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A presente invengdo proporciona métodos terapéuticos para o tratamento de estados
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Descricio ;%

“Utilizacdes terapéuticas de produtos de proteina bactericida indutora de

permeabilidade”

ANTECEDENTES DA INVENCAQ
A presente invengio diz respeito s aplicagdes terapéuticas de produtos de proteina
bactericida indutora de permeabilidade (BIP) para o tratamento de doengas ndo directamente
associadas com infecgdes bacterianas gram-negativas, incluindo a neutralizagdo das propriedades
anticoagulantes da heparina, a inibigdo da angiogénese e da proliferagio de células tumorais e

endoteliais e o tratamento de estados patoldgicos inflamatorios cronicos, tais como a artrite.

Ligagdo da heparina

A heparina é um conjunto heterogéneo de mucopolissacaridos de cadeia linear, designados
por glicosaminoglicanos, que possuem propriedades anticoagulantes. Embora possa haver
outros presentes, os principais agiicares que ocorrem na heparina sio: (1) 2-sulfato do acido
a-L-idurénico, (2) 6-sulfato de 2-desoxi-2-sulfamino-a-D-glicose, (3) acido B-D-glucorénico,
(4) 2-acetamido-2-desoxi-o-D-glicose € (5) acido o-L-idurénico. Estes agucares encontram-se
presentes em quantidades por ordem decrescente, normalmente segundo a ordem (2) > (1) >
> (4) > (3) > (5), e estdo unidos por pontes glicosidicas, formando polimeros de diversos
tamanhos. A heparina é fortemente acidica devido ao seu contetdo em grupos acido carboxilico €
sulfato ligados de forma covalente. A heparina encontra-se dentro dos granulos dos mastocitos € ¢
libertada por desgranulagdo. Ha uma forma de heparina associada a essas células que € designada

por sulfato de heparano. A expressio ‘sulfato de heparano’ utiliza-se em sentido lato para



descrever diversos proteoglicanos sulfatados (PGSH, em inglés HSPG) que se encontram com
uma distribuigdo quase universal nas membranas da superficie das células dos mamiferos e na
matriz extracelular. Os PGSH contém uma percentagem variavel de sequéncias heparinoides
pentaméricas que actuam de uma forma semelhante a da heparina solivel. Os PGSH servem
de repositorio da antitrombina III (ATTI) e dos factores de crescimento de ligagdo da heparina,
tais como os factores 1-5 de crescimento dos fibroblastos (FCF), IL-8, FEG-MG (em inglés
GM-CSF) e IL-3. Folkman e al., Inflammation: Basic Principles and Clinical Correlates, 2°
ed. Capitulo 40, pags. 821-839 (1992). Com efeito, as células geneticamente deficientes em
PGSH necessitam de heparina exogena para o seu desenvolvimento.

A heparina é vulgarmente administrada em doses até 400 unidades’kg durante proce-
dimentos cirtirgicos, tais como as derivagdes cardiopulmonares, a cateterizagdo cardiaca e em
procedimentos de hemodialise, com a finalidade de se evitar a coagulagdo do sangue durante
tais procedimentos. O efeito anticoagulante da heparina no sangue ¢ um resultado da interacfio da
heparina com a ATII. O complexo heparina/ATII é um inibidor poderoso de muitos dos
factores de coagulagiio que intervém na cascata de coagulagio. Foi ja demonstrada uma inibigéo
especifica para os factores [Xa, Xa, Xla, X1lIa activados ¢ para a trombina. O complexo heparina/
/ATIII possui a afinidade mais elevada para o factor Xa ¢ para a trombina que s&o comuns nos
circuitos de coagulagdo quer intrinsecos quer extrinsecos envolvidos nos dois altimos passos
da cascata de coagulagdo donde resulta a conversio do fibrinogénio em fibrina.

Quando a heparina ¢ administrada pelos seus efeitos anticoagulantes durante intervengdes
cirirgicas, constitui um aspecto importante da terapia pos-cirirgica que os efeitos da heparina
sejam imediatamente neutralizados para que possa ser restabelecida a fungdo normal de

congulagiio. Presentemente utiliza-se protamina para neutralizar a heparina. As protaminas sio



proteinas simples de baixo peso molecular que sdo vulgarmente isoladas a partir do esperma
de salmdo_ Sio ricas em residuos aminoacidos arginina e sdo fortemente alcalinas. Administradas
por si s0s, as protaminas (normalmente sob a forma de sulfato de protamina) tém efeitos
anticoagulantes. Quando administradas na presenga de heparina, forma-se um complexo
estavel ¢ desaparece a actividade anticoagulante dos dois farmacos. A utilidade clinica das
protaminas esta limitada pelos seus efeitos hipotensivos e de tipo anafilatico significativos.

Ha outros compostos ja estudados que possuem uma actividade neutralizadora da heparina,
entre os quais se refere o factor 4 plaquetario (FAP, em inglés PF4) ¢ a proteina bésica principal,
ver a patente de invengdo norte-americana n° 5 086 164. A proteina basica principal possui

uma actividade neutralizadora da heparina, mas também ¢ fortemente toxica.

Angiogénese

A angiogénese esta estreitamente relacionada com a proliferagéio das células endoteliais e
constitui o desenvolvimento de novos vasos sanguineos capilares. Assim sendo, constitui um
processo importante no desenvolvimento e no crescimento dos mamiferos e também nos processos
de menstruagdo. A libertagdo de factores de crescimento angiogénicos, tais como os factores
1-5 de crescimento dos fibroblastos, induz a proliferagdo de células endoteliais através de um
mecanismo de ligagdo ao receptor dependente da heparina. Ver Yayon et al., Cell, 64:341-848
(1991). Estes factores de crescimento de ligagdo da heparina podem ser libertados devido a
traumas vasculares (cicatrizagdo de ferimentos), estimulos imunitarios (doengas autoimunitarias),
mediadores inflamatorios (prostaglandinas) e a partir de células tumorais.

A angiogénese também est4 associada a diversos estados patologicos em que se considera

desejavel inibir o desenvolvimento de novos vasos sanguineos. Como exemplo, a angiogénese é



critica para o crescimento, proliferagio € metastase de diversos tumores. Ha outros estados
patologicos associados 4 angiogénese, entre os quais se refere a retinopatia diabética, fibroplasia
retrolental, glaucoma neovascular, psoriase, angiofibromas, inflamagGes imunitarias e ndo
imunitarias, incluindo a artrite reumatdide, proliferagio capilar com placas ateroscleréticas,
hemangiomas, endometriose € sarcoma de Kaposi.

Folkman ef al., supra, afirmam que as lesdes psoriticas na pele sio dominadas pela
proliferagio epitelial, pela neovascularizagdo e por um infiltrado de células inflamatorias. No
entanto, néo esta esclarecido se a angiogénese é um passo na patogénese da psoriase ou se €
um fenémeno secundario.

Ha4 vérias substincias sobre as quais se sabe que funcionam como inibidores da angio-
génese e sobre as quais se sabe que inibem a angjogénese tumoral, prevenindo o inicio da artrite e
inibindo a artrite ja existente em modelos de artrite induzida pelo colagénio, Peacock et al., J.
Exp. Med, 175, 1135-1138 (1992). Como exemplo, sabe-se que a protamina imbe a
angiogénese de tumores € o subsequente crescimento dos tumores. De acordo com Taylor et
al., Nature, 297:307-312 (1982), a actividade antiangiogénica da protamina € atribuida a sua
capacidade para se ligar & heparina. Também se sabe que o F4P possui actividade anti-
angiogénica. Para o presente pedido tem interesse a patente de invengdo norte-americana n°
5 112 946 que descreve o FAP modificado e os seus analogos que tém actividade antiangiogénica
mas que ndo tém capacidade para se ligarem a heparina. Demonstrou-se que o F4P possui
pelo menos duas propriedades funcionais. A ligagdo a heparina foi estudada mais exaustivamente;
no entanto, o F4P foi descrito originalmente como possuidor de propriedades inibitorias da
colagenase. Os inibidores da colagenase foram os primeiros inibidores da angiogénese a ser

descobertos. Ver Folkman, 1973, supra. As mutag3es na regiio do FAP de ligagdo a heparma
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ndo foram analisadas nos seus efeitos sobre a actividade inibitoria da colagenase. E interessante
saber que a tromhospondina também ¢ um inibidor da angiogénese e que se liga a heparina
com um motivo serina/triptofano em vez de um motivo aminoécido basico. Posto isto, ndo ha
nenhuma ligagdo evidente da heparina 4 sequéncia de consenso singular ou para a inibi¢do da
angiogénese.

O pedido de patente de invengio PCT publicado com o n° WO 92/01003 descreve a
utilizagdo de derivados de glicosaminoglicano (heparina) € a sua utilizagdo como inibidores
da invasividade tumoral. Af sdo descritos derivados de heparina sobre os quais se afirma que séo
praticamente isentos de actividade anticoagulante ¢ que impedem a formagdo de metastases

tumorais num hospedeiro.

Inflamagéio crénica

A inflamagfio cronica esta acompanhada normalmente por angiogénese. A artrite ¢ uma
sindroma crénica caracterizada pela inflamagdo das articulagdes periféricas em associagio com o
espessamento sinovial e o influxo de factores imunitérios e células tais como os leucocitos
polimorfonucleares (PMN). Na artrite reumatoide a inflamagfo ¢ de natureza imunitaria, ao
passo que na artrite reactiva a inflamagdo estd associada a infecgdo do tecido sinovial com
bactérias pirogénicas ou com outros agentes infecciosos. Folkman ef al., 1973, supra, também
observaram que ha muitos tipos de artrite que evoluem de uma fase dominada por um infiltrado
inflamatério na articulagdio até uma fase posterior em que um pannus neovascular invade a
articulagio e comega a destruir a cartilagem. Embora n#o haja certezas quanto a0 facto de a
angiogénese na artrite ser um componente causador da doenga, ¢ ndo um epifenomeno, ha

provas de que a angiogénese ¢ necesséria para a manutengfio da sinovite na artrite reumatoide.
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Embora os firmacos anti-inflamatérios nio esteroidais (FAINE, em inglés NSAID), os corticdides
e outras terapias tenham proporcionado bons resultados no tratamento da artrite, continua a
ser necessario nesta especialidade que haja terapias mais eficazes para a artrite e para outras
doengas inflamatorias.

Sabe-se agora que a inflamagdo ¢ a angiogénese sio separavceis mas que nio sfo processos
mutuamente exclusivos. Foram ja descobertas proteinas angiogénicas especificas que estimulam
a angiogénese sem inflamagdo, ao passo que os esteroides angiostaticos podem inibir a angio-
génese sem diminuigio da inflamagio aguda. Ver Folkman, 1973, supra. E interessante saber
que a endotoxina foi identificada como sendo o mais poderoso estimulador exogeno da angio-

génese, devido ao facto de estimular as citoquinas dos macrofagos e os factores de crescimento.

Proteina bactericida indutora da permeabilidade

A proteina bactericida indutora da permeabilidade ¢ uma proteina isolada a partir dos
granulos dos PMN dos mamiferos, que sdo células do sangue essenciais na defesa contra os
microrganismos invasores. A proteina BIP humana foi isolada a partir de neutréfilos poli-
morfonucleares por extracgdo acida combinadamente com a cromatografia de permuta iénica
[Elsbach, J. Biol. Chem., 254:11000 (1979)] ou com a cromatografia de afinidade com E. coli
[Weiss, et al, Blood, 69:652 (1987)], sendo aqui designada por BIP natural, a qual possui
uma poderosa actividade bactericida contra um espectro largo de bactérias gram-negativas. O
peso molecular da proteina BIP humana ¢ de aproximadamente 55 000 daltons (55 kD). A
sequéncia de aminoacidos da proteina BIP humana completa e também a sequéncia de ADN
que codifica a proteina estdo explicitadas na figura 1 da obra de Gray et al., °J. Biol. Chem.’,

264:9505 (1989).
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Comprovou-se que o efeito bactericida da proteina BIP ¢ altamente especifico para as
espécies sensiveis gram-negativas, nfo sendo t0xica para outros microrganismos nem para as
células eucaridticas. O mecanismo exacto pelo qual a proteina BIP aniquila as bactérias € ainda
desconhecido, mas sabe-se que a proteina BIP tem de atacar em primeiro lugar a superficie
das bactérias sensivcis gram-ncgativas. Esta ligagdo inicial da proteina BIP is bacténias mmplica
interacgBes electrostaticas entre a proteina BIP basica e os locais negativamente carregados dos
lipopolissacaridos (LPS). Os LPS receberam a designagio de “endotoxina” devido a potente
resposta inflamatéria que estimulam. Os LPS induzem a libertagio de mediadores pelas células
inflamatorias hospedeiras, o que em 1iltima instincia pode ter como consequéncia um choque
endotoxico irreversivel. A proteina BIP liga-se ao lipido A que é o componente mais toxico e
mais biologicamente activo dos LPS.

Em bactérias sensiveis, presume-se que a ligagdo da proteina BIP destrua a estrutura
dos LPS, levando a activagio de enzimas bacterianas que degradam os fosfolipidos € os peptido-
glicanos, alterando a permeabilidade da membrana exterior das células e iniciando fenémenos
que em fltima instincia conduzem a morte celular. Elsbach e Weiss, Inflammation: Basic
principles and Clinical Correlates, eds. Gallin et al., Capitulo 30, Review Press, Ltd. (1992).
Presume-se que a proteina BIP actue em duas fases. A primeira ¢ uma fase subletal caracterizada
por uma paragem imediata do crescimento, permeabilizagio da membrana exterior ¢ activagio
selectiva das enzimas bacterianas que hidrolisam os fosfolipidos e os peptidoglicanos. Nesta
fase, as bactérias podem ser resgatadas por aplicagio sobre meios enriquecidos com albumina
do soro. A segunda fase, definida pela inibigdo do crescimento, que ndo pode ser revertida
pela albumina do soro, ocorre ao fim de uma exposi¢io prolongada das bactérias a proteina
BIP e caracteriza-se por profundas mudangas fisiologicas e estruturais, incluindo a penetragdo

da membrana citoplasmica.



A proteina BIP também € capaz de neutralizar as propriedades endotoxicas dos LPS
aos quais se liga. Devido as suas propriedades bactericidas gram-negativas e a sua capacidade
para neutralizar os LPS, a proteina BIP também pode ser utilizada para o tratamento de mamiferos
que padegam de doengas provocadas por bactérias gram-negativas, tais como bacterimia ou
sépsis.

