o método compreendendo prover uma quantidade terapeuticamente
eficaz de um TGF-B3, ou um fragmento ou derivado do mesmo, como defini-
do em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 13, a um paciente necessitado
de tal prevengéo e/ou tratamento.

28. Método de acordo com a reivindicagdo 26 ou reivindicagao



27, em que TGF-B3, ou um fragmento ou derivado do mesmo, € provido para
a pele do paciente.

29. Método de acordo com a reivindicagao 26 ou reivindicagao
27, em que TGF-B3, ou um fragmento ou derivado do mesmo, é provido para
o olho do paciente.
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Fig. 1. Cromatograma de TGF-Beta 3 de "“Tipo Selvagem” em
uma Coluna de Fenil-Sefarose
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Fig. 2. Cromatograma de Monémero e Dimero de TGF-Beta

3 de "tipo Selvagem " sobre Coluna UNO-S1
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Fig. 3. Comparagio de Proteinas Mutantes de
TGF-Beta 3 e TGF-Beta 3 de "Tipo Selvagem "
por SDS-PAGE (colorido por Coomassie Blue)

Trilha | Amostra Concentragao carregada
‘por trilha
1 " |{TGF.Beta3 de "Tipo [3ug
Selvagem™
2 iGly63-Ala 3ug®
3 Gly63-Pro Sug®
4  |Padroes de peso 10a
molecular Invitrogen
Mark 12

#» A Troca de tampéao de proteinas mutantes Gly63-Ala e Gly63-Pro resultaram
em algumas amostras perdidas, entdo a concentragao real adicionada ao
gel sera menor do que 3pg declarado.

‘Nﬁo Reduzido

i

2

3 4

¥ 31kDa

Reduzido

1 2 3 4

— 2125KDa

& 144kDa

6.0kDa
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Fig. 4. Modelo para Feridas Excisionais

Base do Cranio —»
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Fig. 5. Macroscore médio para feridas incisionais (A ¢ B)
tratadas com Proteinas Mutantes e TGF-Beta 3 de
"Tipo Selvagem" no dia 3.

10 - TGF-Beta 3 de "Tipo
Selvagem™
9 - {50ngf100p1)
8 TGF-Beta 3 de *Tipo
7 1 g Selvagem”
N g (1G0ng/100t)
§ 5 - \ B Gly63-Ala(50ng/100u)
Q
§ 4+ D GlyG3-Ala{ 100ng/100ul)
@ 34
W 2. 8 GIy63-Pro (50ng/1004)
1 D Gly83-Pro (100ng/10081)
o
Tratamento B 0.25M Maltose (Placsbo)
B Naive

* Cura significativamente aumentada comparada a feridas naive
(p<0,05).
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Fig. 6. Largura de Ferida Média Microscépica para feridas
excisionais (C e D) tratadas com proteinas de TGF-Beta
3 Mutantes e de "Tipo Selvagem" no dia 3.

5000 -
£ 4500 4 ] TGF-Beta 3 de "Tipo
% 4000 - : Selvagem™
_g {50ng/100u)
8 3500 4 TGF-Beta 3 de “Tipo
‘2 3000 - 8 Seluage_m"
© {100ng/10031)
T 2500 4
[
I.E 2000 - B Gly63-Ala{50ngMO0yu)
@
2 1500 - @ Gly&3-Aka{ 100agr100l)
5 1000 -
= m Gy§3-Pro (S0ngM 004l
8 so00

o] QO Gly83-Fro (100ng! 10041

‘Tratamento 0 0.25MNatose (Pacebo)

£1 MNave
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Fig. 7 Modelo para Ferida Incisional
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Fig. s. Macrospore Médio para feridas incisionais (A e B)
tratadas com Proteinas de TGBeta 3 Mutantes e de
"Tipo Selvagem" no dia 70.

10.00 - TGF-Beta 3 de "Tipo
o Selvagem”
9.00 1 (50ng/100pN
8.00 A TGF-Beta 3 de "Tipo
@ Selvagem*
7.00 4 (100ng/100pt)

2 8.00 - B ClyBa-ASONGNO0)

2 500

@ B Gly63-Ala{ 100ngMO0)

8 4.00

1]

WHos00 - | W Gly8a-Pro (50ng1 00p1)
2.00 1 .~ DGlyBa-Pro {100ng/ 16D42)
1.00 4

§10.250 Matose (Placebo)
0.00

Tratamento Diaive

*Cicatriz significantemente diminuida comparada a feridas tratadas com
placebo (p<0,05)
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Fig. 9. Imagens de Cicatriz Macroscépica Representativas (70
dias apés ferida)

