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RESUMO

"PEPTIDOS MODULADORES DA ACTIVIDADE DO FACTOR DE TRANSCRIGAO

ENGRAILED"

A invengdo diz respeito a péptidos que se podem
fixar sobre o factor de transcrigdo engrailed e que podem

modular a sua actividade.



DESCRIGAO

"PEPTIDOS MODULADORES DA ACTIVIDADE DO FACTOR DE TRANSCRIGAO

ENGRAILED"

A invengdo diz respeito a péptidos capazes de
modificar a actividade dos factores de transcricdo

“Engrailed” .

As proteinas Engrailed sdo factores de
transcrigdo da classe das proteinas como homeodominio. Os
mamiferos possuem dois homdélogos de Engrailed : Engrailed-1
e Engrailed-2; estas duas proteinas, que possuem uma
actividade semelhante, serdo colectivamente designadas
doravante neste documento sob a designacdo geral de

Engrailed (EN).

Tanto no recém-nascido como no adulto a EN estéd
expressa nos neurdnios dopaminérgicos (DA) da substéncia
negra (que sofrem degenerescéncia na doenga de Parkinson) e
nos nacleos da rafe e do locus coeruleus que desempenham um
papel importante na regulagdo do humor e na criacdo dos

comportamentos de vicio.

Demonstrou-se (SIMON et al. J Neurosci. 21(9)
3126-34, 2001) que a perda de EN durante o desenvolvimento

se segue com bastante rapidez a degenerescéncia dos



neurdnios dopaminérgicos, e que um dos alvos
transcricionais da EN é a alfa-sinucleina, cuja ligacdo
genética com determinadas formas de tipo familiar da doenca
de Parkinson foi demonstrada (POLYMEROPOULCS et al.,
Science. 276,2045-7, 1997), e que constituiria um regulador
negativo da transmissdo dopaminérgica (ABELIOVICH et al.,

Neuron, 25, 239-52, 2000).

O conjunto destas observacles sugere fortemente a
implicacgédo da Engrailed nas patologias
neurodegenerescentes, e nomeadamente nas patologias que
afectem os neurdnios dopaminérgicos, tais como a doenca de
Parkinson. A sua expressdo nos neurdnios da rafe e do locus
coeruleus levanta a hipdtese de uma implicag¢do noutras
patologias, tais como as disfun¢gdes do temperamento ou os

vicios.

Aparenta portanto ser especialmente desejavel

dispor de moduladores da actividade da Engrailed.

Os Inventores investigaram se existiriam péptidos
capazes de modular a actividade da Engrailed por fixacdo a
essa proteina. Desta forma identificaram dois péptidos que
se fixam sobre a Engrailed, e podem modular de wmodo

especifico a sua actividade, in vitro, bem como in vivo.

Estes péptidos: SWWETQLIASSG (Péptido 1 SEQ 1ID
N°: 1) e WSWNEEVWFPFT (Péptido 2 ; SEQ ID N°. 2) sé&do

representados na figura 1.



Nas células transformadas gque sobre expressam
Engrailed, o péptido 1 tem um efeito activante, enquanto
que o péptido 2 tem um efeito inibidor. Num contexto

fisioldgico, ambos os péptidos tém efeito activante.

Para além disto, os Inventores constataram gque
estes péptidos conferiam propriedades de activagdo da
transcrigdo ao homeodominio da Engrailed, que, por si

proéprio, ndo possui propriedades desse tipo.

A invengdo presente tem como objecto um péptido
capaz de se fixar ao factor de transcricdo Engrailed, e de

regular a actividade do dito factor de transcricdo.

De acordo com um modo de realizacdo preferido da
invengdo presente, o péptido referido & escolhido entre os

péptidos com a sequéncia SWWETQLIASSG e a WSWNEEVWFPFT.

A invengdo presente tem igualmente como objecto a
utilizagdo de um péptido para regular a actividade do

factor de transcrigdo Engrailed numa célula viva.

Para a operacionalidade da invencgdo presente, o
péptido referido pode ser introduzido na célula de diversos

modos diferentes.

Ele pode vantajosamente ser associado a um

péptido que contenha um dominio transdutor.



Designa-se pela expressdo “dominio transdutor”
uma sequéncia peptidica capaz de penetrar no interior de
uma célula viva, independentemente da presenca de
transportadores ou de receptores especificos, e capaz de

importar para a célula referida moléculas ou complexos

moleculares de natureza variada (dcidos nucleicos,
proteinas, péptidos/acidos nucleicos, analogos de
nucledtidos, liposomas), habitualmente designados sob a

termo geral de “cargas”.

