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“ANTAGONISTAS DE ALTA AFINIDADE DE QUIMIOCINAS ELR-CXC”

Campo da Invengéo

A presente invencao esta relacionada ao campo dos antagonistas do receptor de
quimiocina CXC.

Fundamentos da Invengéo

As quimiocinas CXC que possuem o motivo (ELR) receptor-sinalizador acido gluta-
mico-leucina-arginina (por exemplo, CXCL1/GROa, CXCL8/IL-8; Baggiolini, M. 1998. Nature.
392:565-568) sdo importante para o influxo das células inflamatérias que mediam muitas
das patologias nos multiplos cenérios, incluindo dano por isquemia-reperfusdo (Sekido, N. et
al. 1993. Nature. 365:654-657; Villard, J. et al. 1995. Am. J. Respir. Crit. Care Med. 152:
1549-1554), sindrome de sofrimento respiratério agudo induzido por endotoxemia (ARDS;
Mukaida, N. et al. 1998. Inflamm. Res. 47 suppl. 3):8151-157), artrite, e glomerulonefrite do
tipo imuno complexo (Harada, A. et al. 1996. Inflamm. Res. 2:482-489). Por exemplo, enzi-
mas hidroliticas inapropriadamente liberadas e espécies oxigénio reativas provenientes de
neutrofilos ativadds iniciam e/ou perpetuam os processos patolégicos. Por outro lado, duran-
te a maioria das infecgbes bacterianas essa resposta quimiocina representa uma primeira
linha critica de defesa. Mas ainda aqui, as respostas das quimiocinas ELR* CXC, por meio
de suas capacidades para ativar células inflamatérias que revelam os receptores CXCR1 e
CXCR2, exacerbam a patologia. Por exemplo, durante a sepse de “pungéo cecal e ligadura”,
a neutralizagdo de MIP-2 reduzem a mortalidade em ratos de 85 para 38% (Walley, K. R. et
al. 1997. Infect. Immun. 65:3847-3851). E tratamentos experimentais que eliminam a circu-
lagdo de neutréfilos melhoram a patologia de maneimiose pneuménica (Slocombe, R. et al.
1985. Am. J. Vet. Res. 46:2253), em que a expressdo da CXCL8 nas vias respiratorias influ-
encia de forma variada a quimioatragdo neutrofilica. Caswell, J. L. et al. 1997. Vet. Pathol.
35: 124-131 ; Caswell, J. L. et al. 2001. Canad. J. Vet. Res. 65:229-232). A despeito da im-
portancia critica dessas respostas quimiocinas em muitos cendrios, as respostas descontro-
ladas das células inflamatérias sdo suficientemente p'rejudiciais ao ponto de que o desenvol-
vimento de ferramentas terapéuticas com as quais se possa bloquear as quimiocinas ELR*
tem se tornado uma prioridade nas pesquisas (Baggiolini, M., and B. Moser. 1997. J. Exp.
Med. 186: 1189-1191).
' As quimiocinas ELR" quimioatraem e ativam as células inflamatérias por meio de
seus receptores CXCR1 e CXCR2 (Baggiolini, 1998; Ahuja, S. K., and P. M. Murphy. 1996.
J. Biol. Chem. 271 :20545-20550). A maioria dos mamiferos expressam ortélogos (genes em
diferentes espécies que evoluiram a partir de um gene ancestral comum por evolugio gra-
dual) dos receptores CXCR1 e CXCR2 e das quimiocinas ‘ELR’. A similaridade das seqiién-
cias entre esse genes homélogos (geneticamente ou funcionalmente relacionados) ¢ alta;

mais alta ainda quando sdo consideradas substituicbes aminoacidos conservados. Ratos e
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camundongos séo excegdes onde essas espécies ndo possuem genes CXCR1 e o equiva-
lente CXCL8 deles é altamente divergente daquele de outros mamiferos. A Interleucina 8
(CXCLS8) nao é espécie especifica, pelo fato de que a proteina CXCL8 proveniente de uma
espécie pode ser funcional numa outra espécie (Rot, 1991, Cytokine 3: 21-27).

A CXCR1 é especifica para CXCL8 e proteina-2 CXCL6/granulécito quimiotatica
(GCP-2), enquanto que a CXCR2 se liga a CXCL8 com alta afinidade, mas também a prote-
ina-2 macrofago inflamatéria (MIP-2), CXCL1, CXCL5/ENA-78, e CXCL6 com afinidades um
tanto mais baixas (ver, por exemplo, Baggiolini and Moser, 1997). A sinalizagdo de CXCL8
em linhagens de células transfectadas com o CXCR1 ou CXCR2 humano induz respostas
quimiotaticas equipotentes (Wuyts, A. et al. 1998. Eur. J. Biochem. 255:67-73; Richardson,
R. et al. 1998. J. Biol. Chem. 273:23830 - 23836), e embora as alteragdes do neutréfilo cito-
sélico livre de Ca* e a desgranulagdo celular em resposta a CXCL8 sejam também media-
das por ambos os receptores, a explosao respiratéria e a ativagdo da fosfolipase D de acor-
do com o reportado dependem exclusivamente do CXCR1 (Jones, S. A. et al. 1996. Proc.
Natl. Acad. Sci. U.S A. 93:6682-6686.). Por outro lado, foi reportado que um antagonista ndo
peptideo do CXCR2, mas ndo do CXCR1, antagoniza a quimiotaxia neutrofilica mediada por
CXCL8, mas ndo a ativagdo celular (White, J. R. et al. 1998. J. Biol. Chem. 273: 10095-
10098.). Finalmente, existe uma evidéncia abundante de que as quimiocinas sdo muito fre-
quentemente expressas de modo redundante durante as respostas inflamatérias (ver, por
exemplo, Caswell et al., 1997). Porem, a despeito da intensa pesquisa no campo, ndo séo
conhecidos antagonistas da quimiocina CXC na arte ja existente que sejam eficazes em
suprimir a atividade adversa das células inflamatérias induzida por um ou outro receptor de
quimiocina ELR-CXC.

Sumario da Invengio v

As composi¢des da presente invengao incluem novos agonistas e antagonistas do
receptor de quimiocina ELR-CXC que sdo capazes de se ligarem aos receptores de CXCR1
ou CXCR2 em células de mamiferos. Estes incluem agonistas e antagonistas capazes de
ligagbes de alta afinidade, onde “alta afinidade” se refere a afinidade do agonista ou do an-
tagonista quanto ao receptor que seja suficiente tal que ele seja capaz de bloquear agonista
quimiocina em sua forma natural sob concentragdes fisiologicamente relevantes. As novas

proteinas antagonistas também incluem aquelas que sejam substancialmente equivalentes

“(isto &, aquelas que contenham substituigbes, adi¢gdes e deletagdes que ndo deletam as fun-

¢oes ligantes a CXCR1 e CXCR2) a uma proteina CXCL8 naturalmente ocorrente em bovi-
nos e/ou humanos (ilustrado aqui como as sequéncias aminoacidos de SEQ ID NO:1 e SEQ
ID NO:2) e também abrigam residuos aminoacidos amino-terminais modificados juntamente
com substituicbes de Lysl 1 com Arg e Gly31 com Pro (SEQ ID No. 6). Andlogos desse
CXCL83.74K11R/G31P bovinos séo também incluidos, ou seja CXCL83.74K11R/G31P/P32G
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(SEQID No. 7) e

CXCL8(3.74K11R/T12S/H13F/G3IP (SEQ ID No. 8).

Outras composigdes da invengéo sdo os novos polinucleotideos and polipeptideos
relacionados a estas proteinas. Em outras modalidades, sdo providas seqiiéncias de nucleo-
tideos derivadas das sequéncias aminoacidos. Também, a invengao inclui vetores que com-
preendem os novos polinucleotideos, e vetores de expressdo compreendendo os novos po-
linucleotideos operativamente associados com seqiiéncias regulatérias que controlam a ex-
pressao dos polinucleotideos. De modo similar, fusbes de genes que compreendam lidar
com a afinidade e os novos polinucleotideos estao inclusos na invengéao, como s&o os veto-
res resultantes e vetores de expressao contendo tais fusdes de genes.

A invengdo também inclui hospedeiros produzidos por engenharia genética para
conter os novos polinucleotideos bem como hospedeiros produzidos por engenharia genéti-
ca para conter os novos polinucleotideos operativamente associados com seqiiéncias regu-
latérias, isto &, associados com sequéncias regulatérias em um modo tal que as sequéncias
regulatérias controlem a expressao dos novos polinucleotideos.

Também inclusos estdo hospedeiros contendo fusbes de genes, sejam associados
com seqléncias regulatérias em um modo tal que as seqiiéncias regulatérias controlem a
expressédo das fusdes de genes, ou na auséncia de tais seqléncias regulatérias. Estes hos-
pedeiros podem ser virus ou células, onde as ultimas mencionadas incluem, sem limitagéo,
levedura, protozoa, fungos, algas, células de vegetais, e células animais e organismos supe-
riores derivados destes mencionados.