TGF-B 3 de "Tipo Selvagem” TGF-Beta 3 de "Tipo Selvagem"
(50ng/100uL) (100ng/100uL)

TGF-Beta 3 Gly63-Ala TGF-Beta 3 Gly63-Ala
{50ng/100ut.) {100ng/100xL)
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Fig. 9. Imagens de Cicatriz Macroscopica Representativas (70
dias apos ferida)

Gly63-Pro Gly63-Pro
{50ng/100uL.) {100ng/100uL)

Placebo (0.25M Naive
Maltose}
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Fig. 10. Macroscore médio de feridas incisionais (A e B)
tratadas com proteinas de TGF-Beta 3 mutantes
e de "Tipo Selvagem" no dia70

9 4 [ Glu12-Ser (50ng/1004)
@ Glu12-Ser (100ng/100u)

Glui2-Ser e Arg52-
Sen(50na/100p1)

@Glu12-Ser @ Arg52-
Ser{100ng100ut)

TGF-Beta 3 de
“tipo selvagem™
(50ng/ 1004}

X 0.25M Maltose (Placebo)

Escore VAS Médio

g Naive

Tratamento

+ Cicatriz significativamente diminuida comparada a feridas tratadas
com placebo
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Fig. 11. Imagens de Cicatriz Macroscépica Representativas (70
dias apés ferida)

Glul2-Ser (50ng/100pxL) Glul2-Ser (100ng/100x1.)

Glul2-Ser & Arg52-Ser Glul2-Ser & Arg52-Ser
(50ng/100u1) (100ng/1004L)
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Fig.11. Imagens de Cicatriz Macroscépica Representativas (70
dias apés ferida)

TGF-Beta 3 de "tipo selvagem” Controle de Placebo (0.25M Maltose)
(50ng/100pL)
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Fig. 12. Imagens de Cicatriz Microscépica Representativas de feridas
tratadas com Proteinas Mutantes de Gly53-Pro e Gly63-Ala, e

TGF-Beta 3 de "tipo selvagem” (70 dias apds ferida)

TGF-Beta 3 de ™tipo selvagem™ TGF-Beta 3 de "tipo selvagem"™
(100ng/100xL)

(50ng/100pL)

Legenda

E= Epiderme
ND=Derme Normal
S=Cicatriz
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Fig. 12. Imagens de Cicatriz Microscépica Representativas de feridas
tratadas com Proteinas Mutantes de Gly63-Pro e Gly63-Ala, e
TGF-Beta 3 de "tipo selvagem" (70 dias apds ferida)

Gly63-Pro (50ng/1004L) Gly63-Pro (100ng/1004L)

Controle Naive Macebo (0.25M Maltose)

Legenda

E= Epiderme
ND=Derme Normal
S=Cicatriz
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Fig. 13. Imagens de Cicatriz Microscépica Representativas de Feridas
Tratadas com Glu-12-Ser e Serina Dupla mutante (Glu12-Ser e
Arg 52-Ser) apods 70 dias pos-ferida).

Controle Naive

Placebo (0.25M Maltose)
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Fig. 13. Imagens de Cicatriz Microscépica Representativas de Feridas
Tratadas com Glu-12-Ser e Serina Dupla mutante (Glu12-Ser e

Arg 52-Ser) apés 70 dias pos-ferida). Continuagao

Serina Mutante Dupla Serina Mutante Dupla
(50ng/1004L) (1000g/1004L)

Legenda

E~ Epiderme
ND=Derme Normal
$=Cicatriz
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, RESUMO |
Patente de Invengdo: "PROTEINAS, ACIDOS NUCLEICOS E MEDICA-
MENTOS". '

A presente invengéo refere-se a TGF-B3s, ou fragmentos ou de-
rivados dos mesmos, em que dominio de formagao alfa-hélice entre residuos
de aminoacidos (58) e (67) de TGF-B3 de tipo selvagem comprimento total
compreende pelo menos uma substituigdo alfa-hélice estabilizante. A inven-
¢do também prové TGF-B3s, ou fragmentos ou derivados dos mesmos, em
que residuo de glicina na posigdo (63) de TGF-B3 de tipo selvag'em compri-
mento total é recolocado por Prolina. Ainda adicionalmente, a invengéo pro-
vé TGF-B3s, ou fragmentos ou derivados dos mesmos, compreendendo uma
substituigdo do residuo de acido Glutaminico na posigdo (12) do TGF-B3 de
tipo selvagem comprimento total e/ou o residuo de Arginina na posi¢do (52)
do TGF-B3 de tipo selvagem comprimento total. A inve'ngéo também prové
medicamentos e métodos de tratamento usando o TGF-f3s.
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