Ha um fragmento proteolitico, correspondente a parcela do terminal N da holoproteina
BIP humana, que possui a actividade antibacteriana e de ligagdo do lipido A, existente na
holoproteina humana de 55 kDa obtida naturalmente. Ao contrario da parcela do terminal N,
a regido do terminal C da proteina BIP humana isolada manifesta apenas uma actividade
antibacteriana ligeiramente detectavel. Ver a obra de Ooi et al., J. Exp. Med., 174:649 (1991).
Ha um fragmento do terminal N da proteina BIP, constituido aproximadamente pelos primeiros
199 aminoécidos da holoproteina BIP humana, designado por “BIPrs” (em inglés “rBPI5”)
que foi produzido por meios recombinantes como proteina de 23 kDa. Gazzano-Santoro et
al., Infect. Immun. 60:4754-4761 (1992).

S3o importantes para o presente pedido as revelagdes que constam do pedido de patente de
invengdo internacional PCT/US91/05768, publicado com o n® WO 92/03535, respeitantes a
composigdes que compreendem uma proteina BIP € um composto aniénico, onde se diz que tais
composigdes (1) ndo tém nenhuma actividade bacteriana e (2) revelam actividade neutralizadora
da endotoxina. Os compostos anidnicos sdo preferencialmente seleccionados entre proteinas,
tal como a albumina do soro, mas também podem ser um proteoglicano, tal como a heparina.
Além disso, Weiss et al., em “J. Clin. Invest’, 55:33-42 (1975) afirmam que o sulfato de
heparina e os LPS se ligam para bloquear a expressdo da actividade da proteina BIP, que faz
aumentar a permeabilidade. No entanto, em nenhuma dessas obras ha referéncias a neutralizacdo

da heparina por combinagfo com a proteina BIP.



O documento WO-A-90/09183 (INVITRON CORPORATION) divulga uma proteina
bactericida indutora da permeabilidade (BIP) capaz de inibir a estimulaggo de células mediada
pelos lipopolissacaridos (LPS); o documento WO-A-92/09621 (NEW YORK UNIVERSITY)
descreve fragmentos da proteina bactericida indutora da permeabilidade (BIP) que possuem
actividade neutralizadora dos lipupolissacaridos (LPS).

Continua a ser necessario, nesta especialidade, que haja novos produtos € métodos
utilizaveis na neutralizagdo da heparina, na inibigio de tumores e da angiogénese, no combate

a proliferagéo das células endoteliais € no tratamento de inflamagdes cronicas.

DESCRICAO ABREVIADA DA INVENCAQ

A presente invengdo descreve um produto de proteinas bactericidas indutoras da per-
meabilidade (BIP), utilizavel como medicamento de ligagdo a heparina, e descreve também a
utilizagfio do produto de proteina bactericida indutora da permeabilidade (BIP) para a produgéo de
um medicamento de ligagdo a heparina.

Dito de forma concreta, de acordo com um dos seus aspectos, a presente invengdo
proporciona um produto de proteina bactericida indutora da permeabilidade (BIP) para a produgdo
de um medicamento de ligagdo a heparina para que se ligue a heparina terapeuticamente
administrada a um paciente.

De acordo com outro dos seus aspectos, a presente inveng@o proporciona um produto
de proteina bactericida indutora da penmeabilidade (BIP) para a producio de um medicamento de
ligagdo a heparina, para neutralizar o efeito anticoagulante da heparina € proporciona também
um método para neutralizar a actividade anticoagulante da heparina, o qual consiste em
administrar uma quantidade eficaz de produto de proteina BIP in vifro a uma amostra de um

fluido que contenha heparina.
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De acordo com outro dos seus aspectos, a presente invengdo proporciona a utilizagéo
de um produto de proteina BIP para a produgdo de um medicamento de ligacdo a heparina
para inibir a proliferagio de células endoteliais, mas que néo se limite a proliferagdo de células
endoteliais associadas a angiogénese. A invengdo descreve métodos para inibir a angiogénese
associada a diversos estados clinicos. Dito de modo concreto, a invengdo prevé a utilizagdio
de um produto de proteina BIP para a produgfio de um medicamento de ligagdo & heparina
para o tratamento do cancro, mediante a inibigio da angiogénese associada a proliferagéo de
tumores malignos, € para o tratamento de lesdes do sarcoma de Kaposi € ndo s6. Os cancros
sensiveis ao tratamento por administragdo de produtos de proteina BIP sio os melanomas,
sarcomas € os carcinomas da mama, colon, pulmio e prostata, mas sem que isso constitua
qualquer limitagdo. Outras situagdes patologicas em que os produtos de proteina BIP podem
ser administrados para inibir a angiogénese sdo a retinopatia ocular, a fibroplasia retrolental, a
psoriase, os angiofibromas, a endometriose, os hemangiomas e nio s6. A invengdo também
descreve métodos de contracepgdo que consistem em administrar uma quantidade eficaz de
um produto de proteina BIP de modo a impedir a implantagdo de um ovo fertilizado.

A invengdo também proporciona a utilizagdo de um produto de proteina BIP para a
produg@io de um medicamento de ligagdo 4 heparina para o tratamento de estados patologicos
inflamatdrios cronicos, tais como artrite, psoriase, doenga inflamatoria dos intestinos, doenga
de Crohn, colite ulcerativa, lipus eritematoso, uveite autoimunitaria, doenca de Lyme e asma.

Assim, a invengio proporciona a utilizagdo de um produto de proteina BIP para a
produgio de um medicamento de ligagio 4 heparina e medicamentos de ligagio & heparina para a
neutralizagdo das propriedades anticoagulantes da heparina, para a inibigdo da proliferagao de
células tumorais e endoteliais, para a inibigdo da angiogénese e para o tratamento de estados

patologicos inflamatorios cronicos.
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Tais medicamentos podem ser preparados para administragio oral, para injecgdo ou para
aplicagfio por via parentérica e contém preferencialmente veiculos ¢ adjuvantes convencionais,
aceitaveis sob o ponto de vista farmacéutico, conforme ¢ do conhecimento dos especialistas
na matéria. Os medicamentos assumem preferencialmente a forma de doses unitarias contidas em
formas de dosagem no estado sélido, semi-solido ¢ liquido, tais como comprimidos, pilulas,
pds, solugdes ou suspensdes liquidas e solugdes injectaveis e administraveis por mfusdo.

As doses eficazes estdo compreendidas entre cerca de 100 ug/kg e cerca de 10 mg/kg
de peso corporal.

Conforme aqui utilizada, a expressdo “produto de proteina BIP” abrange a proteina
bactericida indutora da permeabilidade produzida naturalmente € por via recombinante; os
fragmentos polipeptidicos naturais, sintéticos, recombinantes e biologicamente activos da proteina
bactericida indutora da permeabilidade; e os polipeptidos ou andlogos biologicamente activos,
incluindo as proteinas de fusio hibridas, quer da proteina bactericida indutora da permeabilidade

quer dos seus fragmentos biologicamente activos.

DESCRICAO ABREVIADA DAS FIGURAS

A figura 1 mostra um grafico de um ensaio de ligagdo da heparina efectuado com a BIPrx
e com a BIPr;

a figura 2 mostra um grafico que ilustra o efeito da heparina sobre a ligagdo da BIPry
ao lipido A da estirpe J5 de E. coli, comparativamente com diversas amostras de LPS e acido
teicdico;

a figura 3 mostra um grafico que ilustra o efeito da BIPry sobre a inibigdo da trombina

por acgdo de ATI/heparina;
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a figura 4 mostra um grafico que ilustra o efeito da BIPrx; sobre a inibigéo do factor
Xa por acgdo de ATHI/heparina;

a figura 5 mostra um grafico que ilustra o efeito da BIPrx sobre a inibigdo do aumento
do tempo da trombina no plasma humano, mediado pela heparina;

a figura 6 mostra um grafico que ilustra o efeitv da BIPry; sobre o tempo parcial da
tromboplastina;

a figura 7 mostra um grafico que ilustra o efeito da BIPry e da proteina de controlo da
taumatina nas avaliagSes artriticas num modelo de artrite induzida pelo colagénio, com artrite
ligeira;

a figura 8 mostra um grafico que ilustra o efeito da BIPry e da protamina sobre as
avaliagdes artriticas no modelo de artrite induzida pelo colagénio, com artrite grave;

a figura 9 mostra um grafico que ilustra o efeito da BIPr sobre a incidéncia da artrite
no modelo de artrite induzida por Yersinia,

a figura 10 mostra um grafico que ilustra o efeito da BIPry sobre a inibi¢do da
estimulagio de tipo LPS no ensaio de LAL, com Borrelia burgdorferi,

a figura 11 mostra um grafico que ilustra a sobrevivéncia de murganhos tratados com
BIP ou com uma solugéo tampio no modelo de metastases de melanoma do murganho;

a figura 12 mostra um grafico que ilustra o efeito da BIPry; sobre a proliferagdo das
células endoteliais capilares de tipo Il nos murinos;

a figura 13 ilustra a ligagio da BIP as células epiteliais;

a figura 14 mostra um gréfico de um ensaio de ligagdo da heparina no caso dos péptidos
sintéticos de BIP;

a figura 15 mostra um grafico de um ensaio de ligagio do lisado de amebocitos de

Limulus (LAL) no caso dos péptidos sintéticos de BIP;



a figura 16 mostra um grafico de um ensaio bactericida de difusdo radial no caso dos
péptidos sintéticos de BIP;

a figura 17 mostra um gréfico que ilustra um efeito dos péptidos sintéticos de BIP num
ensaio de ligagdo da heparina;

as figuras 18a e 18b mostram um grafico que ilustra o cfcito dos péptidos sintcticos de
BIP sobre a inibigdo da trombina por acgdo de ATII/heparina,

as figuras 19a e 19b mostram um grafico que ilustra o efeito dos péptidos sintcticos de
BIP num ensaio de ligagdo de LAL;

as figuras 20a, 20b, 20c ¢ 20d mostram graficos que ilustram o efeito de peptidos
sintéticos de BIP em ensaios bactericidas de difusdo radial,

as figuras 20e e 20f mostram gréficos que ilustram o efeito dos péptidos sintéticos de
BIP em ensaios de caldo de cultura de E. coli;

as figuras 21a e 21b mostram os resultados da absorvéncia na CLER no caso dos
fragmentos proteoliticos de BIPrz;

a figura 22 mostra um grafico de resultados de um ensaio de inibigdo de LAL no caso
dos fragmentos proteoliticos da BIPr; €

a figura 23 mostra os dominios funcionais da BIPry.

DESCRICAO MINUCIOSA

A presente invengdo diz respeito a administragdo de produtos de proteina bactericida
indutora de permeabilidade (BIP) para o tratamento de diversos casos terapéuticos ndo
directamente associados com uma infecgdo bacteriana.

Embora os produtos de proteina BIP aqui descritos sejam uteis como citotoxinas poderosas

contra as bactérias gram-negativas € para neutralizar os efeitos adversos dos lipopolissacaridos



75l

associados as paredes celulares de bactérias gram-negativas, foi descortinado um comnjunto
vasto de efeitos terapéuticos para os produtos de proteina BIP ndo directamente associados
com infecgdes bacterianas gram-negativas. Dito de forma concreta, a invengdo diz respeito a
métodos para tratar casos niio directamente associados com infecgGes gram-negativas, incluindo a
neutralizagdo da actividade anticoagulante da heparina, a inibigdo da proliferagdo de células
tumorais e endoteliais, inchuindo a proliferagdo de células associadas a angiogénese, € o
tratamento de estados patologicos inflamatérios cronicos, tais como a artrite.

Os produtos de proteina BIP que contém fragmentos biologicamente activos da
holoproteina BIP que se pretende administrar podem ser gerados e/ou isolados por todos os
meios conhecidos na especialidade. O pedido de patente de invengdo norte-americana co-
-pendente e de que somos co-proprietarios, com o n° de série 07/885 501, e a sua continuagdo
parcial correspondente ao pedido de patente de invengdo norte-americana com o n° de série
08/072 063, depositado a 19 de Maio de 1993 e publicado com o n°® WO 93/23540 (pedido de
patente de invengdo europeia com o n° 93913992.9), descrevem métodos novos para purificar
produtos de protefna BIP recombinante, expressos em c€lulas hospedeiras de mamiferos
transformados geneticamente € nelas segregados quando estas sfo criadas em cultura, € descrevem
a forma de produzir grandes quantidades de produtos de BIP recombinante, adequados para
incorporagio em preparagdes farmacéuticas estaveis € homogéneas.

Os fragmentos de BIP biologicamente activos compreendem as moléculas biologicamente
activas que contém a mesma sequéncia de aminoacidos de uma holoproteina BIP, com a
excepgdo de a essas moléculas lhes faltarem os aminoacidos do terminal amino, os aminoécidos
internos e/ou os aminoacidos do terminal carboxi da holoproteina. A titulo de exemplos ndo

limitativos, tais fragmentos compreendem os aqui descritos e o fragmento natural de 25 kDa



Um— -

j4 anteriormente mencionado ¢ ainda um fragmento do terminal amino com 199 residuos
aminodcidos, de 23 kDa e recombinante, pertencente & holoproteina BIP humana designada
por BIPry (em inglés tBPLy). Ver Gazzano-Santoro et al., Infect. Immun. 60:4754-4761 (1992).
Nessa publicagdo utilizou-se um vector de expressio como fonte de ADN codificador de um
produto de cxpressido recombinante (BIPr2;) que possui a sequéncia de sinal de 31 residuos e
os primeiros 199 aminoacidos do terminal N da BIP humana perfeitamente desenvolvida
(madura), conforme é explicitado nas SEQ ID NOs: 1 e 2 retiradas da obra de Gray ef al.,
supra, com a excepgdo de o residuo valina na posigéio 151 ser especificado por GTG em vez
de GTC e o residuo 185 ser o acido glutdmico (especificado por GAG) em vez de lisina
(especificada por AAG). Também foi produzida a holoproteina recombinante aqui designada
por BIPr ou BIPrsy que possui a sequéncia explicitada nas SEQ ID NOs: 1 e 2 retiradas da
obra de Gray et al., supra, com as excepgoes assinaladas para a BIPrz.