A invengao adicionalmente compreende usos dos novos polipeptidios no tratamento
de patologias mediadas pela quimiocina CXC envolvendo os receptores de CXCR1 ou

CXCR2 em mamiferos. Do mesmo modo, a invengédo inclui métodos de tratar patologias

mediadas pela quimiocina ELR-CXC envolvendo os receptores de CXCR1 ou CXCR2, que

compreende administrar ao mamifero afligido uma quantidade eficaz de um dos novos poli-
peptideos. Composigdes farmacéuticas compreendendo uma quantidade biologicamente
ativa de um dos novos polipeptidios sdo também incluidas na invengao.

Métodos de produzir e de purificar os novos sao também incluidos na invengao.

Em um aspecto da invengéo, é provido um polipeptidio purificado ou isolado possu-
indo ou compreendendo uma seqliéncia aminoacido de: ‘

XELRCXCIRX XSXPFXPKXI XEXXXIXSPP HCXNXEIVK LXXGXEXCLX

PXXXWVQXXV XXFXKXXEXX XX (SEQ ID NO. 3), em que X é qualquer aminoa-
cido.

Em uma outra modalidade da invengéo, € provido um polipeptidio isolado ou purifi-
cado compreendendo uma seqiié€ncia aminoacido de:

XiELRCXCIRX XSXPFXPKXI XEXXXIXSPP HCXNXEHVK LXXGXEXCLX
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PXXXWVQXXV XXFXKXXEXX:X3X,

onde X,, X;, X3 e X4 sdo independentemente residuos de aminoacidos 0 - 10 e X é
qualquer aminoacido.

Em uma outra modalidade da invengéo, € provido um polipeptideo isolado ou purifi-
cado compreendendo uma seqléncia aminoacido de: X{ELRCXsCIRX;O XnS-
XizPFX16PKX1gl X2EX23X24X251X27SPP

HCX33NX35EHVK LX42X43GX45EX47CLXs0 PX52X53X54WVQX58X50V

XeiXe2F X4KXe6Xs VEX50X7O0XT XV, (SEQ ID No. 4 consenso definido) onde

X1 € aminoacidos 0 - 10;

Xs € Q, Eoul;

Xio€éToul;

Xi1éHouY;

Xi3€Touk;

Xis € Hou N;

XwgéFouYoul;

X2 € KouR;

Xosé LouM;

Xs€RouT;

Xas € VouA;

X, € DouE;

XszéVouAouE;

Xss € TousS;

X2 €SouVouToukF;

Xss€DouN;

Xss € Rou AouNouKouD;

Xsz7€LouV,;

Xso0éDouN;

Xs2 € Kou H;

Xszs€ EouQouT,;

Xsq4 € PouNouK;

Xss€ RouKoul;

Xso€Voul;

XeaéLouV,

Xes € SouNouKou G;

X70 € Q ou S ou K ou deletado;

X741 € N ou D ou deletado; e

X72 € P ou A ou S ou deletado.
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De acordo com um outro aspecto da invengéo, é provido um peptideo isolado con-
sistindo essencialmente de uma seqiiéncia aminoacido como apresentado em qualquer um
dos seguintes:

GSTELRCQC IRTHSTPFHPKFIKELRVIESPPHCEN
ElIVKLTDGRELCLDPKENWVQR

VVEKFLKRAENS (bhG31P - SEQ ID No. 10);

KELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRVIE
PPHCANTEIIVKLSDGRELCLDPKENWVQRVV EKFLKRAENS (hG31P (0) - SEQ ID No.
1),

ELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRVIES
PHCANTEIIVKLSDGRELCLDPKENWVQRVVE

KFLKRAENS (hG31P (-1) - SEQ ID No. 12);

GSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRV
ESPPHCANTEIIVKLSDGRELCLDPKENWVQR

VVEKFLKRAENS (hG31P (+2) - SEQ ID No. 13);
GSMGGSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRVIESPPHCANTEIIVKLSDGRELCLDPKEN

WVQRVVEKFLKRAENS (hG31P (+6) - SEQ ID No. 14);

GSTELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRVIESPPHCANTEIIVKLSDGRELCLDPKENWYV
QR

VVEKFLKRAENS (hG31P K3T - SEQ ID No. 15);

GSKELRCQCIRTHSKPFHPKFIKELRVIESPPHCANTEIIVKLSDGRELCLDPKENW
VQR VVEKFLKRAENS (hG31P Y13H - SEQ ID No. 16);

GSKELRCQCIRTYSTPFHPKFIKELRVIESPPHCANTEIIVKLSDGRELCLDPKENWYV
QR

VVEKFLKRAENS (hG31P K15T (0) - SEQ ID No. 17);

GSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRVIESPPHCENTEHNVKLSDGRELCLDPKENWYV
QR

VVEKFLKRAENS (hG31P A35E(0) - SEQ ID No. 18);

GSKELRCQC
IRTYSKPFHPKFIKELRVIESPPHCANSEHNVKLSDGRELCLDPKENWVQR

VVEKFLKRAENS (hG31P T37S (0) - SEQ ID No. 19);

GSKELRCQC
IRTYSKPFHPKFIKELRVIESPPHCANTEIIVKLTDGRELCLDPKENWVQR VVEKFLKRAENS
(hG31P S44T (0) - SEQ ID No. 20);

GSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRVIESPPHCANTEIIVKLSDGDELCLDPKENWV
QR ,

VVEKFLKRAENS (hG31P R47D (0) - SEQ ID No. 21);
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GSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRVIESPPHCANTEIIVKLSDGRELCLDPKEKWV
QR

VVEKFLKRAENS  (hG31P  N56K(0) - SEQ ID No.  22);
GSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRVIESPPHCANTEIIVKLSDGRELCLDPKENWVQK

VVEKFLKRAENS (hG31P R60K (0) - SEQ ID No. 23);

GSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRVIESPPHCANTEIVKLSDGRELCLDPKENWYV
QR

VVEVFLKRAENS (hG31P K64V (0) - SEQ ID No. 24);

GSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRVIESPPHCANTEIIVKLSDGREVCLDPKENW
VQR VVEKFLKRAENS (hG31P L49V - SEQ ID No. 25);

GSKELRCQCIRTHSTPFHPKFIKELRVIESPPHCENSEIIVKLTDGRELCLDPKENWY
QR

VVEKFLKRAENS (bhG31P T3K- SEQ ID No. 26);

GSTELRCQCIRTYSTPFHPKFIKELRVIESPPHCENSEIIVKLTDGRELCLDPKENWV
QR

VVEKFLKRAENS  (bhG31P H13Y - SEQ ID  No.  27);
GSTELRCQCIRTHSKPFHPKFIKELRVIESPPHCENSEIIVKLTDGRELCLDPKENWVQR

VVEKFLKRAENS (bhG31P T15K - SEQ ID No. 28);

GSTELRCQCIRTHSTPFHPKFIKELRVIESPPHCANSEIIVKLTDGRELCLDPKENWYV
QR ,

VVEKFLKRAENS (bhG31P E35A - SEQ ID No. 29);

GSTELRCQCIRTHSTPFHPKFIKELRVIESPPHCENTEIVKLTDGRELCLDPKENWYV
QR VVEKFLKRAENS (bhG31P S37T - SEQ ID No. 30);

GSMGGSTELRCQCIRTHSTPFHPKFIKELRVIESPPHCENSEIIVKLTDGRELCLDPK
EN

WVQRVVEKFLKRAENS (bhG31P (+6) - SEQ ID No. 31);

GSTELRCQCIRTHSTPFHPKFIKELRVIESPPHCENSEINVKLTDGRELCLDPKENWY
QR

VVEKFLKRAENS (bhG31P  (+2) -  SEQ ID  No. 32);

TELRCQCIRTHSTPFHPKFIKELRVIESPPHCENSEIIVKLTDGRELCLDPKENWVQRVV

EKFLKRAENS (bhG31P (+0) - SEQ ID No. 33);
ELRCQCIRTHSTPFHPKFIKELRVIESPPHCENSEIIVKLTDGRELCLDPKENWVQR

KFLKRAENS (bhG31P (-1) - SEQ ID No. 34);

GSMGGSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRVIESGPHCANTEIIVKLSDGRELCLDP
KEN

WVQRVVEKFLKRAENS (hK11R (+6) - SEQ ID No. 35);
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GSMGGSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIK
LRVIESPPHCENTEIVKLSDGRELCLDPKEN

WVQRVVEKFLKRAENS (hK11RG31P A35E(+6) - SEQ [ID No. 36);
GSMGGSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRVIESPPHCANSEIIVKLSDGRELCLDPKEN

WVQRVVEKFLKRAENS (hK11RG31P T37S (+6) - SEQ ID No. 37);

GSMGGSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRVIESPPHCANTEIIVKLTDGRELCLDPK
EN

WVQRVVEKFLKRAENS (hK11RG31P S44T (+6) - SEQ ID No. 38);

GSMGGSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRVIESPPHCANTEIIVKLSDGDELCLDP
KEN WVQRVVEKFLKRAENS (hK11RG31P R47D (+6) - SEQ ID No. 39),

GSMGGSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRVIESPPHCANTEIIVKLSDGREVCLDP
KEN

WVQRVVEKFLKRAENS (hK11RG31P L49V - SEQ ID No. 40);

GSTELRCQCIRTHSTPFHPKFIKELRVIESPPHCENSEHVKLTNGNEVCLNPKEKWV
QK

VVQVFVKRAEKQDP (Bovino 3-74 K11RG31P (+2)- SEQ ID No. 41).