Sdo conhecidos por eles ©préprios, péptidos
transdutores de diferentes tipos. Pode encontrar-se uma
revisdo, por exemplo em LIDGREN et al., TiPS, 21, 99-102,
(2000) ; SCHWARZE e DOWDY, TiPS, 21,45-48, (2000); SCHWARZE
et al. Trends Cell. Biol., 10, 290-295, (2000); PROCHIANTZ
Current Opinion in Cell Biology, 12, 400-406, (2000); Cell-
Penetrating Peptides. Processes and applications. Ed. Ulo

Langel. CRC Press (2002).

De acordo com um modo preferido de desempenho da
inveng¢do presente, pode associar-se um péptido regulador
consoante a invengdo, a um péptido contendo um dominio
transdutor, do tipo penetratina, derivado da terceira
hélice de um homeodominio; S3o descritos alguns péptidos da
familia das penetratinas, por exemplo nas publicag¢des de
JOLIOT et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88, 1864-1868,
(1991); DEROSSI et al. J. Biol. Chem., 269, 14, 10444-

10450, (1994); BRUGIDOU et al. Biophys. Biochem. Res.Com.,



214, 685-693, (1995), bem como na Patente US 5.888.762, na
Patente US 6.080.724, ou no Pedido PCT WO 00/01.417 ou no

Pedido PCT WO 00/29.427.

A invencdo presente tem igualmente como objecto
uma composigdo contendo um péptido regulador de acordo com
a 1invengdo, associado a um péptido contendo um dominio
transdutor, de preferéncia um dominio transdutor do tipo

penetratina.

De acordo com um modo de realizagdo preferido de
uma composigdo de acordo com a invengdo, o péptido
regulador de acordo com a invengdo estd associado &
Engrailed, ou a um fragmento de Engrailed que inclua pelo

menos o seu homeodominio.

A associagdo entre estes péptidos pode efectuar-
se por 1ligagdo covalente, tal como descrito nos dominios
mencionados adiante, ou também por ligagdo ndo covalente,

tal como descrito no Pedido FR 03/00093.

A invengdo presente engloba também todos os
polipéptidos quiméricos que incluam um péptido de acordo
com a inveng¢do, fundido a um péptido heterdlogo. De acordo
com um moo de realizag¢do particular da invencao presente, o
péptido heterdlogo referido inclui pelo menos um dominio
transdutor, de preferéncia um dominio transdutor do tipo
penetratina. De acordo com um modo de realizagdo preferido

de um polipéptido quimérico de acordo com a invencédo,



trata-se de um factor de transcrigdo quimérico, incluindo
um péptido de acordo com a invengdo fundido a um fragmento

de Engrailed que inclua pelo menos o seu homeodominio.

A inveng¢do presente tem igualmente como objecto

um polinucledtido seleccionado de entre:

- um polinucledtido que codifique para um péptido

regulador de acordo com a invencao;

- um polinucledtido gque <codifica para um

polipéptido quimérico de acordo com a invencgdo.

A invengdo presente engloba igualmente um vector
recombinante que inclui um polinucledétido de acordo com a

invencao.

A invengdo presente engloba também uma composicdo
contendo um polinucledétido que codifica para um péptido
regulador de acordo com a invengdo e para um polinucledtido
que codifique para um péptido heterdlogo, nomeadamente um
péptido contendo um dominio transdutor, de preferéncia um
dominio transdutor do tipo penetratina. Uma composigdo de
acordo com a invengdo pode por exemplo incluir um vector
recombinante incluindo wuma codificando para um péptido
regulador de acordo com a inveng¢do, e uma sequéncia que
codifique para o péptido heterdlogo referido, podendo as
duas sequéncias ser adjacentes ou ndo. Em alternativa, uma

composigdo de acordo com a invengdo pode incluir dois



vectores diferentes, um deles contendo uma sequéncia
codificando para um péptido regulador de acordo com a
invengdo, e a outra contendo uma sequéncia codificando para

o péptido heterdlogo.

Podem ser utilizados vectores que incluam um
polinucledtido de acordo com a invencdo, se tal se
pretender, para introduzir e expressar esse polinucledtido
na célula na qual se pretende regular a expressao da

Engrailed.

Podem empregar-se para este efeito os vectores
habitualmente utilizados para exprimir um gene gue tenha
interesse, em células animais, por exemplo vectores virais.
De forma vantajosa, pode wutilizar-se como vector um
bacteridéfago sobre o gqual esteja absorvido um péptido
transdutor, tal como os que foram descritos no Pedido FR

03/00093.