Ha outros exemplos ndo limitativos de fragmentos biologicamente activos da BIP que
compreendem os fragmentos, v.g, da holoproteina BIP ou da BIPry gerada quando se
submete as proteinas a clivagem quimica com agentes tais como o brometo de cianogénio
(CNBr) ou por digestdo enzimatica com agentes tais como a endoprotemase Asp-N. Os
fragmentos da proteina BIP também podem ser fornecidos sob a forma de péptidos sintéticos
lineares ou ciclicos que compreendem réplicas desde cerca de 5 até cerca de 50 aminoacidos
continuos no interior da holoproteina BIP e especialmente dentro da metade do terminal amino da
proteina. Tais péptidos podem ser fornecidos numa forma monomérica, na forma de dimeros
ou multimeros (em que o péptido replica uma regio da BIP que possui residuos cisteina) e
sob a forma de dimeros ou multimeros “lineares” em que ha uma sequéncia de BIP presente
repetitivamente no péptido, com ou sem separagdo por meio de aminoacidos “separadores”

que permitem uma apresentago conformacional escolhida.



Os anélogos biologicamente activos da BIP compreendem, mas sem que isso constitua
qualquer limitagdo, as proteinas de fusdo hibridas recombinantes que contém a holoproteina
BIP ou os seus fragmentos biologicamente activos e pelo menos uma parcela de um outro
polipeptido, pelo menos. Tais proteinas foram descritas por Theofan et al. no pedido de
patente de invengdo norte-americana co-pendente € de que somos co-proprictarios, com o n°
de série 07/885 911 e numa sua continuacio parcial correspondente ao pedido de patente de
invengdo norte-americana com o n° de série 08/064 693, depositado a 19 de Maio de 1993 ¢
publicado com o n® WO 93/23434 (PCT/US93/04754), e incluem as proteinas de fusdo hibridas
que possuam, na extremidade do terminal amino, uma proteina BIP ou um seu fragmento
biologicamente activo e que possuam na extremidade do terminal carboxi pelo menos um
dominio constante de uma cadeia pesada de imunoglobulina ou uma sua variante alélica.

Os analogos biologicamente activos da proteina BIP também compreendem, mas sem
que isso constitua qualquer limitagio, os produtos de proteina BIP em que um ou varios
residuos amino4cidos foram substituidos por um aminoacido diferente ou por aminoacidos
atipicos. Por exemplo, o pedido de patente de invengdo norte-americana co-pendente e de que
SOmos co-proprietarios, com o n° de séric 08/013 801 (Theofan ef al., “Stable Bactericidal/
/Permeability-Increasing Protein Products and Pharmaceutical Compositions Contaming the
Same”), depositado a 2 de Fevereiro de 1993 e publicado com o n® WO 94/18323 (pedido de
patente de invengio europeia com o n° 94908704.3), descreve analogos polipeptidicos de BIP
e de fragmentos de BIP em que um residuo cisteina na posigdo 132 ou na posigdo 135 €
substituido por um aminoécido diferente. Um produto proteinico preferido, designado por
BIPrsAcis (em inglés tBPIsAcis), compreende os primeiros 199 residuos aminoacidos da
holoproteina BIP mas em que o residuo cisteina na posigéo 132 € substituido por um residuo

alanina.
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A administragio de um produto de proteina BIP realiza-se preferencialmente sob a forma
de uma composigio farmacéutica que incorpore um produto de proteina BIP e um diluente,
adjuvante ou veiculo aceitivel sob o ponto de vista farmacéutico. A composicio de produto de
proteina BIP pode ser administrada simultaneamente ou néio com antibiéticos, agentes tensio-
activos ou outros agentes quimioterapéuticos conhecidos. Uma composigo farmacutica preferida
que contém produtos de proteina BIP incorpora a proteina BIP segundo uma concentragdo de
1 mg/mL em soluto salino tamponado com citrato (citrato 0,02 M, NaCl 0,15 M a pH 5,0)
contendo 0,1% em peso de poloxdmero 188 (Pluronic F-68, BASF Wyandotte, Parsippany,
NJ) ¢ 0,002% em peso de polissorbato 80 (Tween 80, ICI Americas Inc., Wilmington, DE).
Tais combinagdes preferidas estio descritas no pedido de patente de invengdo norte-americana co-
-pendente e de que somos co-proprietarios, com o n° de série 08/012 360 (McGregor ef al,,
“Improved Pharmaceutical Composition™), depositado a 2 de Fevereiro de 1993 e publicado
com o n° WO 94/17819 (pedido de patente de invengdo europeia com o n° 94907963.6).

As doses eficazes de proteina BIP e de produtos de proteina BIP, para a neutralizagio
parcial ou total da actividade anticoagulante da heparina e de outros efeitos aqui descritos,
podem ser determinadas facilmente pelos especialistas na matéria tomando em consideragdo
parémetros convencionais, incluindo a massa corporal do paciente, a quantidade de heparina
administrada a esse paciente € o tempo decorrido desde a administragdo da heparina.

Ha outros aspectos e vantagens da presente invengdo que serdo compreendidos tomando
em consideragio os exemplos ilustrativos a seguir descritos. O exemplo 1 aborda sistemas de
ensaio para a quantificagdo da ligagio da heparina pelos produtos de proteina BIP; o exemplo
2 descreve a capacidade relativa da heparina para bloquear a ligagdo dos LPS bacterianos aos

produtos de proteina BIP; os exemplos 3 e 4 apresentam resultados de testes sobre a capacidade
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dos produtos de proteina BIP para inibirem respectivamente a inactivagdo da trombina ou do
factor Xa por ac¢io dos complexos antitrombina [I/heparina; ¢ o exemplo 5 descreve o efeito
dos produtos de proteina BIP sobre o aumento do tempo da trombina, mediado pela heparina.
O exemplo 6 descreve o efeito de produtos de proteina BIP sobre o aumento do tempo parcial
da tromboplastina, mediado pela heparina. Os exemplos 7-9 dizem respeito a administragiio
de produtos de proteinas BIP em sistemas modelares de animais com artrite induzida pelo
colagénio e por via bacteriana, exemplificando o tratamento de estados patologicos nflamatérios
crénicos. Os exemplos 10 e 11 ilustram os testes efectuados com produtos de proteinas BIP
para investigar os efeitos angiostaticos num sistema modelar de metastases de melanoma
maligno no murganho. O exemplo 12 estuda os efeitos dos produtos de proteina BIP sobre a
proliferagio das células endoteliais € os possiveis mecanismos de ligagdo envolvidos. O
exemplo 13 diz respeito a preparagio de péptidos BIP sintéticos. Os exemplos 14-16 ilustram
a ligagio a heparina, a ligagio aos LPS e as actividades bactericidas observadas com os
péptidos BIP sintéticos do exemplo 13. O exemplo 17 descreve a preparagio de outros péptidos
BIP sintéticos. Os exemplos 18 a 21 abordam as propriedades dos péptidos do exemplo 17.
O exemplo 22 descreve a preparagio de péptidos do fragmento proteolitico BIP. O exemplo
23 descreve os efeitos bactericidas dos fragmentos proteoliticos BIP. O exemplo 24 descreve
as propriedades de ligagdo a heparina existentes nos fragmentos proteoliticos BIP. O exemplo

25 descreve o efeito dos fragmentos proteoliticos BIP num ensaio com LAL.

Exemplo 1

LIGACAO DA HEPARINA PELOS PRODUTOS DE PROTEINAS BIP
Foram realizados ensaios de ligagdo da heparina utilizando moléculas BIP recombinantes e

naturais ligadas 2 membrana e heparina marcada radioactivamente. Dito de forma abreviada,
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juntou-se BIPry; e holoproteina designada por BIPr ou BIPrs, as cavidades de uma placa de
microtitulagio de 96 cavidades onde havia uma membrana ‘Imobilon-P” (Millipore, Bedford,
MA) disposta no fundo das cavidades. Juntou-se a cada cavidade 5 g de proteina. Efectuou-se a
secagem das cavidades que a seguir foram bloqueadas com albumina do soro de bovino a 1%
(ASB) em soluto salino tamponado com fosfato a pH 7,4 (tampdo de bloqueio). Foram
preparadas diluigdes de *H-heparina (DuPont, NEN, Wiulmington, DE) no tampéo de bloqueio
que foram incubadas nas cavidades que continham a proteina BIP, durante 1 hora a 4°C.
Aspirou-se a heparina nfo ligada e efectuou-se a lavagem das cavidades trés vezes com tamp@o de
bloqueio, secou-se ¢ removeu-se para efeitos de quantificagdo num contadér de cintilagdo em
meio liquido. Os resultados de um ensaio tipico estdo apresentados de forma grafica na figura
1. Apesar da ASB no tampio de bloqueio ter realmente uma capacidade ¢ uma afinidade
diminutas para se ligar a4 heparina, isso foi considerado fisiologicamente irrelevante e
subtraiu-se sempre o valor espontineo ao sinal do composto testado. A ligagdo da heparina
marcada radioactivamente foi totalmente inibida por um excesso 100 vezes superior de heparina
ndo marcada (dados ndo representados).

Em experiéncias semelhantes efectuou-se a comparagido da ligagdo da heparina por
acgdo das moléculas BIPrs, BIPrs, ¢ da holoproteina natural (BIP) com os resultados obtidos
com a proteina de contraprova taumatina (esta possui uma carga e dimensdes semelhantes as
da molécula BIPry;) ou com uma contraprova de tampdo de lavagem (ASB a 1%). Nestes
ensaios observou-se uma menor ligagdo da heparina por ac¢@o das holoproteinas BIP naturais
e recombinantes. A menor intensidade de ligagdo por acgdo das moléculas BIPr e BIPn pode
ser eventualmente o resultado da contaminagdo das preparagdes de proteina com hidratos de

carbono.
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Além disso, foram determinadas as constantes de ligagio utilizando como ligando *H-

-heparina, pelo método de minimizagio de fungdes ndo lineares com recurso a aplicagdo

informatica ‘Grafit’(Erithicus Softward Ltd., Staines, UK) para as moléculas BIPr,, BIPrs,

sulfato de protamina (Sigma Chemical Co.) e taumatina, estando os resultados agrupados no

quadro 1 seguinte.

QUADRO 1

Constantes de ligagio utilizando 3 H-heparina como ligando

COLUNA DE HEPARINA
PROTEINA K4 CAPACIDADE ELUICAO COM NaCl
BIPry; 79 nM 2,63 pg 0,84 M
BIPrs 173 tM 1,30 pg 0,81 M
Protamina 8,1nM 2,66 ug 1,33 M
Taumatina Sem ligagdo 0,15M
Exemplo 2

COMPETICAO DA HEPARINA PELA LIGAGAO AO PRODUTO DE PROTEINA BIP

Avaliou-se a capacidade da heparina, do lipido A solivel, dos LPS e dos acidos teicoicos

para competirem com o lipido A da estirpe J5 de E. coli imobilizada pela ligagdo a proteina

BIPry sohivel. Dito de forma concreta, foram utilizadas cavidades de microtitulagio ‘fmulon 2’

(Dynatech, Chintilly, VA) recobertas com lipido A da estirpe J5 de E. coli numa concentragio

de 0,5 pg/ml. em metanol (volume de 50 pl). As cavidades foram depois bloqueadas durante

4 horas a 37°C com STP contendo 0,1% de ASB. As cavidades de contraprova foram tratadas

com 50 pl. de metanol absoluto e depois foram bloqueadas conforme se disse antes. As

cavidades bloqueadas foram entdo aspiradas e lavadas duas vezes com STP/’Tween-20" a
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0,05%. Introduziu-se nas cavidades concentrag3es variaveis de inibidores putativos, num volume
de 25 pl. de STP, seguindo-se a aplicagdo de proteina BIPr; radioiodada a 200 000 cpm em
25 uL de STP contendo 0,1% de “Tween 20°. As solugOes testadas continham ‘Ra LPS’ de
Salmonella minnesota R60 a 200 pg/mL; LPS regulares de E. coli 0113 (RIBI Immunochem.,
Hamilton, MT, #R318) a 200 pg/mL; acido lipoteicoico proveniente de Streptococcus faecalis
(Sigma, St. Louis, MO, #1.-4015) a 400 pg/mL; acido lipoteicdico proveniente de Staphylococcus
aureus (Sigma #1.-2525) a 400 pg/mL; e heparina sodica injectavel de qualidade USP (Lypho-
-Med, Rosemont, IL, #9155-01) a 400 ng/mL. Esperou-se que a ligagdo tivesse lugar de um
dia para o outro a 4°C com agitagdo suave, apos o que as cavidades foram aspiradas e lavadas
trés vezes com STP/"Tween-20" a 0,05% e a seguir efectuou-se uma contagem. Os resultados

estdo ilustrados na figura 2 que mostra a afinidade clevada da proteina BIPr,; para a heparina

e que também mostra que a heparina bloqueia a ligagdo da proteina BIP ao lipido A.

Exemplo 3
NEUTRALIZACAO DA HEPARINA PELOS PRODUTOS DE PROTEINA BIP: EFEITO

DA PROTEINA BIP SOBRE A INACTIVACAO DA TROMBINA PELOS COMPLEXOS
DE ATIIVHEPARINA
Recorreu-se a um ensaio cromogénico para se determinar o efeito da proteina BIPry
sobre a inactivagdo da trombina pelos complexos de ATII/heparina. Dito de forma concreta,
utilizou-se um estojo dc cnsaio anti-trombina de marca ‘Chromostrate™’ (Organon Teknika
Corp., Durham, NC) para se examinar a inibigio da trombina purificada, por ac¢do dos complexos

previamente formados de ATIIV/heparina no plasma.
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O ensaio foi praticado em placas de microtitulagio de 96 cavidades, em triplicado,
com um volume final de 200 pL por cavidade. A ordem de adigdo dos componentes de ensaio
foi a seguinte: 1) 50 uL de amostra (proteina BIPr»; ou taumatina, enquanto proteina de contra-
prova) com concentragdes finais de 100, 50, 25, 10 ¢ 1 pg/cavidade, em STP; 2) 50 pL de
plasma a 1:100 em tamp#ao; 3) 50 pL de trombina a razdo de 1 nKat/mL, em tampdo; e 4) 50 pL.
de substrato cromoggénico na concentragio de 1 pmol/mL, em H,O. Deixou-se a reacgdo decorrer
durante 10 minutos a 37°C e interrompeu-se por adigdo de 50 pL de acido citrico 0,1 M,
tendo a reacgdo de cor sido quantificada num leitor de microplacas. Os resultados dos ensaios,
ilustrados na figura 3, indicam que a proteina BIPry consegue neutralizar eficientemente os
complexos de ATIII/heparina no plasma humano heparinizado, de uma forma dependente da
dose. A medida que aumentou a concentragdo plasmica, aumentou também a actividade da
trombina. Isto é devido a uma diminuigdo da quantidade de complexos inibitérios de ATII/
/heparina no plasma acrescentado. Com a proteina de contraprova, a taumatina, nio foi
observado nenhum efeito neutralizador semelhante e verificou-se que era essencialmente

equivalente ao tampdo de contraprova para todas as concentrages de proteinas.