De acordo com um aspecto adicional, € provida uma seqliéncia polinucleotideo iso-
lada compreendendo uma seqiiéncia de nucleotideo que codifica uma seqiiéncia aminoéci-
do de:

X1ELRCXCIRX XSXPFXPKXI| XEXXXIXSPP HCXNXEIVK LXXGXEXCLX

PXXXWVQXXV XXFXKXXEXX:X3X4 onde X, Xz, X3 € X4 sdo independentemente
residuos de aminoacidos 0 - 10 e X € qualquer aminoacido.

De acordo com um aspecto adicional da invengéo, é provida uma seqiiéncia polinu-
cleotideo isolada que codifica uma seqliéncia aminoacido de:

X4ELRCXsCIRX1o  X11SX13PFX16PKX1gl  XolEX23X24X251X27SPP  HCX33NX3sEIIVK
LX42X43GX45EX47CLX50 PX52X53X54WVQX58X50V

Xe1Xe2F X4KXg6X67EXeX70X71X72 (SEQ ID NO. 4)

onde

X1 é aminoacidos 0 - 10;

Xe € Q, Eoul;

XwoéToul;

Xi11éHouY;

X3 € Touk;

Xi6 € Hou N;

XigéFouYoul;

X21 € KouR;

X4€RouT;
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Xos € VouA;

X.7 € DouE;

Xs;3€VouAouE;

Xss € TouS;

Xs2€SouVouTouF;

Xa3 € DouN;

Xass € RouAouNouKouD;

Xs7€LouV;

Xs2 € Kou H;

Xs3é€ EouQouT,;

Xs4 € P ou N ou K;

Xss € RouKoul;

Xez€ KoulouVouA;

Xea € LouV;

Xes € Rou K;

Xs7€AouT; G;

X70 € Q ou S ou K ou deletado;

X71 € N ou D ou deletado; e

X72 € P ou A ou S ou deletado.

De acordo com um aspecto adicional da invengéao, € provido um polinucleotideo iso-
lado consistindo essencialmente de uma seqiiéncia de nucleotideo que codifica uma se-
quéncia aminoacido como apresentada em qualquer uma de SEQ ID No. 10-41.

Em um outro aspecto da invengao, é provida uma célula transgénica compreenden-
do um polinucleotideo como descrito acima. O polinucleotideo pode ser ndo natural.

Em um outro aspecto da invengao, é provido um hospedeiro viral produzido por en-
genharia genética para compreender um polinucleotideo como descrito acima.

Em um aspecto adicional da invengéo, é provido um vetor de expressido que com-
preende o polinucleotideo como descrito acima operativamente ligado a uma seqliéncia re-
gulatéria qUe controla a expresséo do referido polinucleotideo em um hospedeiro adequado.

Em ainda um aspecto adicional da invengéo, € provida uma célula hospedeira que
compreende o vetor de expressdo descrito acima.

Em um outro aspecto da invengao, € provido o uso do peptideo como descrito aci-
ma na fabricagdo de um medicamento para tratar uma patologia mediada pela quimiocina
CXC.

Em um outro aspecto da invengéo, é provido um método de tratar uma patologia
mediada pela quimiocina CXC compreendendo administrar a um individuo com necessidade

de tal tratamento uma quantidade eficaz de um peptideo como descrito acima.
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Breve Descrigao das Figuras

Figura 1. o analogo G31 P de CXCL8;5.74)K11R & um potente inibidor da ligagdo de
CXCLS8 aos neutréfilos do sangue periférico. Neutréfilos do sangue periférico bovino (pureza
87-93%) foram (anel superior) expostos a 4 °C por 2 h a analogos de CXCL8374K11R (10
ng/mL) ou meio (med) sozinho, entdo lavado e similarmente incubados com CXCLS8 biotini-
lados (‘?'°‘CXCL8; 1000 ng/mL ou 129 nM). Esses niveis de CXCL8 aproximados daqueles
encontrados nos tecidos pulmonares de animais com pasteurelose pneuménica (ref. 8, 9).
Os niveis de P®'CXCLS8 ligantes as células foram determinados usando tecnologia ELISA.
Tais substituigbes aminoacidos descritas contidas em CXCL83.74K11R incluiu: G31P; P32G;
T12S/H13P/G31P; and T12S/H13P/G31P/P32G. O analogo G31P, mas ndo o analogo
P32G foi um antagonista altamente eficaz de CXCL8 ligante as células. Com ambos os ana-
logos G31P e P32G, as substituicdes adicionais de T12S e H13F reduziram suas atividades
antagonistas a CXCLS8 (painel inferior). Os neutréfilos foram expostos simultaneamente por
45 minutos a 4 °C a concentragbes variadas de CXCL837,)K11R/G31P ou ndo marcado
CXCL8 e 20 pM '®ICXCL8. Esse nivel de '*°I-CXCLS foi escolhido como préximo da satura-
¢&o quanto aos receptores CXCL8 de alta afinidade das células (dados ndo mostrados). Os
niveis de '®I-CXCL8 associados a célula foram avaliados usando um contador. Os dados
indicam claramente que CXCL8(374K11R/G31P tiveram uma afinidade substancialmente
maior para os neutréfilos que CXCLS.

FIG. 2. CXCL83.74)K11R/G31P ndo é um agonista das respostas da quimioatragdo
neutrofilica ou liberagdes glicuronidase. CXCL8 e os anédlogos G31P, P32G, ou analogos
combinados G31P/P32G de CXCL8(374K11R foram testados quanto as suas atividades a-
gonistas neutrofilicas, utilizando nentréfilos do sangue periférico bovino recém purificados
(painel superior) as respostas quimiotaticas para cada proteina foram testadas em ensaios
de microquimiotaxia por 30 minutos e os resultados expressos como o nimero médio (+/-)
SEM de células/campo microscépico com objetiva 40x, como delineado na segdo métodos.
Ambos os analogos G31P e G31P/P32G apresentaram pouca atividade quimiotéatica dissi-
mulada, enquanto que o analogo P32G estimulou respostas substanciais a 100 ng/mL. (pai-
nel inferior). Os neutréfilos foram expostos a doses variadas de cada analogo por 30 minu-
tos, e em seguida os produtos de secregado foram ensaiados quanto a glicuronidase usando
o substrato quimiogénico p-nitrofenil-D-glicuronida, como apresentado na se¢édo de méto-
dos. Os armazenados celulares totais glicuronidase foram determinados a partir de aliquotas
de células lisadas com Triton-X-100. A liberagdo enzimética com cada tratamento & expres-
sa como o percentual dos armazenados celulares totais. Nenhum dos analogos tiveram
substancial atividade agonista, embora a CXCL8 propriamente ndo induzisse significativa
liberagao enzimatica. O controle positivo do tratamento com phorbol-12,13-miristato acetato

e ionéforo de calcio A23187 induziu liberagéao enzimética de 42 +/- 6%.
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FIG. 3. CXCL8(374K11R-G31P é um altamente eficaz antagonista da quimioatragdo
neutrofilica mediada por quimiocina ELR-CXC. A capacidade de CXCL83.74K11R/G31P pa-
ra bloquear respostas quimiotaticas de neutréfilos bovinos para diversas quimiocinas ELR-
CXC foi medida usando ensaios de microquimiotaxia de 20 minutos, (painel esquerdo). As
células foram simultaneamente expostas a CXCL8 (1 ug/mL) e variadas concentragdes do
analogo. O nimero de células que responderam a CXCL8foi avaliado mediante contagem
direta das membranas do ensaio de quimiotaxia, como na Figura 2. CXCL83 74K11R/G31P
foi um inibidor competitivo altamente eficaz das respostas das células a CXCL8. (painel in-
termediario) curvas dose-resposta para a quimioatragdo de neutréfilos bovinos por CXCL1,
CXCL5, ou CXCL8 humanos. Cada quimiocina apresentou um padréo bifasico de atividade,
com maxima a 1-10 ng/mL e a 1 ug/mL. (painel direito). A capacidade de CXCLS8.
74)K11R/G31P para bloquear as respostas celulares a 1 ng/mL de CXCL5 ou CXCL1 huma-
no ou 10 ng/mL de CXCL8 humano foi avaliada como acima. CXCL8374K11R/G31P anta-
gonizou eficazmente cada quimiocina ELR-CXC, com a completa inibigdo sendo conseguida
de 3-20 nM CXCL8374K11R/G31P.