A invencdo presente tem igualmente como objecto a
utilizacdo de um péptido, de um polinucledtido, ou de uma
composigdo tal como as que se definiram acima, para a
obtencdo de um medicamento, utilizavel nomeadamente no
quadro do tratamento de patologias do sistema nervoso, por
exemplo de patologias neurodegenescentes, tais como a

doenca de Parkinson.

A inven¢do presente serd mails bem compreendida

recorrendo ao complemento da especificagdo gque se seguira,



que se refere a exemplos ndo limitativos ilustrando a
obtengdo de péptidos capazes de se fixar sobre a Engrailed,

e de modular a sua actividade.

EXEMPLO 1 : OBTENGAO DE PEPTIDOS CAPAZES DE

MODULAR A ACTIVIDADE DA ENGRAILED

1) Sistema de teste da actividade da Engrailed

Avalia-se a actividade transcricional da
Engrailed tal como foi descrito por MONTESINOS et al. (J.
Neurosci., 21, 3350-9, 2001), pela medigdo da expressdo do
gene de reporte da luciferase colocado no plasmideo pMAP-
luc sob o controlo de um promotor alvo da Engrailed, o

promotor MAPIB (proteina 1B associada a microttbulos) .

Colocam-se em cultura células da linhagem
neuroepitelial CHP 100 (SCHLESINGER et al., Cancer Res. 36,
3904-3100, 1976), em meio RPMI 1640 (Life Technologies,
Gaithersburg, MD) com adigdo de glucose 16 mM, soro fetal
bovino a 15%, 50/mL de ©penicilina e 5 pug/mL de
estreptomicina, e co-transfectadas por electroporagdo com

PMAP-luc e com um dos vectores seguintes:

pCL9mMEn2 (MAINGUY et al., Nat Biotechnol. 18:
746-749, 2000), gque contém a sequéncia que
codifica para a proteina Engrailed-2 de frango

inteira, sob controlo do promotor CMV ;



pCLO9mMEn2AHl1 (JOLIOT et al., Curr Biol. 8 : 856-
863, 1998), que contém a sequéncia de codificacdo
para a proteina Engrailed-2 de frango, na qual
foram retirados os aminodcidos 36 a 46 do
homeodominio (sequéncia que permite a liga¢do ao

ADN), sob o controlo do promotor CMV;

pPCLO9mMHDENn2C, que contém a sequéncia que codifica
para a proteina Engrailed-2 de frango, & qual
foram retirados aminocacidos 10 & 185, sob o

controlo do promotor CMV;

A electroporagdo é efectuada com 10 pg de ADN
plasmidico no maximo (2 ung de plasmideo de reporte pMAP-luc
+ quantidades varidveis de vector de expressdo de En2) de
para 8x10° células em 350 pL de meio, a 1050 pF e 260 mV.
Adiciona-se em seguida 400 pL de meio e deixa-se repousar
durante 10 min. Colocam-se entdo as células em cultura,

apds uma lavagem, em duas caixas (com didmetro de 3,5 cm).

Doseia-se a actividade da 1luciferase 24 horas
depois da transfecgdo. Lavam-se as células com PBS.
Adiciona-se as células tampdo de lise (Tris/H;PO, pH 7,8 20
mM, MgCl, 10 mM, glicerol a 15%, EDTA 1 mM, Triton-X 100 a

1

o\°

, ATP 1,25 mM, 1luciferina a 10 ug/mL). Depois da
incubag¢do durante 30 min a 4°C, leva-se a cabo a medicdo da
actividade da luciferase por luminometria (lumindmetro

Lumat LB 9501 Berthold).



Os resultados estdo ilustrados nas figuras 2A e

2B.

A Figura 2A mostra que a proteina Engrailed-2
(En2) é capaz de activar a expressdo do promotor MAPIB de
um modo dependente da dose. A Figura 2B mostra que essa
activagdo necessita de wuma 1ligagdo do homeodominio ao
promotor. Este ndo & com efeito activado pela proteina

recombinante EN2AH1.

O promotor MAPIB também €& activado por uma outra

proteina com homeodominio, a HOXAS.

2) Selecgdo de péptidos capazes de se fixarem a

Engrailed.

Pesquisaram-se péptidos que se ligam
especificamente a Engrailed por despiste wutilizando um
banco de fagos (PhD-12, New England Biolabs) expressando na

sua superficie péptidos aleatdrios com 12 aminodcidos.

Obtiveram-se dessa forma diversos  péptidos

capazes de se fixarem sobre a Engrailed.