Exemplo 4

NEUTRALIZACAO DA HEPARINA PELOS PRODUTOS DE PROTEINA BIP: EFEITO
DA PROTEINA BIP SOBRE A INACTIVACAO DO FACTOR Xa PELOS COMPLEXOS
DE ATIIVHEPARINA

Recorreu-se a um ensaio cromogénico para se determinar o efeito da proteina BIPry;
sobre a neutralizagio do factor Xa pelos complexos de ATIIV/heparina. Dito de forma concreta, o

ensaio foi efectuado utilizando um estojo de ensaio anti-factor Xa com heparina ‘Chromostrate’



(Organon Teknika Corp.) ¢ foi praticado com concentragdes fixas de factor Xa e de ATIIIL
Fez-se variar a concentragio da heparina de modo a obter-se uma curva padrio para a
heparina com as concentragdes de 1, 0,5, 0,25, 0,125, 0,063, 0,031, 0,016, 0,008, 0,004,
0,002 e 0 unidades/mL, em STP. O protocolo de ensaio permitiu medir a actividade funcional
do factor Xa pela libertagdo de um composto cromogénico a partir de um substrato sintético.
Os complexos de ATTI/heparina neutralizam a actividade do factor Xa, pelo que a quantidade
de cromogénio libertado era inversamente proporcional a quantidade de actividade de
heparina anti-factor Xa na amostra de ensaio.

O ensaio teve lugar em placas de microtitulagio de 96 cavidades, em triplicado, com
um volume final de 200 pL por cavidade. Os componentes de ensaio foram acrescentados as
cavidades de microtitulagio do modo seguinte: 1) amostras de 50 pL (proteina BIPrx ou
taumatina, enquanto proteina de contraprova) com concentragdes finais de 100, 50, 25, 10 ¢
1 pg/cavidade, em STP; 2) 50 pL de factor Xa a 0,14 nKat/mL, em H,O; 3) 25 pl. de ATl a
0,5 U/mL, em H,0; 4) 24 pL de heparina a 0,25 U/mL, em tampéo; 5) 50 uL de substrato
(3 pmol/mL). Deixou-se a reac¢éo decorrer durante 10 minutos a 37°C ¢ interrompeu-se com
50 pL de 4cido citrico 0,1 M, tendo entéio a reacgdo de cor sido quantificada num leitor de
microplacas. Os resultados da experiéncia, ilustrados na figura 4, indicam que a proteina BIPr»
consegue neutralizar eficientemente a heparina na inibigdo do factor Xa pelos complexos de
ATI/heparina. A medida que aumentou a concentragio da heparina, a quantidade necessaria
de BIPry para a neutralizagdo da heparina também aumentou. Com a proteina de contraprova, 4
taumatina, ndo foi observado nenhum efeito neutralizador semelhante e verificou-se que era

essencialmente equivalente a0 tampdo de contraprova para todas as concentragdes de proteina,



Exemplo 5

NEUTRALIZACAO DA HEPARINA PELOS PRODUTOS DE PROTEINA BIP: EFEITO
DA PROTEINA BIP SOBRE O PROLONGAMENTO DO TEMPO DA TROMBINA
MEDIADO PELA HEPARINA

Examinou-se o efeito dos produtos de proteina BIP sobre o prolongamento do tempo
da trombina mediado pela heparina, isto €, o tempo necessario para a coagulagdo de uma
mistura de trombina ¢ plasma. O tempo da trombina ¢ aumentado pela presenga de inibidores
endogenos ou exogenos da formagfio da trombina, tais como a heparina administrada
terapeuticamente. Os agentes que neutralizam os efeitos anticoagulantes da heparina reduzem
o tempo da trombina medido no teste. Efectuou-se a incubagio de plasma humano citrado
(200 pL) durante 1 minuto a 37°C, quer com 15 pL de diluente (NaCl 0,15 M, Tris 0,1 M a
pH 7,4), quer com 15 L de diluente contendo também heparina na concentragdo de 25 pg/mL
(187 unidades/mg). Foram acrescentadas diversas concentragdes de proteina BIPry; (desde
0,0 até 56 pg/mL) num volume de 15 pL, seguindo-se imediatamente a adi¢do de 100 pL de
reagente de trombina (Sigma Chemical Co., N° 845-4). Mediu-se o tempo de coagulagdo
(tempo da trombina) utilizando um fibrometro ‘BBL’ (Becton Dickinson Microbiology
Systems, Cockeysville, MD). Os resultados ilustrados na figura 5 permitem concluir que a
proteina BIPry inibe o prolongamento do tempo da trombina mediado pela heparina. Na
auséncia de heparina, a proteina BIPry; ndo teve nenhum efeito no ensaio, mesmo para

concentragdes da ordem de 56 pg/ml.



Exemplo 6
NEUTRALIZACAO DA HEPARINA PELOS PRODUTOS DA PROTEINA BIP: EFEITO

DA PROTEINA BIP SOBRE O TEMPO PARCIAL DA TROMBOPLASTINA

Determinou-se o efeito da proteina BIPr;, ou do sulfato de protamina, sobre o tempo
parcial da tromboplastina (TPT, em inglés PTT) em ratos heparinizados. O TPT é prolongado
pela presenga de inibidores enddgenos ou exdgenos da formagfio da trombina, tais como a
heparina administrada terapeuticamente. Os agentes que neutralizam os efeitos anticoagulantes da
heparina reduzem o TPT tal como medido no teste. Foram utilizados ratos da estirpe Sprague-
-Dawley, alojados segundo as regras ‘NIH’, aos quais se administrou heparina a razio de
100 unidades/kg por injecgdo intravenosa sob a forma de bolus, através da veia caudal de cada
animal, seguindo-se a administragio de proteina BIPry; a razdo de 5 mg/kg, ou sulfato de
protamina ou tampéo a razdo de 5 mg/kg. Depois determinou-se o TPT a partir de amostras
de sangue colhidas a partir da aorta abdominal dos animais previamente anestesiados.
Determinou-se também o TPT dos animais ndo tratados. Os resultados ilustrados na figura 5
permitem concluir que tanto a proteina BIPry; como a protamina tiveram um efeito intermédio
sobre o TPT dos animais tratados. Os dados destes animais confirmam os efeitos dos produtos de
proteina BIP neutralizadores da heparina, conforme descrito nos exemplos 2-5.

Os resultados conjuntos dos exemplos 1 a 6 permitem concluir que a proteina BIPry
se liga & heparina no ensaio de ligagdo directa e que neutraliza eficientemente a inibigdo das
proteases de coagulagdo por acgo da heparina. Com base nestas caracteristicas, antevé-se que os
produtos de proteina BIP venham a ser tteis na neutralizagio clinica dos efeitos anticoagulantes da
heparina em doses geralmente correspondentes 4 dose pratica recomendada para o sulfato de
protamina, mas n#o se prevé que possua os efeitos graves hipotensivos e de tipo anafilaticos

dessa substincia.



Exemplo 7
EFEITOS TERAPEUTICOS DOS PRODUTOS DE PROTEINA BIP NA DOENCA
INFLAMATORIA CRONICA: MODELO DE ARTRITE INDUZIDA COM COLAGENIO

Um outro aspecto da presente invencdo diz respeito a descoberta da utilidade da
protefna BIP para tratar ¢ evitar os eleitos de estados patoldgicos inflamatdrios crénicos, tais
como a artrite, incluindo a artrite reumatdide e a activa, a psoriase, a doenga inflamatéria dos
intestinos, a doenga de Crohn, a colite ulcerativa, o liipus eritematoso, a uveite de natureza
autoimunitdria, a doenga de Lyme e a asma. Sdo apresentados métodos exemplificativos para
o tratamento de pacientes que padegam de artrite, 0s quais consistem em administrar uma
quantidade eficaz de um produto de proteina BIP com a finalidade de se evitar ou tratar a
artrite. O produto de proteina BIP pode ser administrado por via tépica ou por injecgdo, por
exemplo, intrarticular, intravenosa, intramuscular ou subcutinea, ou por outros métodos
parentéricos e ndo parentéricos.

O efeito da administragéo dos produtos de proteina BIP foi estudado num modelo de
artrite induzida pelo colagénio. Dito de forma concreta, induziu-se artrite em murganhos por
imunizagdo intradermal com colagénio de tipo II de bovino, com aplicagio na base da cauda,
em conformidade com o método de Stuart e al., J. Clin. Invest., 69:673-683 (1982). De um
modo geral, os murganhos comegaram a desenvolver sintomas artriticos a0 21° dia apés a
imunizagio com o colagénio. As classificagdes artriticas dos murganhos tratados foram
efectuadas de uma forma cega ao longo de um periodo de 120 dias, no caso dos murganhos
tratados em cada um dos dias 21 a 25 com doses quer de proteina BIPry, proteina de
contraprova taumatima ou tampdo, doses essas que foram injectadas por via intravenosa na

veia caudal.
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Dito de forma concreta, administrou-se colagénio de tipo I de bovino (Southern Bio-
technology Associates, Inc., Birmingham, AL), por injecgdo intradermal (0,1 mg/murganho),
na base da cauda no dia 0 a grupos de 10 murganhos machos (murganho/DBA/1J), pesando
cada um deles aproximadamente 20-25 g. Dissolveu-se a proteina BIPry; em NaCl 0,5 M e
acetato de sodio 20 mM a pH 6,0 ¢ diluiu-s¢ com tampdo de STP (1 mg/mL) para administragdo a
razdo de 0,125 mg/murganho. Como contraprovas utilizou-se a proteina taumatina em STP
(0,121 mg/murganho) ou apenas o tampao de STP (0,1 mL).

Os resultados apresentados na figura 7 demonstram que a proteina BIPry; tem um
efeito estatisticamente significativo na redugfo da avaliaggo artritica dos murganhos tratados,
comparativamente com o0s animais que receberam como con&aprova tampdo de STP e
proteina taumatina.

Exemplo 8
EFEITOS TERAPEUTICOS DOS PRODUTOS DE PROTEINA BIP EM COMPARACAO

COM O SULFATO DE PROTAMINA NO CASO DA DOENCA INFLAMATORIA
CRONICA: MODELO DE ARTRITE INDUZIDA PELO COLAGENIO
Utilizou-se o modelo de artrite induzida pelo colagénio, descrito no exemplo 7, para se
avaliar os resultados de um produto de proteina BIP por comparagio com o sulfato de
protamina, utilizando como contraprovas quer a proteina taumatina quer o tampdo. Dito de
forma concreta, dissolveu-se a proteina BIPr,; em NaCl 0,5 M e acetato de sodio 20 mM a pH
6,0 ¢ diluiu-se com tampdo de STP (1 mg/mL) e administrou-se a razdo de 0,125 mg/murganho.
Os outros materiais testados foram administrados nas doses seguintes: sulfato de protamina

(Sigma Chemical Co) (0,13 mg/murganho), taumatina (0,121 mg/murganho) e tampio de STP
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(0,1 mL). Cada um de quatro grupos de 10 animais recebeu as substincias de teste ou de
contraprova por injecgdo intravenosa através da veia caudal em cada um dos dias desde o 28°
até a0 32°. A figura 8 mostra os resultados das avaliagGes artriticas para os diversos protocolos de
tratamento e de contraprova, com variagdes feitas nos dias 28°-80°. Os asteriscos (*) na
figura 8 representam uma diferencga estatisticamente significativa entre a proteina BIPrys € o
tamp@o, para um valor p < 0,01, ao passo que os sinais (+) representam uma diferenca
estatisticamente significativa entre a proteina BIPry € o tamp@o para um valor p <0,05. Estes
resultados demonstram que a proteina BIPr,; reduziu de forma significativa a classificagio

artritica dos murganhos tratados no sistema modelar.

Exemplo 9
MODELOS DE ARTRITE REACTIVA INDUZIDA GRAM-NEGATIVA

O efeito da administragdo de produtos de proteina BIP para tratar a artrite reactiva foi
estudado num modelo de artrite reactiva induzida por Yersinia enterocolitica, em conformidade
com o método de Yong et al., Microbial Pathogenesis, 4:305-310 (1988). Dito de forma
concreta, efectuou-se a administragdo de produtos de proteina BIP a murganhos macho da
estirpe DBA/2J aos quais se havia injectado previamente por via intravenosa, através da veia
caudal, Yersinia enterocolitica cWA 0:8 T2 (isto ¢, faltava-lhe o plasmideo da viruléncia, de
acordo com Yong et al., supra) segundo um regime de dosagem igual a 4 x 10® bactérias,
valor este calculado para induzir nos murganhos artrite ndo séptica. Cada um de trés grupos
de 15 murganhos recebeu as substancias de teste ou de contraprova por injecgdo intravenosa
através da veia candal. Administrou-se aos murganhos quer a proteina BIPry, segundo um

regime de dosagem de cerca de 5,0 mg/kg, dissolvida num tampéo constituido por citrato de
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sodio 20 mM, cloreto de sodio 150 mM, 0,1% de poloxamero 188, 0,002% de polissorbato 80
a pH 5,0, quer a proteina taumatina, segundo um regime de dosagem de cerca de 5,0 mg/ke,
dissolvida no tampéo constituido por citrato de sédio 20 mM, cloreto de sodio 150 mM, 0,1%
de poloxamero 188 ¢ 0,002% de polissorbato 80 a pH 5,0, quer tamp3o por si s0. Os resultados
traduzidos na figura 9 mostram que o produto de proteina BIP reduziu de forma significativa a
incidéncia de artrite reactiva comparativamente com o tamp3o ou com a proteina de contraprova
taumatina.