FIG. 4. CXCL83.74)K11R-G31P bloqueia as atividades de quimioatraentes CXCLS8 e
ndao-CXCL8 expressas dentro das vias respiratérias pneumdnicas ou em mastite induzida
por endotoxina. Os efeitos do anticorpo monoclonal anti-IL8 8B6 ou CXCL83.74K11R-G31P
sobre as respostas neutrofilicas aos quimioatraentes expressos dentro das vias respiratérias
dos animais com pasteurelose pneumdnica ou em cavidade mamaria de gado com mastite
induzida por endotoxina foram avaliados como na Figura (3). (A) fluidos de lavagem bron-
quialveolar diluidos (1:10) (BALF) provenientes de l6bulos lesionais pulmonares de gado
pneuménico (PNEUMONIA) ou lavagem da cavidade dos mamilos de gado com mastite
(MASTITE) foram testadas como apresentadas (nenhum) ou apés tratamento com um ou
outro de anti-CXCL8 MAb 8B6 (5 ug/mL) ou CXCL83.74)K11R/G31P (G31P; 1 ou 10 ng/mL)
quanto suas atividades quimiotaticas comparado ao meio sozinho. Com ambas as amostras,
os anticorpos Mab 8B6 por si sé neutralizaram 74% das atividades quimiotaticas nas amos-
tras, enquanto que CXCL8;.74)K11R/G31P reduziram as respostas em 93-97%. (B) A fim de
confirmar esses resultados usando uma estratégia alternativa, fluidos lesionais BAL foram
absorvidos com matrizes de imunoafinidade com anticorpo monoclonal 8B6, removendo
>99% de seu conteado de CXCL8, em seguida testadas ambas suas atividades quimiotati-
cas residuais e uma capacidade de CXCL8;.74)K11R/G31P para antagonizar essas ativida-
des quimiotaticas ndo-CXLC8 residuais. Houve uma inibigdo dose-dependente doas ativida-
des quimiotaticas total e residual nas amostras, indicando que ambos os quimioatraentes
CXCLS8 e nao-CXCL8 sao expressos nessas lesdes.

Figura 5. CXCL8(3.74K11R-G31P pode extirpar respostas inflamatérias endotoxina-
induzidas in vivo. Bezerros Holstein de duas semanas de idade foram testados quanto as



10

15

20

25

30

35

11

suas respostas inflamatérias neutrofilicas a provocagdo de endotoxina intradérmica (1 u-
g/local) antes e em diversos momentos apds a injegéo intravenosa (i.v.), subcutdnea (subcu-
tan.), ou intramuscular (i.m.) de CXCL8;3.74K11R-G31P (75 ug/kg). Biopsias dos locais de
reagdo endotoxina com quinze horas foram obtidas a 0, 16, 48 e 72 h pés-tratamento e pro-
cessadas quanto a avaliagdo histopatolégica da resposta neutrofilica, como determinado
pela contagem dos numero de neutréfilos em nove campos microscopico com objetiva 40x
por sec¢do (painel esquerdo). Fotomicrografias das respostas teciduais da provocagdo por
endotoxina nas proximidades de vasos sanglineos contidos no reticular dérmico antes de
((0 h) e 48 h pés tratamento. Grande quantidade de neutréfilos se acumulou em torno da
vasculatura dentro da derme reticular nos tecidos pré-, porém néao pés-tratamento. (B) Apre-
sentagao grafica das respostas neutrofilicas a provocagao endotoxina ou antes (0 h) ou a-
pbs (16, 48, 72 h) a aplicagdo de CXCL8(5.74)K11R-G31P por meio de cada rota. ** ou ***“p
0,01 ou 0,001, respectivamente, relativamente as respostas do pré-tratamento do controle
interno.

Figura 6. Eosindfilos purificados provenientes do sangue de doadores atdpicos as-
maticos e atdpicos ndo asmaticos (painéis esquerdos) ou um individuo com hipereosinofilia
(painel direito) foram avaliados quanto as suas respostas ao recombinante humano CXCLS,
CXCL5, ou CCL11, em presenga ou auséncia das doses indicadas de CXCL8.
74K11R/G31P (G31P) recombinante bovino. Baixas doses de G31P foram capazes de blo-
quear as respostas dessas células a cada um dos ligandos CXCR1 e CXCR2, mas néo teve
efeito sobre as respostas dos edsinéfilos relativamente ao ligando CCR3 néo correlato
CCL11/eotaxina. '

Figura 7. Neutréfilos provenientes do sangue periférico de um doador saudavel fo-
ram testados quanto as suas respostas ao CXCL8 ou CXCL5 recombinante humano em
presenga ou auséncia de CXCL83.74K11R/G31P (G31P; 10 ng/mL) bovino. O G31P bloque-
ou as respostas neutrofilicas a ambos os ligandos.

Figura 8. Caracterizagdo fisica de isoformas de hbG31P.

Figura 9. Comparagéo de bG31P e hbG31P (antagonismo CXCLS8).

Figura 10A. Analogos hbG31P nao sao agonistas neutrofilicos.

Figura 10B. Atividade do antagonista hbG31P.

Figura 11. Efeito da sequéncia carboxi-terminal de hbG31P sobre suas atividades
antagonistas.

Figura 12. Agonista e analogos CXCLS8 - atividades dos construtos.

Figura 13. Comparagéo das atividades antagonistas de bG31P e hG31P+6

Figura 14. hG31P antagoniza ENA78, um ligando CXCR2-especifico.

Figura 15. hG31P antagoniza liberagdo de ROI CXCL8-induzida.

Figura 16. hG31P antagoniza atividades quimiotaticas neutrofilicas no esputo de



10

186

20

25

30

35

12

pacientes com bronquiectasia e fibrose cistica.

Figura 17. hG31P reduz inflamagao pulmonar em ratos endotoxémicos.

Figura 18. Efeito de hG31P na endotoxemia mérbida das vias respiratérias em por-
cos da india.

Figura 19. Efeito de diversas isoformas de hG31P (e hbG31P) sobre patologia da
endotoxemia das vias respiratérias em porcos da india.

Figura 20. Efeito das diversas isoformas hG31P (e hbG31P) sobre a patologia da
endotoxemia das vias respiratérias em porcos da india.

Figura 21. Efeitos dos mutantes hbG31P sobre a resposta do influxo neutrofilico Ca
intracelular (PMN) ao IL-8 humano e GROa. A atividade de hbG31P e sua atividade mutante
sobre o bloqueio da liberagdo de Ca intracelular PMN intracelular [Ca]; estimulada por IL-8
humano e GROa foram avaliadas. 100 ng/mL de mutantes de bG31P, hbG31P, e hbG31P
foram incubados com 2 yM Fluo- 4 AM manchado com 2 x 10° PMNs por 15 mins, em se-
guida estimulado por 100 ng/mL IL-8 ou GROa. Em seguida a leitura da fluorescéncia das
amostras com fluorimetro. Os dados foram expressos como a area das medigdes [Ca]. Ge-
ralmente, mutantes hbG31P bem como hbG31P, bG31P apresentaram atividade agonista
eficaz em PMN [Ca]li estimulado por IL-8 e GROa.

Figura 22. mutantes hbG31P apresentaram diferentes efeitos sobre o bloqueio da
migrag&do de PMN ao sitio de inflamagao nos testes de pele estimulados por LPS. hbG31P e
sua atividade antagonista mutante em bloquear a infiltragdo de PMS no sitio de inflamagéo
estimulado por LPS foram avaliados. Os dados foram expressos como a porcentagem do
numero bloqueado de PMN em campo 40x de microscépio de tecido subcutaneo e intradér-
mico tratados por 0,5 ug LPS e 250 uyg/mL bG31P, hbG31P ou seus mutantes no nimero de
PMN no sitio de inflamag&o tratado apenas com LPS. Os dados mostraram claramente que
hbG31P possui atividade bloqueadora igual com bG31P. H13Y mostrou atividade antagonis-
ta muito melhor que T3K, E35A. T15K apresentou ligeiro efeito sobre o bloqueio. Ao mesmo
tempo, S37T nédo apresenta qualquer atividade antagonista.

Descri¢édo Detalhada da Invengéao

(As abreviagbes apresentadas a seguir sdo usadas no transcurso desta revelagéo:
ARDS, sindrome de sofrimento respiratério agudo; BALF, fluido da lavagem bronquialveolar;
BHR, Reagente de Bolton-Hunter; receptores de CXCR1, CXCR2, CXCL8 A, B, respectiva-
mente; motivo acido glutdmico-lisina-arginina, ELR; CXCL1, oncogene-alfa relacionado com
o crescimento; CXCL4, fator plaquetario-4; CXCLS5, ativador-78 neutrofilico derivado epiteli-
al; CXCLS6, proteina-2 quimiotatica granulécita; CXCLS8, interleucina-8; fMLP, tripeptideo bac-
teriano formil metionil-leucilprolina; IPTG, isopropil-tio-D-galactopiranosida; MIP-2, proteina-
2 macrofago inflamatéria; PMSF, fluoreto de fenilmetilsulfonila; TMB, tetrametilbenzidina).

Como usado aqui, ‘um agonista’ se refere a um agente que induza a célula a se
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tornar ativada.

Como usado aqui, ‘'um antagonista’ se refere a um agente que impede a célula de
ser ativada em presenga ou auséncia do agonista.

Como usado aqui, ‘purificado’ ndo exige pureza absoluta mas em lugar disso é pre-
tendido como uma definigéo relativa. Por exemplo, a purificagdo do material de partida ou do
material natural a pelo menos uma ordem de magnitude, preferivelmente duas ou trés or-
dens de magnitude é expressamente contemplado como se inserindo na definigdo de ‘purifi-
cado’.