Os dois péptidos mails vrepresentados sd3o o
SWWETQLIASSG (Pepl; SEQ ID N°: 1) e WSWNEEVWFPFT (Pep2; SEQ
ID N°: 2). Escolheram-se estes péptidos para testar o seu
efeito sobre a actividade transcricional da Engrailed.

Ilustram-se as sequéncias desses péptidos pela figura 1.



As sequéncias que codificam para Pepl ou para
Pep2 foram colocadas no vector pCS2+ (TURNER e WEINTRAUB,
Genes and Development. 8: 1311-1323, 1994), para se obterem

respectivamente os vectores de expressdo pCS2-pepl e pCS2-

pep2.

3) Teste do efeito dos péptidos seleccionados

sobre a actividade da Engrailed nas células CHP100.

As células CHP100 s&o co-transfectadas por
electroporagao, tal como descrito adiante neste documento,
com pMAP-luc (2 pg), com pCL9MEn2 ou com pCLY9MHDEn2C (4 ug)
e com 4 ng de pCS2-pepl ou de pCS2-pep2.

A Figura 3A mostra que quando o péptido 1 é
introduzido nas células ao mesmo tempo que a Engrailed
(pepl+En2), a activagdo do MAPIB é aumentada em cerca de
50%. O péptido por si sé ndo tem ac¢do sobre esse promotor
(pepl) . O promotor MAPIB ndo & activo por si prdprio nesse

tipo celular (maplb).

A Figura 3B mostra que o péptido HDEn2C
(constituido principalmente pelo homeodominio da Engrailed)
nao activa sendo fracamente o promotor MAPIB (HDEn2C), e
que essa activagdo é fortemente aumentada pelo péptido 1

(HDEn2C+pepl) .

A Figura 4A mostra que o péptido 2, que ndo tem



efeito por ele préprio sobre MAPIB (pep2), é inibidor da
activagdo de MAPIB pela Engrailed (pep2+En2), e pelo
contradrio, aumenta a activa¢do da MAPIB pelo péptido HDEn2C

(HDEn2C+pep2) .

A Figura 4B mostra que um péptido de controlo
(a0TX2) da sequéncia KVWDIRYTTPHA (SEQ ID N°: 3) e que se
fixa especificamente & homeoproteina OTX2 ndo modifica a

activagdo de MAP1B pela Engrailed (aOTX2+En2).

O efeito do péptido aOTX2 e o da Engrailed sé&o

puramente aditivos.

4) Teste do efeito dos péptidos seleccionados

sobre a actividade da Engrailed nas culturas primdrias de

neurdénios do mesencéfalo.

Com a finalidade de verificar a funcionalidade
dos péptidos 1 e 2 num contexto celular fisioldgico, o
efeito desses péptidos foi testado nas culturas primdrias

de neurdnios do mesencéfalo de embrido de murganho.

Incubam-se fragmentos do mesencéfalo de murganho
(do dia embrionario 13,5) durante 5 min. a 24°C em
tripsina-EDTA, e depois lavam-se com um tampdo fosfato de
PH 7,5 ao qual se adicionou glucose 33 mM, (PBS) e 10 % de
soro fetal bovino, e em seguida incubam-se durante 10 min.

a 37°C em Dnasel (Sigma, Saint Louis, MO) a 30 uM/mL.

Dissociam-se as células mecanicamente, lavam-se por trés



vezes com o© PBS, e colocam-gse em cultura, &a densidade
celular de 200.000 células/cm’, em pogos anteriormente
saturados com D,L-poliornitina (a 1,5 pg/mL) e com laminina
(a 5 pg/mL). O meio de cultura (MMS) é constituido por
DMEM/F12 (a 1/1, Life Technologies, Cergy, France), 33 mM
em glucose, 2 mM em glutamina, 10 mM em HEPES, pH 7,4, 9 mM
em NaHCO;, contendo 5 U/mL de penicilina e 5 upg/mL de
estreptomicina. Adicionam-se ao MSS 0,1 % de ovalbumina, 25
pg/mL de insulina, 100 pg/mL de transferrina, torna-se 20
nM em progesterona, 60 puM em putrescina e 30 nM em selénio

(M20V) .

No dia seguinte ao da colocag¢do em cultura, o
meio & substituido, em cada pog¢o, por 600 uL de MSS, sem
penicilina nem estreptomicina. Adiciona-se a cada pogo 100
uL da mistura de transfecgdo que inclui pMAP-luc (0,5 ug) e
0,5 ng de pCS2-pepl ou de pCS2-pep2, bem como 1 mg/ml de
LIPOFECTAMINE 2000 (Invitrogen), em meio OPTI-MEM (gbp 100
puL) , previamente misturados durante 20 min a 24°C. Incubam-
se entdo as células durante 2 horas e meia a 37°C. Em

seguida o meio & substituido por M20V.