O microrganismo Borrelia burgdorferi é o agente patogénico responsavel pela doenga
de Lyme ¢ pela artrite que lhe esta associada e possui um complexo de tipo LPS nas suas paredes
celulares que ¢é diferente do complexo de E. coli, mas estruturalmente afim. Determinou-se o
efeito da administragdo dos produtos de proteina BIP sobre a inibi¢do de LPS de Borrelia
burgdorferi num ensaio de inibigdo de lisado de amebocitos Limulus (LAL). Dito de forma
concreta, realizou-se um ensaio de LAL, de acordo com o método do exemplo 15, medindo o
efeito da proteina BIPry; sobre os LPS de Borrelia burgdorferi administrados a razio de
2,5 pg/mL e sobre os LPS de E. coli 013 administrados a razio de 2 ng/mL. Os resultados
traduzidos na figura 10 mostram que a proteina BIPr,; neutraliza os efeitos quer dos LPS de

Borrelia burgdorferi quer dos LPS de E. coli 013 no ensaio de LAL.

Exemplo 10
EFEITO DA PROTEINA BIP NO MODELO DE MELANOMA MALIGNO DO

MURGANHO
De acordo com este exemplo, testou-se um produto de proteina BIP, protamina e as
duas substincias de contraprova, proteina taumatina e tampéo, para se avaliar a sua eficicia

num modelo de metastases de melanoma maligno do murganho. Dito de forma concreta,



inoculou-se quatro grupos de 9 murganhos C57BL/6J com 10° células de melanoma maligno
B16.F10 por injecgdo intravenosa na veia caudal no dia 0. Administrou-se por via intravenosa
quer a proteina BIPrz (0,13 mg/murganho) quer o sulfato de protamina (0,13 mg/murganho),
quer a taumatina (0,13 mg/murganho), quer o tampdo de STP (0,1 mL/mugranho) na veia
caudal dos murganhos nos dias 1, 3, 6, 8, 10, 13, 15, 17 ¢ 19. Os aunimais [oram sacrificados
por deslocamento cervical ao 20° dia para observagdo dos tecidos pulmonares. Efectuou-se a
perfusdo dos lobos de cada pulméo que foram insuflados por injecgdo de 3 mL de agua no
pulmdo através da traqueia. Depois efectuou-se a contagem dos nédulos dos tumores superficiais
com o auxilio de um microscopio de dissecagdo e analisou-se o miimero de tumores encontrados
em cada grupo para procurar diferencas estatisticamente significativas. Embora os dados ndo
tivessem sido estatisticamente significativos, os animais tratados com a proteina BIPry
revelaram a mais baixa carga tumoral, seguindo-se os animais tratados com a protamina, com
a contraprova de proteina taumatina e com a contraprova de tampdo. A falta de significagio
estatistica (0 nimero de tumores néo reflectiu adequadamente o tamanho dos tumores) indica
que seria necessaria uma metodologia experimental mais especifica para se determinar a carga

tumoral.

Exemplo 11
EFEITO DA PROTEINA BIP NUM MODELO DE MELANOMA MALIGNO DO

MURGANHO
Testou-se novamente um produto de proteina BIP, a protamina e as duas substincias
de contraprova, proteina taumatina e tampdo, para se investigar a sua eficacia num modelo de
metastases do melanoma maligno do murganho, de acordo com o exemplo 10. Dito de forma

concreta, inoculou-se seis grupos de murganhos da estirpe C57BL/6J com 10° células do



75K

31

melanoma maligno B16.F10 por injecgdo intravenosa na veia caudal no dia 0. Qualquer das
substincias BIPry (0,125 mg/murganho), sulfato de protamina (0,125 mg/murganho),
taumatina (0,125 mg/murganho) ou tampéo de STP, de acordo com o explicitado no quadro 2
subsequente, foi administrada por via intravenosa na veia caudal dos murganhos nos dias 1, 2,
5,7,9,12, 14, 16 ¢ 19. Todos os animais dos grupos A-D foram sacrificados por deslocamento
cervical no 20° dia para observagio dos tecidos pulmonares. Efectuou-se a remogdo dos pulmdes
que foram colocados numa proveta com agua fria. Os lobos de cada pulmdo foram depois
sujeitos a uma operagdo de perfusdo e insuflados por injecgdio de 3 mL de 4gua no pulmio
através da traqueia. Depois efectuou-se a analise dos nddulos dos tumores superficiais para se

pesquisar o seu contetido em melanina.

UADRO 2
Grupo Contraprova/Substincia testada N° de animais
A Tampdo 10
B Protamina 10
C Taumatina 10
D BIPry 10
E Tampdo 5
F BIPry 5

Os grupos E e F, constituidos por animais tratados respectivamente com a substancia
tampédo ou com a proteina BIPry;, ndo foram sacrificados, mas foram observados uma vez por
dia para se determinar a mortalidade. A figura 11 agrupa os dados de sobrevivéncia para os
dois grupos de animais. Embora a totalidade dos 10 animais tenham morrido por volta do 43° dia,

os murganhos tratados com a proteina BIPr,; sobreviveram, de um modo geral, significativamente
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mais do que os murganhos ndo tratados, significando isso que a proteina BIP teve um efeito
antiangiogénico e que reduziu as metastases dos tumores do melanoma.

Pelo exposto, de acordo com um outro aspecto da invengdo, os produtos de proteina
BIP podem ser utilizados para inibir o sarcoma de Kaposi num sistema modelar, tal como o de

Miles et al., “VII International Conference on AIDS”, Florenga, Italia, Docuento 41(8), 1991.

Exemplo 12
EFEITO DA PROTEINA BIP SOBRE A PROLIFERACAO DAS CELULAS

ENDOTELIAIS

Fez-se passar células endoteliais (CE) dos capilares cerebrais dos murinos, conforme
descrito por Bauer em Microvascular Research 37:148-161 (1989), por Meio 199 contendo
sais de Earle, L-glutamina e bicarbonato de sodio na concentragio de 2,2 g/L (Gibco, Grand
Island, NY, #400-100EB) mais 10% de soro fetal de vitelo inactivado termicamente (Trvine
Scientific, Irvine, CA) e 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco, #600-5140AG). Efectuou-se a
colheita das células confluentes por tripsinizagéo com tripsina-EDTA (Gibco #610-5300PG)
durante 3 mmutos. Interrompeu-se a tripsinizagdo juntando ao baldo 10 mL de meio de passagem.
Os ensaios de proliferagdo foram realizados com CE recém-colhidas em placas de microtitulagio
convencionais de 96 cavidades de fundo redondo. Em cada cavidade de ensaio manteve-se
um volume final de 200 uL/cavidade. Acrescentou-se a cada cavidade um total de 4 x 10° CE
com concentragdes variaveis de proteina BIPrx, proteina de contraprova taumatina e tampio
de contraprova. Decorridas 48 horas de cultura numa incubadora em atmosfera com 5% de
CO,, juntou-se a cada cavidade 1 pCi de [metil-’H]-timidina em 10 pL de Meio 199. Apos

um periodo de estimulagdo de 24 horas, efectuou-se a colheita das CE por Lripsinizagdo sobre
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filtros de microfibras de vidro e quantificou-se a [’H]-timidina incorporada, utilizando para tal
um contador de radiagdo B em fasc sélida, proporcional ao gas.

A inibigdo da proliferagdo das CE, dependente da concentragdo, por acgdo da proteina
BIPry, esté ilustrada na figura 12. Nao foi observado efeito nenhum quando se acrescentou
as cavidades concentragdes semelhantes de taumatina ou volumes iguais de tampdo. A
primeira inibi¢do de proliferagdo € observada para uma concentragio da proteina BIPr,; igual
a 12,4 pg/ml e parece que o efeito é maximo a concentragio de 50 pg/mL. Sabe-se que o
crescimento das CE depende do F-2CF (em inglés FGF-2) (FbCF, em inglés bFGF) no soro do
vitelo e que o F-2CF necessita do heparano da superficie celular para a activagdo dos receptores
(Yayon et al., Cell 64:341-848, 1991). Sem se pretender estabelecer qualquer tipo de dependéncia
de uma teoria da invengdo, admite-se que a proteina BIPrx ligada ao heparano da superficie
celular nas CE interfere com a activagdo das células por acgio do F-2CF.

Foram efectuados estudos de ligagdo directa da proteina BIPry sobre as CE colhendo
as células que passaram 10 vezes, retiradas de um baldo confluente e recolocando as células
tripsinizadas em suspensdo em 12,5 mL de meio de cultura. Acrescentou-se 0,5 mL da
suspensdo a cada cavidade de uma placa convencional de cultura de tecidos de 24 cavidades e
efectuou-se a incubagdo de um dia para o outro. Lavou-se a placa com albumina de soro de
bovino a 0,1% em soluto salino tamponado com fosfato contendo calcio e magnésio (Gibco).
Apos a lavagem acrescentou-se a cada cavidade 0,5 mL de ASB/STP. Experiéncias preliminares
indicaram que a proteina BIPr,; marcada com '»L na concentragdo de 50 ng/mlL, acrescentada as
cavidades, produziu uma resposta especifica aproximadamente igual a 30 000 c.p.m. ao fim

de um periodo de incubagdo de 3 horas a 4°C com lavagem trés vezes em STP e lise com

NaOH 1 M, por contagem da radiagdo y do lisado.
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Poder-se-ia ter desencadeado a competigiio pela ligagdio especifica da proteina BIPry;
“quente”, marcada com 121 na concentragio de 50 ng/ml., as CE por adigdo de heparina na
concentragio de 20 pg/mL (Sigma, Graun I). Observou-se uma competi¢io idéntica com a proteina
BIPr,; ndo marcada (“fria”), acrescentada a cultura de ligagdo. A combinagdo de proteina
BIPry; ndo marcada e heparina (acrescentada simultaneamente ou previamente misturada
antes da adi¢do) néo foi capaz de reduzir a ligagdo para valores abaixo da competigio apenas
com heparina (figura 13). Estes dados indicam que a proteina BIPry; se liga as células
endoteliais através de uma molécula semelhante a heparina e que parece que esta ligagdo
mterfere com a proliferacdo das células endoteliais (CE), em presenga de factor de crescimento de

ligagdo a heparina (F2-CF).

Exemplo 13
PREPARACAO DOS PEPTIDOS SINTETICOS PENTADECAMERICOS (15-MERICOS)

DA PROTEINA BIP

Para se avaliar as propriedades biologicas de produtos do fragmento peptidico da proteina
BIP, efectuou-se a preparagdo de péptidos sintéticos de aminoacidos pentadecaméricos (15-
-méricos), com base no fragmento do terminal amino de 23 kDa da proteina BIP ¢ avaliou-se
a sua actividade de ligagdo a heparina, a sua actividade num ensaio de inibi¢do de lisado de
amebacitos de Limulus (LAL) e a sua actividade bactericida. Dito de forma concreta, efectuou-se
a preparagdo de 47 péptidos sintéticos, cada um deles constituido por 15 aminoacidos e
sobrepondo-se aos péptidos adjacentes em 11 aminoécidos, sendo essa preparagio feita em
duplicado, com base na sequéncia da proteina BIPr,; descrita supra.

Os péptidos foram sintetizados simultaneamente, em conformidade com os métodos de

Magji et al., Immunol. Methods, 134:23-33 (1990) e Gammon et al., J. Exp. Med., 173:609-617
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(1991), utilizando a tecnologia em fase solida da empresa ‘Cambridge Research Biochemicals
Ltd.’, sob licenga da empresa ‘Coselco Mimotopes Pty Ltd.”. Dito de forma abreviada, dividiu-se
a sequéncia da proteina BIPry (1-199) em 47 péptidos pentadecaméricos diferentes,
progredindo ao longo da sequéncia linear da BIPr,; e iniciando um péptido subsequente em
cada 15 aminoacidos. Esta tecnologia da sintese de péptidos permite a sintese simultdnea, em
pequena escala, de varios péptidos sobre pinos separados num modelo em placa de 96
cavidades. Assim sendo, foram utilizados 94 pinos individuais para esta sintese e os pinos
restantes (B, B) foram submetidos aos mesmos passos dos outros pinos, mas sem a adigdo de
FMOC-aminoacidos activados. Na clivagem final dos péptidos pentadecaméricos, para fora
do suporte de pinos em fase solida, utilizou-se um tampdo alcalino aquoso (carbonato de sodio,
pH 8,3). A ligagdo unica ao pino experimenta uma ciclizagfo quantitativa da dicetopiperazina
nessas condig¢des, dai resultando um péptido clivado com um radical ciclo(lisilprolilo) no
terminal carboxilo de cada péptido. Os terminais amino ndo foram acilados, pelo que o grupo

amino livre pode ter contribuido potencialmente para as reacgdes anionicas de ligagdo. De

cada cavidade recuperou-se em média cerca de 15 pg de cada péptido pentadecamérico.

Exemplo 14

LIGACAO DA HEPARINA PELOS PEPTIDOS SINTETICOS PENTADECAMERICOS
DA PROTEINA BIP
Submeteu-se os péptidos sintéticos do produto de proteina BIP, descritos supra, a um
ensaio de ligagdo da heparina, em conformidade com os métodos descritos no exemplo 1. Os
resultados, tal como se ilustra na figura 14, indicam a existéncia de 3 dominios funcionais
independentes com actividade de ligagdo a heparina; o primeiro deles prolonga-se sensivelmente

entre os aminoacidos 21 e 55; o segundo prolonga-se sensivelmente entre os aminoacidos 65 e
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107; e o terceiro prolonga-se sensivelmente entre os aminoacidos 137 € 171. O material dos pinos

virgens de contraprova no teve nenhuns efeitos de ligagio a heparina.

Exemplo 15

EFEITO DOS PEPTIDOS SINTETICOS PENTADECAMERICOS DA PROTEINA BIP
NUM ENSAIO COM LAL

Submeteu-se os péptidos sintéticos do produto de proteina BIP a um ensaio de intbi¢do
do lisado de amebdcitos de Limulus (LAL) para se determinar as propriedades de ligagfo aos
LPS. Dito de forma concreta, misturou-se os péptidos sintéticos da proteina BIP, em tubos de
Eppendorf, com uma concentragio fixa de LPS de E. coli 0113 (4 ng/mL, concentragdo final)
¢ fez-se a incubagdo a 37°C durante 3 horas com agitagdo ocasional. Testou-se também as
contraprovas adicionadas na concentra¢io de 0,05 pg/mL. A seguir a incubagio, acrescentou-se a
cada tubo 350 pL de D-STP (em inglés (D-PBS) para se obter uma concentragéo de LPS igual
a 200 pg/mL para o ensaio de LAL. Transferiu-se cada amostra para tiras de ‘Immulon II’
(Dynaetch, Chantilly, VA) em volumes de 50 uL por cavidade.