Como usado aqui, o termo ‘isolado’ requer que o material seja removido de seu
ambiente original.

Como usado aqui, o termo ‘tratamento’ em suas diversas formas gramaticais se re-
fere a prevenir, curar, reverter, atenuar, aliviar, minimizar, suprimir ou parar os efeitos preju-
diciais de um estado de doencga, de progressao da doenga, ou de uma condi¢gdo anormal
outra provocada pelo agente causal da doenga.

Como usado aqui, uma ‘quantidade eficaz’ € uma quantidade que é suficiente para
conseguir o resultado desejado. Como sera notado por aqueles usualmente versados na
técnica, uma tal quantidade ira, naturalmente, depender da idade, peso e das condigdes do
paciente individual que esta sendo tratado.

Quando truncagem amino terminal de CXCL8 bovino é combinada com uma lisina
para substitui¢do arginina no aminoacido 11 (isto é, CXCL8;.74)K11R), sdo evidentes au-
mentos importantes na afinidade do receptor de CXCR1 e CXCR2, tal que CXCL8374K11R
inibe competitivamente a ligagdo de multiplos ligandos a ambos os receptores (Li, F., and J.
R. Gordon. 2001. Biochem. Biophys. Res. Comm. 286:595-600., aqui incorporados por refe-
réncia). A truncagem adicional no motivo receptor-sinalizador ELR (por exemplo, aminoéaci-
dos 4-6 de CXCL8 humano) de algumas quimiocinas CXC pode transforma-los em antago-
nistas de receptor brando (CXCL8.72)) a moderado (CXCL1g73) (McColl and Clark Lewis
1999; Moser, B. et al. 1993. J. Biol. Chem. 268:7125- 7128). Como revelado aqui, ao intro-
ducgdo no CXCL8(374K11R de uma segunda substituigdo aminoacido, glicina 31 a um resi-
duo prolina (isto e, CXCL83.74K11R/G31P), torna esse analogo CXCL8 um antagonista de
afinidade muito alta das respostas quimiocinas ELR-CXC bovina e humana. Ele antagoniza
o arranjo completo de quimiocinas ELR-CXC expressos no foco inflamatério endotoxina in-
duzido e bloqueia a inflamagao induzida por endotoxina in vivo.

Embora algumas das discussbes apresentadas a seguir tratem primeiramente com
neutrofilos bovinos, células inflamatérias de outros mamiferos (incl'uindo humanos) também
apresentam receptores de CXCR1 e CXCR2 (ver, por exemplo, Benson, M. et al. 1999. Pe-
diatr. Allergy Immunol. 10:178-185) e sdo também vulneraveis a inibicdo por meio de

CXCL8374)K11R/G31P. Conseqlientemente, a presente invengdo tem uma ampla aplicabili-
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dade para as patologias mediadas pela quimiocina ELR-CXC em mamiferos.

Como sera entendido por aqueles usualmente versados na técnica, na nomenclatu-
ra usada aqui, '3-74' se refere ao fato de que o peptideo CXCL8 natural tem comprimento de
74 aminoacidos ('74') e os dois primeiros aminoacidos foram clivados, significando que a
sequéncia de peptideo ‘comega’ no aminoacido #3 da seqiiéncia natural. Para consisténcia
de nomenclatura, os aminoacidos séo referidos pelo nimero com base na seqiiéncia do tipo
naturalmente encontrado e como tal 'G31P' se refere a substituigdo de glicina no aminoacido
#31 da sequéncia naturalmente encontrada com prolina. Como sera notado por aqueles u-
sualmente versados na técnica, com referéncia a SEQ ID No. 1, prolina esta de fato no 29°
aminoacido em vista da dele¢do dos dois primeiros aminoacidos.

Em outras modalidades da invengdo, sdo providas proteinas antagonistas da qui-
miocina ELR-CXC que sado capazes de se ligarem aos receptores de CXCR1 ou CXCR2 em
células inflamatérias de mamiferos. Numa modalidade preferida, esses peptideos sdo subs-
tancialmente equivalentes a um peptideo que possui uma seqiiéncia de SEQ ID No. 1, em
que, como serd notado por aqueles usualmente versados na técnica, substancialmente e-
quivalente significa que os peptideos possuem uma seqliéncia aminoacido que é pelo me-
nos 60% idéntica, ou pelo menos 65% idéntica, ou pelo menos 70% idéntica, ou pelo menos
71%, ou pelo menos 72% idéntica, ou pelo menos 73% idéntica, ou pelo menos 74% idénti-
ca, ou pelo menos 75% idéntica, ou pelo menos 76% idéntica, ou pelo menos 77% idéntica,
ou pelo menos 78% idéntica, ou pelo menos 79% idéntica, ou pelo menos 80% idéntica, ou
pelo menos 81% idéntica, ou pelo menos 82% idéntica, ou pelo menos 83% idéntica, ou
pelo menos 84% idéntica ou pelo menos 85% idéntica, ou pelo menos 86% idéntica, ou pelo
menos 87% idéntica ou pelo menos 88% idéntica ou pelo menos 89% idéntica ou pelo me-
nos 90% idéntica ou pelo menos 91% idéntica ou pelo menos 92% idéntica ou pelo menos
93% idéntica ou pelo menos 94% idéntica ou pelo menos 95% idéntica a uma proteina
CXCL8 naturalmente encontrada (ilustrado aqui como a seqiiéncia aminoacido de SEQ ID
NO:2) e também possui uma truncagem dos primeiros dois residuos aminoacidos juntamen-
te com substituigdes de Lysl 1 com Arg e Gly31 com Pro. Como sera notado por aqueles
usualmente versados na técnica, em muitas modalidades, esses peptideos terdo compri-
mentos de aproximadamente 69, 70 ou 72 aminoacidos, como discutido adiante. Todavia,
em outras modalidades, os peptideos como descrito acima podem incluir dele¢des e/ou in-
sergdes de 1, 2, 3, 4, 5, 6 ou mais aminoacidos. Como sera notado por aqueles usualmente
versados na técnica, regides de um peptideo que podem tolerar uma insergdo ou delegdo
podem ser previstas a partir da estrutura tridimensional de um peptideo ou por meio de
comparagédo das seqliéncias provenientes dos organismos correlatos.

Por exemplo, com referéncia a Tabela 1 que mostra o alinhamento de peptideos

das sequéncias de CXCL8 naturalmente encontradas a partir de um namero de espécies,
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incluindo bovino, humano, macaco rhesus, ovelhas, caes, e porcos, uma das seqiéncias de
porcos inclui um aminoacido adicional inserido entre o que corresponde as aminoacidos 60
e 61 da sequéncia bovina naturalmente encontrada, indicando que este é um sitio que é
possivel de tolerar inser¢gbes de um ou mais aminoacidos em outras espécies. De modo si-
milar, as seqi]énciaé humana e de porco, 2 e 3 aminoacidos respectivamente sdo deletados
no C-terminal relativamente a seqiiéncia bovina, sugerindo que a delegado de pelo menos 2-
3 aminoacidos do C-terminal € possivel de ser tolerada em outras espécies também. Como
sera notado por aqueles usualmente versados na técnica, isto também indica que a adigdo
ou a substituicdo de aminoacidos na extremidade C-terminal desses peptideos € possivel de
ser tolerada, isto &, nao teria um efeito significativamente negativo sobre a atividade biol4gi-
ca desejada do peptideo.

E de notar que é bem conhecido na arte que algumas modificagdes e alterages
podem ser feitas na estrutura de um peptideo sem alterar substancialmente a fungdo biol6-
gica daquele peptideo, para obter um peptideo biologicamente equivalente. Em um aspecto
da inven¢ao, os peptideos acima mencionados podem incluir peptideos que diferem pelas
substituicbes aminoacidos conservativas. Os peptideos da presente invengdo também se
estendem aos peptideos biologicamente equivalentes que diferem pelas substituicbes ami-
nodacidos conservativas. Como usado aqui, o termo “substituicbes aminoacidos conservati-
vas” se refere a substituicdo de um aminoacido por um outro numa dada posigdo no pepti-
deo, onde a substituicdo pode ser feita sem substancial perda da fungéo pertinente, nesse
caso, a multiplicagéo do epitopo. Na produgéo de tais alteragdes , as substituigdes de resi-
duos iguais de aminoacidos pode ser feita com base na similaridade relativa de substituintes
de cadeia lateral, por exemplo, seu tamanho, carga, hidrofobicidade, hidrofilicidade, e seme-
Ihantes, e tais substituicdes podem ser ensaiadas quanto ao seu efeito acerca da fungéo do
peptideo através de testagem de rotina. Nessas modalidades, fungéo se refere a atividade
antagonista da quimiocina CXCLS8.