Ilustram-se os resultados na Figura 5.

P

Estes resultados mostram que o promotor MAPIB é

activado nesses neurdnios (maplb), e que essa activagdo &
aumentada pelo péptido 1 (maplb+pepl), bem como pelo
péptido 2 (maplb+pep2), aparecendo o efeito activante do

péptido 2, neste contexto, como sendo mais importante do



que o do péptido 1.

EXEMPLO 2: EFEITO DOS PEPTIDOS PEP-1 e PEP-2 IN

VIVO.

O efeito de pepl ou de pep2 sobre a actividade
transcricional da Engrailed foi avaliado através da medicdo
da expressdo do gene de reporte da [-galactosidase colocado
no plasmideo pMAP-lacZ (descrito por MONTESINOS et al.,
2001, citado acima) sob o controle do promotor MAPIB no

tubo neural de embrides de frango no estado HH8-HH1O0.

Os vectores pCS2-pepl ou pCS2-pep2, bem como o
vector pMAP-lacZ (cada um dos vectores é utilizado a uma
concentragdo de 1 pg/uL) foram introduzidos no tubo neural
de embrides de frango no estado HH8-HH10 por
electroporagdo, de acordo com o protocolo de MURAMATSU et
al. (1997), com um electroporador BTX, ECM 830 (4 pulsos de
25 V e 50 mseg.) (Genetronics, San Diego, CA). Injectaram-
se os vectores no tubo neural por intermédio de uma
micropipeta. Passadas 24 h de incubacdo a 37°C, fixaram-se
os embrides e revelou-se a actividade de pB-galactosidase,
tal como foi descrito por HOGAN et al., (Manipulating the
mouse embryo. A laboratory manual. Cold Spring Harbor, NY:

Cold Spring Harbor Laboratory, 1994).

Os resultados estdo ilustrados na Figura 6 (A-C):

A figura 6A (pMap-LacZ) mostra gue o promotor



MAPIB & activado in vivo na regido mensencefdlica
correspondente a expressdo normal da Engrailed. Essa
expressdao estd confinada as regides ventrais que sd3o as
Gnicas acessiveis aos plasmideos pela técnica de

electroporagdo no tubo nervoso.

A figura 6B (pMap-LacZ + pCS2-Pepl) mostra que
essa activagdo €& aumentada pelo péptido 1. A marcacdo

parece também ser mais extensa.

A Figura 6C (pMap-LacZ + pCS2-Pep2) mostra que o

péptido 2 aumenta também a actividade de MAPIB.
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REIVINDICAGOES

1. Péptido capaz de se fixar ao factor de

transcrigdo Engrailed, seleccionado de entre:

- o péptido com a sequéncia SWWETQLIASSG;

- o0 péptido com a sequéncia WSWNEEVWFPFT.

2. Composicdo contendo um péptido de acordo com
a reivindicacdo 1, associado a um péptido que inclua um

dominio transdutor.

3. Composicdao de acordo com a reivindicacgdo 2,
caracterizada por o péptido transdutor referido ser uma

penetratina.

4. Composigdo de acordo com a reivindicagdo 3,
caracterizada pelo péptido transdutor referido ser a
proteina Engrailed, ou um fragmento dessa proteina que

contenha pelo menos o seu homeodominio.
5. Composigdo de acordo com gqualquer uma das
reivindica¢des 2 a 4, caracterizada pelo facto de ela ser

constituida por um polipéptido quimérico.

6. Polinuclebétido seleccionado de entre:



-um polinucledtido codificando para um péptido de

acordo com a reivindicacdo 1;
-um polinucledtido codificando para um
polipéptido quimérico tal como se definiu na

reivindicacdo 5.

7. Utilizagdo de um péptido de acordo com a

reivindicagdo 1, composigdo de acordo com qualquer uma das

reivindicagdes 2 a 5, ou polinucledtido de acordo com a

reivindicag¢do 6, para regular iIin vitro a actividade do

factor de transcrigdo Engrailed numa célula viva.

8. Péptido de acordo com a reivindicacdo 1,

composigdo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 2

a 5, ou polinucledtido de acordo com a reivindicacdo 6,

para utilizagdo como medicamento.

Lisboa,

13 de Dezembro de 2006
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Péptido 1 (pepl)

SWWETQLIASSG

Péptido 2 (pep2)
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Figura 1
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