Juntou-se a cada cavidade 50 uL de Lisado de Amebdcitos de Limulus (estojo de LAL
cromogénico quantitativo, Whitaker Bioproducts, Inc., Walkersville, MD) e manteve-se as
cavidades a incubar a temperatura ambiente durante 25 minutos. Depois juntou-se entdo o
substrato cromogénico a razdo de 100 uL por cavidade e misturou-se bem. Apds uma
incubagdo durante 20 a 30 minutos a temperatura ambiente, interrompeu-se a reacgdo por
adigdo de 100 uL de acido acético a 25%. Mediu-se entio a densidade Optica a 405 nm num leitor
multiplacas (Vmax, Molecular Dynamics, Menlo Park, CA), estando os resultados apresentados

na figura 15 em termos de percentagem da inibigdo dos LPS. Os dados da figura 15 indicam



que ha pelo menos trés dominios principais com inibigéo significativa do LAL; o primeiro
constituido pelos aminoacidos 17 a 55; o segundo ¢ constituido sensivelmente pelos aminoacidos
73 2 99 e o terceiro é constituido sensivelmente pelos aminoacidos 137 a 163. Ha outros
péptidos individuais que também inibem o LAL. Pelo contrério, o material dos pinos virgens
de contraprova ndo manifestou nenhum efeito neutralizador dos LPS, tal como mcdido pclo

ensaio de LAL.

Exemplo 16

EFEITOS BACTERICIDAS DOS PEPTIDOS SINTETICOS PENTADECAMERICOS DA
PROTEINA BIP

Testou-se os péptidos sintéticos do produto de proteina BIP para se pesquisar os seus
efeitos bactericidas contra a bactéria irregular mutante da estirpe J5 de E. coli num ensaio de
difusio radial. Dito de forma concreta, preparou-se uma cultura de estirpe J5 de E. coli de um
dia para o outro e diluiu-se a 1:50 em caldo de soja tripsinica recente ¢ manteve-se a incubar
durante 3 horas a 37°C até ser atingida a fase logaritmica. As bactérias foram entfio reunidas por
centrifugagio a 3000 r.p.m. durante 5 minutos num aparelho ‘Sorvall RT6000B* Acrescentou-se
5 mL de tampdo de fosfato de sodio 10 mM (pH 7,4) e centrifugou-se novamente a
preparagdo. Decantou-se 0 sobrenadante € acrescentou-se 5 mL de tampéo recente, preparou-
-se nova suspensio com as bactérias e determinou-se a sua concentragiio medindo a absorvéncia a
590 nm. A absorvéncia de 1,25 x 10° UFC/mL de suspensdo era igual a 1,00. Diluiu-se as
bactérias para 4 x 10° UFC/mL em 10 mL de gelose fundida da subcamada (aproximadamente
45°C) e inverteu-se a posiio repetidas vezes para efectuar a mistura dentro de tubos de poli-

propileno de 15 mL utilizados para este fim.
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Verteu-se a totalidade do contetdo de cada tubo dentro de um prato de Petri quadrado,
perfeitamente nivelado, e distribuiu-se uniformemente sacudindo o prato de lado a lado. A
gelose endureceu em menos de 30 segundos e ficou com uma espessura uniforme de cerca de
1 mm. Depois perfurou-se um conjunto de cavidades através da gelose endurecida, utilizando
para tal um pungfo estéril de 3 mm acoplado a um aspirador. O pungio foi esterilizado com
alcool puro (100%) e deixou-se secar ao ar.

Com uma pipeta introduziu-se cuidadosamente em cada cavidade 10 uL dos péptidos
sintéticos BIP. Como contraprovas, acrescentou-se tampdo a pH 8,3 a uma cavidade independente
(como contraprovas positivas acrescentou-se também proteina BIPr,; nas concentragdes de
5 pg/mL e 1 pg/mL). Além disso, testou-se como contraprovas os produtos dos pinos virgens B e
B. Deixoﬁ-se a placa a incubar a 37°C durante 3 horas e depois juntou-se 10 mL de gelose
fundida da sobrecamada (3 temperatura aproximada de 45°C) ao prato de Petri nivelado,
deixou-se endurecer e manteve-se a incubar de um dia para o outro a 37°C. Observou-se uma
zona limpida contrastando com a zona ocupada pelas bactérias nas cavidades que possuiam
actividade bactericida. Para se ver melhor esta zona, verteu-se sobre a gelose uma solugdo
diluida de corante de Coomassie (azul brilhante de Coomassie a 0,002%, metanol a 27%,
formaldeido a 15% (solugdo-mde a 37%) e depois deixou-se contrastar durante 24 horas. As
zonas bacterianas foram medidas com um micrémetro ‘Mitutoyo’.

Os resultados da experiéncia estdo ilustrados na figura 16 em que o Wmico péptido
sintético BIP com actividade bactericida foi um fragmento correspondente aos aminoéacidos
85-99. As contraprovas positivas de proteina BIPry também tiveram efeitos bactericidas, mas

as contraprovas dos pinos virgens e do tamp&o nfo tiveram.
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Exemplo 17

PREPARACAO DE FRAGMENTOS DE PEPTIDOS BIP

Com base nos resultados dos testes de péptidos sobrepostos nos exemplos 13 a 16,
preparou-se fragmentos de péptidos de produto de proteina BIP por sintese de péptidos em
fase solida, em conformidade com os métodos de Merrifield, J. Am. Chem. Suc. 85:2149 (1963) €
Merrifield et al., Anal. Chem. 38: 1905-1914 (1966), utilizando para tal um sintetizador de modelo
432 da “Applied Biosystems Inc.’. Foram preparados 9 péptidos do produto de proteina BIP,
designados por BIP-2 até BIP-10, a que correspondem as sequéncias de aminoécidos de
parcelas de residuos aminoacidos 1-199 da proteina BIPry, conforme consta do quadro 3
subsequente. No caso dos péptidos BIP-7, BIP-9 e BIP-10, estes representavam repeti¢des de
sequéncia, parciais ou mesmo miltiplas. Dito de forma concreta, o péptido BIP-7 compreende
um icosimero (20-mero) constituido pelos residuos aminoécidos 90-99 repetidos duas vezes
numa tnica cadeia linear. O péptido BIP-10 compreende um tricontimero (30-mero) constituido
pelos residuos aminoacidos 90-99 repetidos trés vezes numa tnica cadeia linear. O péptido
BIP-9 compreende um hexadecAmero (16-mero) constituido pelos residuos aminoacidos 94-99

seguidos pelos residuos 90-99 numa {inica cadeia linear.

QUADRO 3
Péptidos do produto de proteina BIP

Polipeptidon®  Regifio dos aminoacidos  Residuos aminoacidos PM (daltons)
BIP-2 85-99 15 1828,16
BIP-3 73-99 27 3072,77
BIP-4 25-46 22 2696,51
BIP-5 142-163 22 2621,52

BIP-6 112-127 16 1569,82

PR )
wd
3

7z



QUADRO 3 (cont.)
Péptidos do produto de proteina BIP
Polipeptidon®  Regido dos aminodcidos Residuos aminoacidos PM (daltons)
BIP-7 90-99, 90-99 20 2644,66
BIP-8 90-99 10 1316,8
BIP-9 94-99, 90-99 16 2131,34
BIP-10 90-99, 90-99, 90-99 30 3958,45
Exemplo 18

LIGACAO DA HEPARINA PELOS PEPTIDOS DO PRODUTO DE PROTEINA BIP
Neste exemplo submeteu-se os péptidos BIP-2, BIP-3, BIP-4, BIP-6, BIP-7 ¢ BIP-8,
conjuntamente com BIP-cis, do produto de proteina BIP, a um ensaio de ligagdo da heparina
em conformidade com os métodos descritos no exemplo 1. Os resultados, conforme ilustrado
na figura 17, indicam que os péptidos BIP-7 e BIP-8 possuem uma capacidade de ligagdo a
heparina extremamente elevada, ao passo que 0s péptidos BIP-2 e BIP-3 possuem uma
capacidade de ligagdo & heparina mais moderada e os péptidos BIP-4 e BIP-6 possuem fraca

ou nenhuma capacidade de ligagdo a heparina.

Exemplo 19

NEUTRALIZACAO DA HEPARINA PELOS PEPTIDOS DOS PRODUTOS DE
PROTEINA BIP
Neste exemplo submeteu-se os péptidos dos produtos de proteina BIP, designados por
BIP-2, BIP-3, BIP-4, BIP-5, BIP-6, BIP-7 ¢ BIP-8, conjuntamente com a proteina BIPrx, a
um ensaio para se determinar os seus efeitos sobre a mactivagao da trombina por acgdo dos

complexos de ATI/heparina, em conformidade com o método do exemplo 3. Para se determinar



os seus efeitos, foram administradas concentragdes variaveis dos produtos de proteina BIP,
variando entre 1,0 pg/mL e 100 pg/mL. Os péptidos de proteinas BIP, designados por BIP-7,
BIP-3 e BIP-5, revelaram os efeitos mais significativos de neutralizagdo da heparina, conforme
ilustrado nas figuras 18a e 18b, as quais traduzem as concentragdes das amostras apresentadas

respectivamente em termos de concentragoes €m peso ou molares.

Exemplo 20

EFEITO DOS PEPTIDOS DOS PRODUTOS DE PROTE{NA BIP NUM ENSAIO COM LAL

Neste exemplo submeteu-se os péptidos dos produtos de proteina BIP, designados por
BIP-2, BIP-3, BIP-4, BIP-6, BIP-7 ¢ BIP-8, conjuntamente com a proteina BIPr;;, a um
ensaio com LAL, em conformidade com o método do exemplo 15, para se determinar as suas
propriedades de ligagdo e de inibigdo dos LPS. Os resultados demonstram que os péptidos
BIP-7 ¢ BIP-3 possuem propriedades significativas de inibigdo dos LPS, demonstram que o0s
péptidos BIP-2 e BIP-8 possuem propriedades moderadas de inibigdo dos LPS e que os péptidos
BIP-4 e BIP-6 ndo tém actividade significativa de inibigdo dos LPS, conforme traduzido nas
figuras 19a e 19b que comrespondem as concentragOes das amostras calculadas respectivamente

como concentragdes em peso ou molares.

Exemplo 21

ENSAIO BACTERICIDA COM OS PEPTIDOS DOS PRODUTOS DE PROTEINA BIP
Neste exemplo testou-se os péptidos dos produtos de proteina BIP, designados por BIP-2,
BIP-3, BIP-4, BIP-5, BIP-6, BIP-7, BIP-8, BIP-9 ¢ BIP-10, conjuntamente com a proteina

BIPry, para sc pesquisar os scus cfcitos bactcricidas contra a estirpe mutante J5 de E. coli
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(irregular) ¢ contra a estirpe 011:B4 de E. coli (lisa) num ensaio de difusdo radial, em confor-
midade com os métodos do exemplo 16. Os resultados traduzidos nas figuras 20a-20d
comprovam que cada um dos péptidos BIP-2, BIP-3, BIP-5, BIP-7, BIP-8, BIP-9 ¢ BIP-10,
revela possuir um maior ou menor grau de actividade bactericida, ao passo que os péptidos
BIP-4 e BIP-6 ndo manifestaram nenhuma actividade bactericida. Qualquer dos peptidos
bactericidas revelou uma tendéncia para ser mais eficaz contra a estirpe irregular do que
contra a estirpe lisa de E. coli.

De acordo com outro aspecto deste exemplo, foram efectuados ensaios bacterianos em
caldo de cultura para se determinar a actividade bactericida de determinados péptidos BIP.
Dito de forma concreta, seleccionou-se quer a estirpe J5 (irregular) da bactéria E. coli quer a
estirpe 0111:B4 (lisa) da bactéria E. coli a partir de colonias singulares criadas em placas de
gelose ¢ que foram utilizadas para inocular placas de cultura a que se acrescentou diluigdes
sequenciais, a razdo de 1:10, dos péptidos dos produtos de proteina BIP. As placas ficaram a
incubar de um dia para o outro e foram lidas com um leitor de placas, segundo o protocolo de
EISLE, para se determinar as unidades formadoras de colonias sobreviventes. Os resultados
desta experiéncia estio traduzidos nas figuras 20e (E. coli J5) e 20f (E. coli 0111:B4) que
mostram que os péptidos dos produtos de proteina BIP, designados por BIP-3, BIP-7, BIP-9 ¢
BIP-10 possuem uma actividade antibacteriana significativa.

Os resultados destes ensaios bactericidas, conjuntamente com os ensaios com LAL e
de ligagdo a heparina, indicam que ha pequenos péptidos BIP sintéticos que possuem um ou
vérios efeitos bactericidas, de ligagdo & heparina e neutralizadores dos LPS, € que ha pelo menos
trés dominios funcionais separados distintos no interior do fragmento do terminal amino de

93 KkDa. Um dominio esta situado entre os residuos aminoacidos 17 e 45. Um segundo dominio, o
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mais activo deles, caracterizado pelo facto de demonstrar acitividade na totalidade dos tr€s
ensaios, esta situado entre os aminoacidos 71 e 99. Um péptido especifico de residuos 86-99
demonstrou possuir actividade na totalidade dos trés ensaios. Ha um terceiro dominio constituido

pelos residuos 142-169.

Exemplo 22

PREPARACAO DOS PEPTIDOS DO FRAGMENTO PROTEOLITICO BIP

Neste exemplo, foram aplicados processos de clivagem quimica e de digestdo enzimatica a
proteina BIPry, produzida em conformidade com os procedimentos de Gazzano-Santoro ef
al., supra, para se criar fragmentos proteoliticos da proteina recombinante, com diversos
tamanhos.