Em algumas modalidades, substituicbes aminoacidos conservativa podem ser feitas
onde um residuo aminoacido é substituido por um outro possuindo um valor similar de hidro-
filicidade (por exemplo, dentro de um valor de mais ou menos 2,0), onde o seguinte pode ser
um aminoacido possuindo um indice hidropatico de cerca de 1,6 tal como Tyr (-1,3) ou Pro (-
1,6) sao consignados a residuos aminoacidos (como detalhado na Patente U.S. No.
4.554.101, incorporada aqui por referéncia): Arg (+3,0); Lys (+3,0); Asp (+3,0); Glu (+3,0);
Ser (+0,3); Asn (+0,2); GIn (+0,2); Gly (0); Pro (-0,5); Thr (-0,4); Ala (-0,5); His (-0,5); Cys (-
1,0); Met (-1,3); Val (-1,5); Leu (-1,8); He (-1,8); Tyr (- 2,3); Phe (-2,5); and Trp (-3,4).

Em modalidades alternativas, as substituigdes aminoacidos conservativas podem
ser feitas onde um residuo aminoacido esta substituido por um outro possuindo um indice

hidropatico (por exemplo, contido em um valor de mais ou menos 2,0). Em tais modalidades,
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cada residuo aminoacido pode estar consignado a um indice hidropatico com base em suas
caracteristicas de hidrofobicidade e carga, como a seguir: He (+4,5); Val (+4,2); Len (+3,8);
Phe (+2,8); Cys (+2,5); Met (+1,9); Ala (+1,8); Gly (-0,4); Thr (-0,7); Ser (-0,8); Trp (-0,9); Tyr
(-1,3); Pro (-1,6); His (-3,2); Glu (-3,5); GIn (-3,5); Asp (- 3,5); Asn (-3,5); Lys (-3,9); and Arg
(-4,5).

Em modalidades alternativas, substituicdes aminoacidos conservativas podem ser
feitas onde um residuo aminoacido esta substituido por um outro na mesma classe, onde os
aminoacidos s&o divididos na forma de nao polar, acidos, basicos e neutros, como a seguir:
ndo polar: Ala, Val, Leu, He, Phe, Trp, Pro, Met; acido: Asp, Glu; basico: Lys, Arg, His; neu-
tro: Gly, Ser, Thr, Cys, Asn, Gin, Tyr.

Em ainda outras modalidades, as substituicdes podem ser feitas onde qualquer a-
minoacido conhecido esta substituido numa dada posigdo. Em algumas modalidades, ami-
noacidos evolutivamente ndo conservados ou fracamente conservados podem estar substi-
tuidos com qualquer, por exemplo, aminoacidos de tamanhos similares mas de diferentes
hidrofobicidade, carga similar mas diferentes tamanhos ou outros tios de substituigdes que
serdo entendidas por aqueles usualmente versados na técnica.

Desse modo, analogos de CXCL83.74K11RG31P podem ser construidos onde a
fungdo biolégica desejada é mantida por insergéo, delegdo e substituicdo da seqliéncia a-
presentada na SEQ ID No. 6, como discutido aqui. E também notado que analogos repre-
sentativos sdo mostrados nas SEQ ID Nos. 7-41.

~ Numa modalidade preferida, analogos substancialmente equivalentes de CXCL8.
74\G31P sdo preparados usando comparagbes das seqliéncias correlatas provenientes de
diversas espécies, por exemplo, como mostrado na Tabela 1. Como sera notado por aque-
les usualmente versados na técnica, a substituicdo em locagdes altamente variaveis do ami-
noacido é mais possivel de ser tolerada que a substituicdo em aminoacidos altamente con-
servados.

Por exemplo, a comparagdo das seqliéncias apresentadas na Tabela 1, seguida
pela delegdo dos dois aminoacidos N-terminais e a substituigdo de glicina 31 com prolina e
lisina 11 com arginina proporciona uma seqiéncia de: XELRCXCIRX XSXPFXPKXI
XEXXXIXSPP HCXNXEHVK LXXGXEXCLX PXXXWVQXXV XXFXKXXEXX XX (SEQ ID
NO. 3) onde X é qualquer aminoacidos. Em algumas modalidades, X é um aminoacido natu-
ral.

Em uma outra modalidade da invengéo, é provido um polipeptideo isolado ou purifi-
cado compreendendo uma seqliéncia aminoacido de: X1ELRCXCIRX XSXPFXPKXI
XEXXXIXSPP HCXNXEHNVK LXXGXEXCLX PXXXWVQXXV XXFXKXXEXX,X3X4s (SEQ ID
NO. 42) onde aqui X4, Xz, X3 € X4 sdo independentemente residuos de aminoacidos 0 - 10 e

X & qualquer aminoacido. Isto &, X; pode ser, por exemplo, 6 aminoacidos longos aleatérios
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enquanto que X;, X3 e X4 podem ser todos 0 aminoacidos longos, tal que ele possa ser dele-
tado. Em outras modalidades, X, pode ser 2 aminoacidos ndo naturais, isto € ndo MS (bovi-
no) ou SA (humano) mas qualquer outros 2 aminoacidos, X, pode ser S ou Q e X3 e X, po-
dem ser deletados.

De modo alternativo, X pode ser aminoacidos 0-9 , aminoacidos 0 - 8, aminoacidos
0-7 ou amino&cidos 0 - 6 ou 0-5 aminoacidos, ou aminoacidos O - 4, ou aminoacidos 0-3 , ou
aminoacidos 0-2 , ou X, pode ser selecionado a partir do grupo que consiste de GSK, GST,
S, AT, K, GSMGGSK, e GSMGGST ou X, pode ser deletado.

E de notar que em algumas modalidades é provida a condigdo de que o peptideo
nao possui seqliéncia aminoacido SEQ ID No. 6, 7, 8 ou 9.

Em uma outra modalidade da invengéo, € provido um polipeptideo isolado ou purifi-
cado compreendendo uma seqiéncia aminoacido de:

X1ELRCXgCIRX 19 X11X13PFX16PKX gl X21EX23X24X251X27SPP

HCX33NX35EIIVK LX 42X 43GX45EX47CLX50 PX52X53X54WVQX5X50V

Xe1Xe2F X54KX56X67EX69X70X71X72 (SEQ ID NO. 43)

onde:

X1, X70, X71 € X72 s80 independentemente aminoacidos 0 - 10; e

X61 X10 X11- X13 X16 X19 X21 X23 X24 X25 X27 X33 X35 x42 X43 X45 X47 X50 X52 x53 X54 x58
Xsg Xg1 Xe2 Xea Xes Xe7 Xeg 580 cada um independentemente selecionado a partir do grupo
que consistede: A,D,E,F, G H |,K,L, M,N,P,Q,R, S, T,VeY.

De modo alternativo, X4, X70, X71 € X72 independentemente pode ser aminoacidos 0-
9 , aminoacidos 0 - 8, aminoacidos 0-7 ou aminoacidos 0 - 6 ou aminoacidos 0-5 , ou ami-
noacidos 0 - 4, ou aminoacidos 0-3 , ou aminoacidos 0-2 , ou X, pode ser selecionado a par-
tir do grupo que consiste de GSK, GST, S, A,

T, K, GSMGGSK, e GSMGGST ou X, pode ser deletado.

Em outras modalidades, X; pode ser 2 aminoacidos néo naturais, isto €, ndo t MS
(bovino) ou SA (humano) mas quaisquer outros 2 aminoacidos, X7, pode ser Sou Q e X7; e
X72 podem ser deletados. E de notar que em algumas modalidades é provida a condigéo de
que o peptideo ndo possui a seqiiéncia aminoacido de SEQ ID No. 6,7, 8 ou 9.

Em uma outra modalidade da invengao, € provido um polipeptideo isolado ou purifi-
cado compreendendo uma seqtiéncia aminodacido de: X;ELRCXgCIRX1¢ X11SX13PFX16PKX10l
X21EX23X24X251X2,SPP

HCX33NX35EIVK LX4,X43GX4sEX47CLX50 PX52X53X54WVQX58Xs50V

Xe1Xe2F X64KXe6X67EX6aX70X71X72 (SEQ ID NO. 4)

onde

X; € aminoacidos 0 - 10;

Xe€Q,Eoul;
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Xwoé€Toul;

Xi1éHou;

X3 éTouk;

Xis€HouN;

Xigé FouYoul;

X2 é KouR;

X3 é LoulM;

X24€RouT;

Xos € VouA;

X27 € D ou E;

X3zéVouAouE;

Xss € TouS;

Xs2é6SouVouTouF;

Xss € RouAouNouKouD;

Xs7€éLouV,;

Xso€ DouN;

Xs2 € Kou H;

Xs3€EouQouT;

Xs4 € P ou N ou K;

Xss@ RouKoul;

Xso€éVoul;

Xe € Eou Q;

Xesa € LouV;

Xes € R ou K;

Xe7€AouT,;

Xeg € S ou N ouKou G;

X70 € Q ou S ou K ou deletado;

X71 € N ou D ou deletado; and

X72 € P ou A ou S ou deletado.

Alternativamente, X; pode ser aminoacidos 0-9 , aminoacidos 0 - 8, aminoacidos 0-
7 ou aminoécidos 0 - 6 ou aminoacidos 0-5 , ou aminoéacidos 0 - 4, ou aminoéacidos 0-3 , ou
aminoacidos 0-2 , ou

X1 pode ser selecionado a partir do grupo que consiste de GSK, GST, S, A, T, K,
GSMGGSK, e

GSMGGST ou X; pode ser deletado.