A proteina BIPry; foi reduzida e alquilada antes da proteélise, por meio de brometo de
cianogénio (CNBr) ou de endoproteinase Asp-N. Trocou-se um sal por outro na proteina por
precipitagiio em acetona fiia (1:1, v/v) 4 temperatura de 4°C de um dia para o outro reuniu-se por
centrifugagdo (5000 x g) durante 10 minutos. A massa obtida de proteina BIPry foi lavada duas
vezes com acetona fiia e depois secou-se sob uma corrente de azoto. A seguir reconstituiu-se
a proteina BIPry; a concentragdo de 1 mg/mL em ureia 8 M/Tris 0,1M a pH 8,1 € reduziu-se
por adigdo de ditiotreitol 3,4 mM (Calbiochem, San Diego, CA) durante 90 minutos a 37°C.
Efectuou-se a alquilagio por adigdo de iodoacetamida (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO) até
uma concentragio final de 5,3 milimolar, durante 30 minutos, ao ahrigo da luz e a temperatura
ambiente. Fez-se precipitar com acetona a proteina reduzida e alquilada, centrifugou-se e lavou-se
conforme descrito antes e dissolveu-se novamente a massa obtida para digestio com CNBr ou

com Asp-N.
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Antes da adigdo de CNBr, a massa que havia sido lavada foi dissolvida em acido tri-
fluoroacético a 70% (ATF) (de qualidade para a sequenciagfio de proteinas, Sigma) até uma
concentragdo final de proteinas igual a 5 mg/mL. Dissolveu-se brometo de cianogénio (Baker
Analyzed Reagent, VWR Scientific, San FRancisco, CA) em ATF a 70% e juntou-se-the esta
solugdo para se obter uma razao final entre CNBr e proteina igual a 2:1 (p/p). Isto representa
aproximadamente um excesso molar 75 vezes superior de CNBr relativamente aos residuos
metionina na proteina. Limpou-se a mistura de reacgéo com azoto ¢ deixou-se a operagio
prosseguir durante 24 horas ao abrigo da luz e a temperatura ambiente. Interrompeu-se a
reacgdo por adigio de 9 volumes de agua destilada e a seguir congelou-se (-70°) e liofilizou-se.

A proteina BIPr, reduzida e alquilada, foi solubilizada, segundo uma concentragdo de
5,0 mg/mL, em ureia 8 M/Tris 0,1 M a pH 8,1. Adicionou-se um volume igual de Tris 0,1 M
a pH 8,1 de modo a que as condigdes finais correspondessem a uma concentragdo da proteina
igual a 2,5 mg/mlL em ureia 5 M/Tris 0,1 M a pH 8,1. Acrescentou-se a endoproteinase Asp-N
obtida a partir de Pseudomonas fragi (Boehringer-Mannheim, Indianapolis, IN), segundo uma
proporgio entre enzima:substrato igual a 1:1000 (p/p) e deixou-se a digestdo prosseguir
durante 6 horas a 37°C. Interrompeu-se a reacgdo por adigdo de ATF até uma concentragdo
final de 0,1% e depois efectuou-se o fraccionamento das amostres por CLER de fase inversa.

As misturas de fragmentos obtidas com CNBr e Asp-N foram purificadas numa coluna
de tipo ‘Zorbax Proetin Plus C;* (4,6 x 250 mm, tamanho dos poros igual a 300 A,
MACMOD Analytical Inc., Chadsford, PA). Trabalhou-se com um gradiente variavel entre
acetonitrilo a 5% em ATF a 0,1% até acetonitrilo a 80% em ATF a 0,1% durante 2 horas,
com um caudal de 1,0 mL/minuto. A elui¢io dos fragmentos foi monitorizada a 220 nm,

utilizando para tal uma CLER de tipo ‘Beckman System Gold’. O compartimento de aquecimento
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da coluna foi mantido a 35°C e as fracgdes foram recolhidas manualmente, congeladas para

-70°C ¢ secas num concentrador de modelo ‘Speed Vac’. Os fragmentos foram entéo solu-
bilizados em acetato de sodio 20 mM a pH 4,0/NaCl 0,5 M antes de serem utilizados.

Efectuou-se uma espectrometria de massa por ionizagio por electropulverizagdo num
espectrometro de massa de modelo ‘VG Bio-Q’, tendo este trabalho sido realizado pelo Dr.
Francis Bitsch ¢ pelo Sr. John Kim no laboratério do Dr. Cecric Shackleton na instituigdo
“Children’s Hospital-Oakland Research Institute’. As massas moleculares foram obtidas por
transformagdo matematica dos resultados.

Embora a sequéncia de ADN da proteina BIPr,; codifique os residuos aminoécidos 1-
199 da proteina perfeitamente desenvolvida (madura), ha uma porgéo significativa da proteina
produzida que ¢ truncada em Leu-193 e Val-195, conforme determinado por espectrometria
de massa por ionizagdo por electropulverizagdo (EM-IEP). Estes truncamentos no terminal C
foram verificados isolando os péptidos tripsinicos do terminal C que foram sequenciados €
analisados por EM-IEP. Ha seis residuos metionina, nas posigdes 56, 70, 100, 111, 170 e 196, ¢ a
clivagem quimica por ac¢do do brometo de cianogénio produziu seis fragmentos peptidicos
principais, conforme previsto. Os resultados das experiéncias de clivagem com CNBr estdo
resumnidos no quadro 4. Os fragmentos foram isolados por CLER de fase inversa (em C;)
(figura 21a) e as suas sequéncias do terminal N foram determinadas pelo método de degradagdo de
Edman. Os dois fragmentos maiores (C1 ¢ C5) ndo foram resolvidos pela coluna de CLER
em C; e foram infrutiferas as outras tentativas feitas para os resolver por cromatografia de
permuta i6nica, presumivelmente devido ao facto de serem semelhantes em comprimento e
em ponto isoeléctrico. As identidades dos fragmentos C1 e C5 na mistura foram determinadas

por EM-IEP. A massa prevista para C1 ¢ de 6269 (quadro 4), tomando em consideragio a
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perda de 30 u.am como resultado da conversdo da metionina do terminal C em homosserina
durante a reacgio de clivagem com CNBr. A massa observada de 6251,51 + 0,34 é consistente
com a perda de uma molécula de 4gua (18 u.am.) no intermediério lactona da homosserina,
que pode ser favorecido em relagéo a formagdo da homosserina deivdo a hidrofobicidade dos
aminoacidos do terminal C do tragmento C1. A massa prevista do fragmento C5 ¢ de 6487 € a
massa observada é de 6385,84 + 0,39 (quadro 1). No caso do fragmento C5, os aminoacidos
do terminal C séio hidrofilicos, pelo que a hidrélise do intermediario lactona da homosserina €
provavelmente favorecida. A partir dos resultados da sequenciagdo do terminal N e dos resultados
do espectro de massa, o componente C5 representa aproximadamente 10%-25% do material
na mistura C1/C5.

Foi efectuada uma clivagem proteolitica com a endoproteinase Asp-N para se obter
outros fragmentos para as regides contidas na mistura C1/C5 obtida com CNBr. Ha seis residuos
de 4cido aspartico na sequéncia da proteina BIPrx; nas posigdes 15, 36, 39, 57, 105 ¢ 116. Os
seis fragmentos principais obtidos com Asp-N e isolados por CLER em C; (figura 21B) foram
sequenciados € as suas massas foram determinadas por EM-IEP (quadro 4). Recorreu-se a
uma digestdo de curta duragdo para uma razdo entre a enzima:substrato igual a 1:1000 (p/p)
para se eliminar as clivagens potenciais nfo especificas, particularmente no acido glutAmico.
E evidente que esta digestio ndo prosseguiu até ficar completa, na medida em que foi isolado
um fragmento (1-38) em que os residuos Asp (aminoécidos 15 e 35) ndo foram clivados. Os
espectros de massa dos fragmentos obtidos com Asp-N foram consistentes com as massas
previstas para cada um dos fragmentos individualizados. Ao contrario da clivagem com CNBr,
em que o fragmento do terminal C foi exiguamente reduzido, o fragmento obtido com Asp-N
a partir do aminoéacido 116 até ao terminal C foi bem resolvido a partir de todos os outros

fragmentos obtidos com Asp-N.
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QUADRO 4

RESUMO DA ANALISE DOS FRAGMENTOS DA CLIVAGEM DA PROTEINA BIPrx;

Fraementos obtidos por clivagem com CNBr

MASSA
MAXIMO (PICO)  SEQUENCIA DI medida prevista
I 101-110 C4(101-111)  Néo determinada 1169
1! 57-67 C2 (57-70) Nio determinada 1651
Uil 71-99 C3 (71-100) Nio determinada 3404
v 171-194 C6(171-196)  Nio determinada 2929
v 1-25,112-124  C1(1-56) 6251,51+0,34 6299

C5 (112-170) 6485,84 0,39 6403

Fragmentos proteoliticos obtidos com Asp-N

MASSA
MAXIMO (PICO) SEQUENCIA DL medida prevista
A 1-14 Al(1-14) 1465,5 1464
I 39-56 A3 (39-56) 2145,2 2145
I 15-38 A2 (15-38) 2723,6 2724
m 57-76 A4 (57-104) 54425 5442
v 1-38 Al A2 (1-38) 4171,4 4172
VI 116-134 A6a (116-193) 8800,3 8800
vil 116-128 A6b (116-195) 8997,1 8996

Exemplo 23
EFEITOS BACTERICIDAS DOS FRAGMENTOS PROTEOLITICOS BIP

Efectuou-se uma pesquisa dos fragmentos proteoliticos BIP, obtidos em conformidade
com o exemplo 22, para se pesquisar os scus efeitos bactericidas sobre a bactéria da estirpe J5

mutante irregular de E. coli num ensaio de difusdo radial, essencialmente em conformidade



com os procedimentos do exemplo 16. Nao foi demonstrada a existéncia de nenhuma actividade
bactericida para os fragmentos de proteina BIPry gerados por digestio com CNBr ou com
Asp-N, quando testados até ao valor de 25 pmol/cavidade. Nesta experiéncia, a actividade
bactericida mensuravel detectada foi muito pequena, da ordem de 0,75 pmol de proteina BIPry
por cavidade. A proteina BIPry; reduzida e alquilada (at€¢ 100 pmol/cavidade) também néo revelou
ser bactericida, ao passo que a proteina BIPry; alquilada conservou a actividade bactericida

equivalente a da proteina BIPr.

Exemplo 24

LIGACAO DA HEPARINA PELOS FRAGMENTOS PROTEOLITICOS BIP

Nesta experiéncia foram utilizados fragmentos proteoliticos de proteina BIPry; ¢ BIP,
produzidos em conformidade com o exemplo 22, em ensaios de ligagio da heparina, essen-
cialmente em conformidade com os procedimentos do exemplo 1.

Avaliou-se a ligagdo & heparina, por parte dos fragmentos obtidos com CNBi,
utilizando 100 pmol de cada fragmento por cavidade com uma concentragdo saturante de ’H-
-heparina (20 pg/mL). Os resultados obtidos estdo ilustrados no quadro 5 (médias obtidas
com cavidades em duplicado + a variago entre os dois valores) e indicam que os fragmentos
obtidos com CNBr, que contém os aminoacidos 71-100 (C3) e 1-56 € 112-170 (C1,5), se ligam &
heparina com uma intensidade idéntica. O fragmento dos aminoacidos 171-193, obtido com
CNBr, também se liga mais a heparina do que uma proteina de contraprova, a taumatina, ou
uma proteina ou um fragmento de carga e peso molecular idénticos se liga a proteina BIPr,;.

Também se demonstrou que os fragmentos obtidos com a Asp-N possuem miltiplas

regides de ligagdo a heparina na proteina BIPr. Conforme se observa no quadro 5, o fragmento
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de aminoacidos 57-104, obtido com Asp-N, ligou-se & quantidade mais elevada de heparina,
sendo seguido pelos fragmentos de aminoacidos 1-38 ¢ 116-193. Estes dados, em
combinagdo com os dados respeitantes ao fragmento obtido com CNBr, indicam que ha pelo
menos rés regides independentes de ligagdo a heparina na proteina BIPrz, estando a capacidade

mais elevada situada entre os residuos 71-100.

QUADRO 5

Ligag#io 4 heparina por parte dos fragmentos de proteina BIPry;

Fragmentos Regido Ligagdo de 3H-heparina (c.p.m.)
Digestido com CNBr
C1,C5 1-56, 112-170 82918 +4 462
C2 57-70 6262 +182
C3 71-100 81655+3 163
C4 101-111 4686+4
Cé6 171-196 26 204 + 844

Digestio com Asp-N

Al 1-38 17 002 +479
A2 15-38 3042 162
A3 39-56 8664 +128
A4 57-104 33159+£1095
Ab6a 116-193 13419 £309
BIPrys 1-193 5122211808
Taumatina 7432183

Tampéo de lavagem 6366+ 46



Exemplo 25

EFEITO DOS FRAGMENTOS PROTEOLITICOS BIP NUM ENSAIO COM LAL

Foram utilizados fragmentos proteoliticos BIP, produzidos em conformidade com o
exemplo 22, num ensaio de nibigdo do LAL, essencialmente conforme descrito no exemplo 15,
estando os resultados obtidos ilustrados na figura 22 em yue: 0 tridngulo a cheio reprcsenta a
proteina BIPry; o circulo em branco representa o fragmento A3 obtido com Asp-N; o circulo
a cheio representa o fragmento A2 obtido com Asp-N; o quadrado em branco representa o
fragmento A3 obtido com Asp-N; o quadrado a cheio representa o fragmento A1A2 obtido
com Asp-N; o tridngulo em branco representa 0 fragmento AGb obtido com Asp-N; o tridngulo
pequeno em branco representa o fragmento C3 obtido com CNBr; € o quadrado pequeno a
cheio representa o fragmento C1/C5 obtido com CNBir.

As fracgdes obtidas por digestio com CNBr, que contém os fragmentos de aminoacidos
1-56 ¢ 112-170, inibiram a reacgdo do LAL induzida com os LPS, segundo um valor Clso
aproximadamente igual a 100 nM. O valor Clso ¢ aproximadamente 10 vezes superior ao valor
Cl,, observado com a proteina BIPrz; (9 nM) no mesmo ensaio. Os outros fragmentos obtidos
por digestdo com CNBr foram néo inibitorios.