E de notar que em algumas modalidades é provida a condi¢do de que o peptideo
n&o possui a seqliéncia aminoacido SEQ ID No. 6, 7, 8 ou 9. Em uma outra modalidade da
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invengéo, € provido um polipeptideo isolado ou purificado compreendendo uma sequéncia
aminoacido de:

X41ELRCQCIRT X;;SX13PFHPKFI KELRVIESPP

HCX33NX35ENVK LX42X43GX45sEX47CLX50 PKEX5sWVQXssVV

Xg1X62F XesKRAEX9X70X71X72 (SEQ ID NO. 4)

onde

X1 € GSK, GST, S, A, T, K, GSMGGSK, GSMGGST ou deletado;

Xi1éHouY;

Xi3 € Touk;

X33 € Aou E;

Xss € TouS;

X42€é€SouT;

Xs3é€DouN;

Xss € Rou N ou D;

Xs7€ LouV,;

Xs0 € D ou N;

Xs4 € NouK;

Xss € Rou K;

Xs, € E ou Q;

Xssa € LouV;

Xso € N ou K;

X70 € Q ou S ou deletado;

X741 € D ou deletado; e

X72 € P ou deletado.

E de notar que em algumas modalidades ¢é provida a condi¢gdo de que o peptideo
nao possui a seqiéncia aminoacido SEQ ID No. 6, 7, 8 ou 9.

Em outras modalidades, é provido um polipeptideo isolado ou purificado que possui
ou compreende ou consiste essencialmente ou consiste de uma sequiéncia aminoacido co-
mo apresentado em qualquer uma das SEQ ID No. 6-41 ou SEQ ID No. 10-41. Por referén-
cia, essas seqliéncias aminoacidos sdo como a seguir:

TELRCQCIRTHSTPFHPKFIKELRVIE
PPHCENSEIIVKLTNGNEVCLNPKEKWVQKVV

QVFVKRAEKQDP (Bovino 3-74 K11RG31P - SEQ ID No. 6)
TELRCQCIRTHSTPFHPKFIKELRVIESGGHCENSENVKLTNGNEVCLNPKEKWVQKV

VQVFVKRAEKQDP (bovino 3-74 K11R P32G - SEQ ID No. 7)

TELRCQC IRSPSTPFHPKFIKELRVIESPPHCEN
EIIVKLTNGNEVCLNPKEKWVQKVV
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QVFVKRAEKQDP (bovino - 3-74 T12SH13PG31P - SEQ ID No. 8)

TELRCQCIRSPSTPFHPKFIKELRVIE
PGHCENSEIIVKLTNGNEVCLNPKEKWVQKVV  QVFVKRAEKQDP (bovino - 3-74
T12SH13PG31PP32G - SEQ ID No. 9)

GSTELRCQCIRTHSTPFHPKFIKELRV
ESPPHCENSEIIVKLTDGRELCLDPKENWVQR

VVEKFLKRAENS (bhG31P - SEQ ID No. 10);

KELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRVIE
PPHCANTEIIVKLSDGRELCLDPKENWVQRVV

EKFLKRAENS (hG31P (0) - SEQ ID No. 11);

ELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRVIES
PHCANTEIIVKLSDGRELCLDPKENWVQRVVE

KFLKRAENS (hG31P (-1) - SEQ ID No. 12);

GSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRV
ESPPHCANTEIIVKLSDGRELCLDPKENWVQR VVEKFLKRAENS (hG31P (+2) - SEQ ID
No. 13);

GSMGGSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIK
LRVIESPPHCANTEIIVKLSDGRELCLDPKEN

WVQRVVEKFLKRAENS (hG31P (+6) - SEQ ID No. 14);

GSTELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRV

ESPPHCANTEIIVKLSDGRELCLDPKENWVQR

VVEKFLKRAENS (hG31P K3T - SEQ ID No. 15);
GSKELRCQCIRTHSKPFHPKFIKELRVIESPPHCANTEIIVKLSDGRELCLDPKENWVQR

VVEKFLKRAENS (hG31P Y13H - SEQ ID No. 16):

GSKELRCQCIRTYSTPFHPKFIKELRV
ESPPHCANTEIIVKLSDGRELCLDPKENWVQR

VVEKFLKRAENS (hG31P K15T (0) - SEQ ID No. 17);

GSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRVIESPPHCENTEIIVKLSDGRELCLDPKENWV
QR VVEKFLKRAENS (hG31P A35E(0) - SEQ ID No. 18);

GSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRVIESPPHCANSEIIVKLSDGRELCLDPKENW
VQR

VVEKFLKRAENS (hG31P T37S (0) - SEQ ID No. 19);

- GSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRVIESPPHCANTEIIVKLTDGRELCLDPKENWYV

QR

VVEKFLKRAENS  (hG31P S44T (0) - SEQ ID No.  20);
GSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRVIESPPHCANTEIIVKLSDGDELCLDPKENWVQR

VVEKFLKRAENS (hG31P R47D (0) - SEQ ID No. 21);
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GSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRV
ESPPHCANTEIVKLSDGRELCLDPKEKWVQR

VVEKFLKRAENS (hG31P N56K(0) - SEQ ID No. 22);

GSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRV
ESPPHCANTEIIVKLSDGRELCLDPKENWVQK VVEKFLKRAENS (hG31P R60K (0) - SEQ
ID No. 23);

GSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRV
ESPPHCANTEIIVKLSDGRELCLDPKENWVQR

VVEVFLKRAENS (hG31P K64V (0) - SEQ ID No. 24);

GSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRV
ESPPHCANTEHVKLSDGREVCLDPKENWVQR

VVEKFLKRAENS (hG31P L49v -  SEQ ID No. 25);
GSKELRCQCIRTHSTPFHPKFIKELRVIESPPHCENSEIIVKLTDGRELCLDPKENWVQR

VVEKFLKRAENS (bhG31P T3K- SEQ ID No. 26);

GSTELRCQCIRTYSTPFHPKFIKELRVIESPPHCENSEIIVKLTDGRELCLDPKENWYV

QR

VVEKFLKRAENS (bhG31P HI 3 Y - SEQ ID No. 27);

GSTELRCQCIRTHSKPFHPKFIKELRVIESPPHCENSEIIVKLTDGRELCLDPKENWYV
QR

VVEKFLKRAENS (bhG31P T15K - SEQ ID No. 28);

GSTELRCQC
IRTHSTPFHPKFIKELRVIESPPHCANSEIIVKLTDGRELCLDPKENWVQR

VVEKFLKRAENS (bhG31P E35A - SEQ ID No. 29);

GSTELRCQCIRTHSTPFHPKFIKELRVIESPPHCENTEIIVKLTDGRELCLDPKENWVQR
VVEKFLKRAENS (bhG31P S37T - SEQ ID No. 30);
GSMGGSTELRCQCIRTHSTPFHPKFIKELRVIESPPHCENSEIIVKLTDGRELCLDPK

EN
WVQRVVEKFLKRAENS (bhG31P (+6) - SEQ ID No. 31);

GSTELRCQC

| IRTHSTPFHPKFIKELRVIESPPHCENSEIIVKLTDGRELCLDPKENWVQR VVEKFLKRAENS

(bhG31P (+2) - SEQ ID No. 32);
TELRCQCIRTHSTPFHPKFIKELRVIESPPHCENSEIIVKLTDGRELCLDPKENWVQR
WV
EKFLKRAENS (bhG31P (+0) - SEQ ID No. 33);
ELRCQCIRTHSTPFHPKFIKELRVIESPPHCENSEIIVKLTDGRELCLDPKENWVQR

KFLKRAENS (bhG31P (-1) - SEQ ID No. 34);
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GSMGGSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRVIESGPHCANTEIIVKLSDGRELCLDPKEN
WVQRVVEKFLKRAENS (hK11R (+6) - SEQ ID No. 35);
GSMGGSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIK

LRVIESPPHCENTEIIVKLSDGRELCLDPKEN
WVQRVVEKFLKRAENS (hK11RG31P A35E(+6) - SEQ ID No. 36);
GSMGGSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIK

LRVIESPPHCANSEIIVKLSDGRELCLDPKEN WVQRVVEKFLKRAENS (hK11RG31P T37S

(+6) - SEQ ID No. 37);

GSMGGSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIK
LRVIESPPHCANTEIVKLTDGRELCLDPKEN

WVQRVVEKFLKRAENS (hK11RG31P S44T (+6) - SEQ ID No. 38);

GSMGGSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIK
LRVIESPPHCANTEIIVKLSDGDELCLDPKEN

WVQRVVEKFLKRAENS (hK11RG31P R47D (+6) - SEQ ID No. 39);
GSMGGSKELRCQCIRTYSKPFHPKFIKELRVIESPPHCANTEIIVKLSDGREVCLDPKEN

WVQRVVEKFLKRAENS (hK11RG31P L49V - SEQ ID No. 40); e

GSTELRCQCIRTHSTPFHPKFIKELRV
ESPPHCENSEIIVKLTNGNEVCLNPKEKWVQK

VVQVFVKRAEKQDP (Bovino 3-74 K11RG31P (+2)- SEQ ID No. 41).