Foi observado um resultado ligeiramente diferente com os fragmentos gerados na
digestdo com Asp-N, em que se concluiu que os fragmentos eram inibitorios num ensaio com
LAL. O fragmento correspondente aos aminoacidos 116-193 revelou uma actividade inibitoria de
LAL semelhante a da proteina BIPry; intacta, com inibigdo completa da reacgdo de LAL induzida
pelos LPS, para uma concentragao 15 nM. Os fragmentos correspondentes aos aminoacidos
57.104 e 1-38 também foram inibitorios num ensaio de LAL, mas foram necessarias

quantidadcs 10 vezes superires. Estes resultados, em combinagio com os resultados da digestio



com CNBr, indicam que ha pelo menos trés regides da molécula BIPry; que tém capacidade
para neutralizar a activagiio da reacgfio de ILAL com os LPS, presumindo-se que a regido mais
potente esteja no interior do fragmento dos aminoacidos 116-193.

Em estudos congéneres sobre os fragmentos proteoliticos do exemplo 22, envolvendo
pfotocolos de EISLE, utilizando um anticorpo anti-BIPry policlonal de coclho, capaz de
bloquear as propriedades bactericidas da molécula BIPry € de inibi¢o do LAL, e utilizando
também dois anticorpos monoclonais diferentes anti-BIPrx; de murganho, ndo bloqueantes,
concluiu-se que o anticorpo policlonal era imunorreactivo com 0s fragmentos de aminoacidos
116-193 e 57-104 obtidos por digestio com Asp-N e também com os fragmentos de aminoacidos
1-56 e 112-170 obtidos por digestdo com CNBr, ao passo que os anticorpos monoclonais dos
murinos reagiram apenas com um fragmento obtido com Asp-N, representando os residuos 1-
-14 da molécula BIPry.

Acima de tudo, os resultados indicam que a proteina BIPry contem trés dominios
funcionais que contribuem para a actividade biolgica total da molécula. Presume-se que o
primeiro dominio aparega na sequéncia de aminoacidos 17-45 e que seja destruido pela clivagem
com Asp-N no residuo 36. Este dominio ¢ moderadamente activo tanto no ensaio de inibigao
da actividade de LAL induzida pelos LPS como no ensaio de ligagdo 4 heparina. Presume-se
que o segundo dominio activo seja a regido dos aminoacidos 56-99 e que a sua inibigdo da
actividade de LAL induzida pelos LPS ¢ diminuida por clivagem com CNBr no residuo 70.
Este dominio também revela a mais elevada capacidade de ligagdo a beparina e contém o
péptido bactericida de residuos 85-99. O terceiro dominio activo, entre 0os aminoacidos 142-
-169, & activo para inibir a estimulagdo dos LAL induzida pelos LPS e revela a mais baixa

capacidadc de ligagio 4 heparina observada nas trés regides.



Ha outras proteinas bactericidas, por exemplo, as cecropinas e as magaininas, que sio
caracterizadas por uma regido continua, anfipatica em hélice o, regidio essa que € necessaria para
que haja actividade. Foi observado um elevado grau de afinidade entre o motivo hidrofobico
catiénico das moléculas bactericidas de ligagdo aos LPS e as sequéncias de consenso das
proteinas de ligagdo a heparina. Ha uma correlagao excelente entre 0s péptidos BIPry sintéticos
que se ligam a heparina e aqueles que inibem a reacgéio dos LAL induzida pelos LPS (r = 0,75,
p = 0,0001, n = 47) (figuras 14 a 16). Estes dados sugerem que 0s LPS e a heparina podem
apresentar, as proteinas com que interactuam, distribui¢des de carga semelhantes. Em
consequéncia, outras proteinas, que se ligam avidamente aos LPS, também podem ligar-se
fortemente a heparina.

Ha intmeras modificagdes e variantes na pratica da invengdo que se presume que possam
ocorrer a0s especialistas na matéria, tendo em consideragio as suas variantes presentemente
preferidas. Em consequéncia, as unicas limitagSes a observar no ambito da presente invengdo

sdo as que constam das reivindicag3es anexas.
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Gi Thr Ah Va Thr Ala Ala Va A Po Ghi Va Va Va Ag Ik
-5 1 5

TOC CAG AAG GGC CIG GAC TAC C AGC CAG CAG GG AXG GC Cr CIG 198
Se Gin Lis Gi Lew Ap Tr Ala Se Gnh Gn Gi Thr Aa Ala Len

10 15 20 25
CAG AAG GAG CIG AAG AGG ATC AAG ATT (CT GAC TAC TCA GAC AGC TIT 246
Gn Ls Gu L Ls Ag I Ls Ie Po Asp Tr Ser Asp S Phe

30 35 40
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GC GGG CIT GIA TAC CAA GAG T GGG GIC TIG AAG ATG AXC CIT AGA

Aa Gi Lew Vad Tr Gn Gu Aa Gi Vd Lew Ls Mee Thr Len Arg
270 275 280

GAT GAC ATG AIT CCA AAG GAG TOC AAA TIT (GA CIG ACA ACC AAG TIC

Ap Ap Met Te Po Ls G Ser Ls Phe Ag Le Th Thr Ls Phe

285 290 295
TIT GGA AXC TIC CIA (CT GAG GIG GOC AAG AAG TIT OOC AAC ATG AAG
Phe Gi Thr Phe Lew Pro Gu Val Al Lis Ls Phe Po Asm Met Ls
300 305 310
ATA CAG AIC CAT GIC TCA GC TC AC G (A CAC CIG TCT GIG CAG
¢ Gn I Hs Va Ser Aa Ser Thr Po Pro His Leu Ser Val Gh
315 320 325

aOC AMC G CT AC TIC TAC OCT (C GIG GAT GIC CAG GOC TIT G&C

Po Thr Gi Ieu Thr Phe Trr Pro Ala Va Asp Va Gn Al Phe Al

330 335 340 345

GIC CIC OQC A TC TC CIG CT TWC CIC TIC CIG AIT GGC ATG CAC

Va Lew Poo Asn Ser Ser Lew Al Ser Leu Phe Lew Ie Gi Met Hs
350 355 360

ACA AT GGI TOC ATG GAG GIC AGC GIC GAG TOC AAC AGG CIT GIT GG
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GC OC TIC G GIT GAA TIG CIG CAG GAT ATC ATG AAC TAC AIT GIA
Gi Po Phe Po Vi Gu Lem Lei Gn Asp le Met Asn Tr He Vi
395 400 405

QC AIT CIT GIG CIG OC AGG GIT AAC GAG AAA CTA CAG AAA GC TIC

Po IDe Leu Va Lm Po Ag Vad Am Gu Ls Le G Ls Gi Phe

410 415 420 425

T CIC QG AG 0G GIC AGA GIC CAG CIC TAC AAC GIA GIG CIT CAG

Po Les Po Thr Po Aa Ag Vad Gnh Lew Tr Asa Va Va Lew Gh
430 435 440

CT CAC CAG AAC TIC CIG CIG TIC GGI GCA GAC GIT GIC TAT AAA

Po Hs Gn Asn Phe Leu Leu Phe Gi Ala Ap Va Vva Tr Ls

45 450 455

TGAAGGCACC AGGGGTGCCG GGGGCTGTCA GCCGCACCTG TTCCTGATGG GCTGTGGGGC
ACCGGCTGCC TTTCCCCAGG GAATCCTCTC CAGATCTTAA CCAAGAGCCC CTTGCAAACT
TCTTCGACTC AGATTCAGAA ATGATCTAAA CACGAGGAAA CATTATTCAT TGGAAAAGTG
CATGGTGTGT ATTTTAGGGA TTATGAGCTT CTTTCAAGGG CTAAGGCTGC AGAGATATTT
CCTCCAGGAA TCGTGTTTCA ATTGTAACCA AGAAATTTCC ATTTGTGCTT CATGAAAAAA
AACTTCTGGT TITTTTCATG TG
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(2) INFORMACAO PARA A SEQUENCIA ID NO:2:
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(ii) TIPO DE MOLECULA: proteina

(xi) DESCRICAO DA SEQUENCIA:

Ag Gu A Met Al Ag Gi

-30
Leu

Pro

Gin

Pro

35
Tir

&

2

o
-
W

=

&

3

=

Met

€ § 88

180

Val

Val

Gh

Tir

€ & & aF

&

Leu

Val

Tir

70

150

Val

Val
-10

Va

Ala

3
S 8% & Z
E £ & Wk

SECE
S

g

58 & &

&

25
Al

Te

.
55

5 F B E F 8K

185

SEQ ID NO:2:

Po Cs As

Gl

Ser
10

E 3
S

Thr

Al
5

Lis

FoE
)

B 3§

B

& B ¥ 5% @ &

2 &

&

5

Va

190

@ & 58 B &

B
g

= 8F 7

=
it

Cis
175

Tip

Tir

£ & 8F

2 b

Val

Va

%

g & af



Val
210

5 F B ¥F & §&

S,

g
)

g & £ & 3k
B 2 & B B

450

Lisboa, 14 de Setembro de 2001
O Agaste Oficial da Proprigdade Industrial

A e

Val
195

Val

Val
275

9%
wn
wn

B 8
h

Met

7

3

B& & BE

s 8F F &
)

B ¥ F 8% F

T

245
Tir

B

3

g
&

g S8

Z & 8%

g g

(8
[iry
(el

g 8F

Va

va

&

o e
b
W

g # & 3 @

N
wh

9

& £ Z

8

Tir

Lis

Va

Tir
455

F8F & B & F BE

F & RF ¥ F B K

3

F B F
5

«

=3

=

Bg &
Z FRBEF @
& 5§ & 8F

2
3
£

Met

F & FBF F @
5

a
5

300

&
o8
&

W

45

g
1
F B 8% & §F % §FBF

5 e 7

e g #

§ & # & ¥
Q

=
1
&

g § & F &F
s

8
v

B
juary
<

)
=

g
s 7

Kua do Salitre, 193, v/c-Drt.
1269-003 LISBOA

Asn T
Vad Gin
Pro Phe
Va Tir
255
Tr Gh
270
Po Lis
Leu Pro
Va  Ser
Thr Phe
335
Ser  Ser
350
Met Gh
Ap Arg
Vval Gu
Lau Pro
415
Po Al
430
Phe Leu
e

@
B

E B B B FE¥F 7

B £ B §F %

=

S

B & & 8F &

5 BE

£ &

s

g‘w
(=]
(2]

S

58



Reivindicagdes

Utilizagsio de um produto de proteina bactericida indutora da permeabilidade (BIP) para
a preparagdo de um medicamento de ligagdo a heparina para se ligar  heparina terapeu-

ticamente administrada a um paciente.

Utilizagdo de um produto de proteina bactericida indutora da permeabilidade (BIP) para
a preparagio de um medicamento de ligagdo 3 heparina para neutralizar o efeito anti-

coagulante da heparina.

Utilizagdo de um produto de proteina bactericida indutora da permeabilidade (BIP) para

a preparagio de um medicamento de ligagdo a heparina para inibir a angiogénese.

Utilizagdo de um produto de proteina bactericida indutora da permeabilidade (BIP) para
a preparagdo de um medicamento de ligagio a heparina para inibir a angiogénese associada

a retinopatia ocular.

Utilizag&io de um produto de proteina bactericida indutora da permeabilidade (BIP) para
a preparagdo de um medicamento de ligagéo a heparina para inibir a proliferagdo das

células endoteliais.

Utilizagdo de um produto de proteina bactericida indutora da permeabilidade (BIP) para
a preparagdo de um medicamento de ligagdo a heparina para tratar a endometriose mediante

a inibigdo da proliferagdo das células endoteliais.



10.

11.

12.

13.

L
e
&5

Utilizagdo de um produto de proteina bactericida indutora da permeabilidade (BIP) para
a proparagéo de um medicamento de ligagdio & heparina para inibir a proliferacio de céhulas

de tumores malignos.

Utilizagdo de acordo com a reivindicagdo 7, em que o tumor maligno € o sarcoma de

Kaposi.

Utilizagdo de um produto de proteina bactericida indutora da permeabilidade (BIP) para
a preparagio de um medicamento de ligagdo a heparina para tratar uma doenga inflamatoria

cronica.

Utilizagdo de acordo com a reivindicagdo 9, em que a doenga inflamatoria crénica € a

artrite.

Utilizagdo de acordo com a reivindicagéo 10, em que a doenga inflamatéria artritica € a

artrite reumatoide.

Utilizagéo de acordo com a reivindicagdo 10, em que a doenga inflamatoria artritica € a

artrite reactiva.

Utilizagdo de acordo com uma qualquer das reivindicagdes anteriores, em que o produto

proteinico é um fragmento biologicamente activo da proteina bactericida indutora da

permeabilidade (BIP).

\cﬁ.ms%



14. Utilizagdo de acordo com uma qualquer das reivindicages 1 a 12, em que o produto
proteinico é um analogo biologicamente activo da proteina bactericida indutora da

permeabilidade (BIP).

15. Utilizagdo de acordo com a reivindicagdo 14, em que o analogo da proteina bactericida
indutora da permeabilidade (BIP) é um fragmento de proteina bactericida indutora da
permeabilidade (BIP) em que um residuo cisteina na posigdo 132 ¢ substituido por um

aminoacido diferente.

16. Meétodo realizado in vitro para neutralizar o efeito anticoagulante da heparina numa
amostra de um fluido, o qual consiste em fazer contactar a referida amostra com uma
quantidade eficaz de produto de proteina bactericida indutora da permeabilidade (BIP)

de ligagdo a heparina.

Lisboa, 14 de Setembro de 2001

O Agamie Oficial da Propri

edade indusiial

[N

JOSE DE SAMPAIO

A.O.PH.

Rua do Salitre, 195
126%5-00.

Prate




Resumo

“Utilizacbes terapéuticas de produtos de proteina bactericida indutora de

permeabilidade”

A presente invengdo proporciona métodos terapéuticos para o tratamento de estados
patoldgicos, incluindo a neutralizagio da actividade anticoagulante da heparina, a inibigio da
angiogénese, a proliferagdo de células endoteliais e tumorais e o tratamento de doengas
inflamat6rias cronicas, mediante a administragio de produtos de proteina bactericida indutora

de permeabilidade (BIP).

Lisboa, 14 de Setembro de 2001

O Agante Oficial da Prepripdade-industrici. ... }
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JOSE DFE SAMPALO
A.O.P L
Rua do Salitre, 103, r/e-1rt.
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