Como sera notado por aqueles usualmente versados na técnica, ‘consistindo es-
sencialmente de’ como usado com respeito aos peptideos definidos acima se refere ao fato
de que os peptideos podem incluir, por exemplo, dele¢gdes N-terminais e/ou C-terminais que
nao influenciam materialmente a atividade, isto €, a atividade antagonista ou agonista da
quimiocina ELR-CXC do peptideo em questéo.

Numa modalidade preferida, o peptideo isolado ou purificado é como apresentado
na SEQ ID No. 13 (hG31P+2) ou SEQ ID No. 14 (hG31P+6). Como pode ser visto pela refe-
réncia as Figuras 12, 19 e 20 e como discutido adiante, esses peptideos aparentam mostrar
uma atividade relativamente maior comparada a hG31P+0 e hG31P-I .

Como discutido aqui, polinucleotideos que codificam os peptideos descritos acima
estéo inseridos no escopo da invencao e podem ser construidos usando meios bem conhe-
cidos na arte. Como sera notado por aqueles usualmente versados na técnica, células
transgénicas ou linhagens de células que compreendem ou que tenham sido transformadas
ou transfectadas com tais polinucleotideos estdo também inseridas no escopo da invengdo
como discutido acima.

Por exemplo, um hospedeiro viral pode ser produzido por engenharia genética para
compreender o polinucleotideo ou um vetor de expressao compreendendo o polinucleotideo

como descrito acima e estando operativamente ligado a uma seqiiéncia regulatéria que con-
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trola a expresséo do referido polinucleotideo pode ser construido usando meios conhecidos
na arte.

Além disso, os peptideos como descrito acima pode ser usado na fabricagdo de um
medicamento para o tratamento de uma patologia mediada pela quimiocina CXC. Em algu-
mas modalidades, o medicamento & para o tratamento de uma patologia mediada pela qui-
miocina ELR-CXC. A patologia mediada pela quimiocina CXC pode ser selecionada a partir
do grupo que consiste de: dano por isquemia-reperfusdo, sindrome de sofrimento respiraté- .
rio agudo induzido por endotoxemia, glomerulonefrite do tipo imuno complexo, pneumonia
bacteriana e mastite.

Como sera notado por aqueles usualmente versados na técnica, tais medicamentos
compreendendo uma quantidade eficaz de qualquer um dos peptideos descritos acima po-
dem ser administrados a um individuo com necessidade de tal tratamento.

Numa modalidade alternativa da invengéo, € vislumbrado que compostos possuindo
a mesma estrutura tridimensional no sitio de ligagdo pode sr usada como antagonistas. A
anadlise tridimencional da estrutura quimica é usada para determinar a estrutura dos sitios
ativos, incluindo sitios ligantes para as quimiocinas. Condutores quimicos com alta vazdo de
classificagdo tém sido usados para gerar e otimizar quimicamente um antagonista seletivo
do CXCR2 (J Biol Chem, 1998, 273: 10095, aqui incorporado por referéncia). Uma aborda-
gem similar foi também usado para gerar um antagonista de CCR3 (J Biol Chem, 2000,
275:36626, aqui incorporado por referéncia).

Wells et al (J Leuk Biol, 1996, 569:53, aqui incorporado por referéncia), empregaram
uma espectroscopia por ressondncia magnética nuclear (RMN) para detalhar a estrutura
tridimensional dos ligandos para CXCR, incluindo ambas as quimiocinas CXC ELR e nao-
ELR. Com suas informag¢des de RMN, Wells et al geraram muiltiplas substituicdes dentro dos
sitios ligantes do receptor de multiplas quimiocinas, tal que elas, puderam alterar substanci-
almente as especificidades dos ligandos.

Materiais e Métodos

Reagentes e suprimentos. Os reagentes a seguir foram adquiridos comercialmente:
reagents were purchased commercially: glutathione-Sepharose, o vetor de expreéséo pGEX-
2T, Sephadex G-25 (Amersham-Pharmacia-Biotech, Baie d'Urf, PQ), Bolton-Hunter reagent,
um kit de biotinilagdo de proteina (Pierce Scientific, Rockford, 111.), o vetor de
sequenciamento pBluescript 1| KS, Pfu Turbo.TM. DNA polymerase (Stratagene, La Jolla,
Calif), um kit de mutagénese sitio-direcionado (QuickChange.TM.; Boerhinger-Mannheim
Canada, Laval, PQ), aprotinina, benzeno, ionéforo de calcio A23187, chloramine T,
cytochalasin B, dimethylformamide, endotoxina (Escherichia coli lipopolissacarideo, serotipo
0127B8), isopropil-tio-D-galactopiranosida (IPTG), leupeptina, p-nitrofenil-D-glicuronida, éleo
mineral, Oleo de silicio, tetrametilbenzidina (TMB), fluoreto de fenilmetilsulfonila (PMSF),
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phorbol-12,13-miristato acetato (PMA), e Triton X- 100 (Sigma Chemical Co, Mississauga,
ON), um kit de manchamento Diff-Quick (American Scientific Products, McGaw Pk, 111.),
humano CXCL1, CXCL5, e CXCL8 (R & D Systems Inc,

Minneapolis, Minn.), horse radish peroxidase (HRP)-conjugated anti-rabbit Ig
(Zymed, South San Francisco, Calif), DMEM, HBSS (Gibco, Grand Island, N.Y.), HRP-
streptavidin (Vetor Labs, Burlingame, Calif), ABTS enzyme substrate (Kirkegaard & Perry
Labs, Gaithersburg, Md.), soro de albumina bovino (BSA), and Lymphocyte Separation
Medium (ICN Pharmaceuticals, Aurora, 111.).

Geragao de analogos de CXCL8.sub.;374K11R. O ligando CXCL8.sub.(374K11R de
alta afinidade a CXCR1/CXCR2, e seu analogo T12S/H13F foram gerados de acordo com
os meétodos descritos em Li and Gordon (2001, supra). Os andalogos Gly31Pro(G31P),
Pro32Gly (P32G), e G31P/P32G dessas proteinas foram geradas de modo similar através
de mutagénese sitio-direcionada usando PCR com os apropriados iniciadores oligonucleoti-
deos para frente e reverso (Tabela 1). Os produtos provenientes de cada reagéo foram dige-
ridos com Dpnl, ligados ao vetor pGEX-2T, transfectados para células HB101, e suas se-
quéncias verificadas comercialmente (Plant Biotechnology Institute, Saskatoon). Em resumo,
as bactérias recombinantes foram lisadas em presenga de um coquetel inibidor de protease
(2 mM PMSF, 2 pug/mL aprotinina, e 2 yg/mL leupeptina) e as proteinas recombinantes de
fusdo nos sobrenadantes purificadas por cromatografia de afinidade, usando microesferas
de glutathione-Sepharose de acordo com os métodos de Caswell et al. (Caswell, J. L., D. M.
Middleton, and J. R. Gordon. 1998. Vet. Immunol. Immunopath. 67:327-340.). Os analogos
CXCL8(3.74K11R foram clivados a partir das proteinas de fusdo GST através da digestdao
trombina, dialisado contra salino tamponado em fosfato (PBS), corrida através de colunas
comerciais de remogé&o de endotoxina, e em seguida caracterizada por eletroforese em gel
de poliacrilamida (PAGE) e Western blotting com um anticorpo goat anti-CXCL8 bovino
(provido por Dr. M. Morsey). Cada analogo purificado tinha uma massa molecular de 8 kDa,
foi eépeciﬁcamente identificado pelo anticorpo anti-CXCL8 no Western blotting, e tinha uma
pureza relativa de 96%, como dimensionado por anélise desintométrica dos géis PAGE.

Marcagao das proteinas recombinantes. Foi usado "®'CXCL8 para a pesquisa inicial
da ligagdo do analogo aos neutréfilos e '®|-CXCL8 para os ensaios do estagio posterior da
afinidade relativa do receptor. CXCL8 foi biotinilado e os niveis da substituigdo biotina de-
terminados usando um kit comercial, como indicado por Li and Gordon (2001, supra). O
PP'CXCL8 foi substituido com 2,15 moles de biotina por mol de CXCL8. CXCLS8 foi radio-
marcado com '®| usando o método do reagente de Bolton-Hunter (BHR), como apresentado
em detalhes em (Li and Gordon 2001, supra). A proteina marcada foi separada do '%I-BHR
ndo incorporada por cromatografia em Sephadex G50, e o CXCL8 marcado caracterizado

quanto a sua afinidade relativa a neutréfilos e o tempo requerido para conseguir o equilibrio
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de ligagdo, como notado em Li and Gordon (2001, supra).

Ensaios ligantes de andlogo CXCL8374K11R . Células (85-93% neutrofilos) foram
purificadas a partir do sangue de gado de acordo com o método Caswell method (Caswell,
J. L. et al. 1998. Vet. Immunol. Immunopath. 67:327-340). Nos experimentos preliminares,
foi determinado que nenhum dos analogos influenciou a viabilidade dos neutréfilos, como
determinado por exclusdo de corante trypan blue. Para as pesquisas amplas do analogo,
neutréfilos em HBSS/0.5% BSA foram incubados por 2 h a 4°C com o analogo, lavado em
DMEM frio, e em seguida incubado por outras 2 h a 4 °C com P°'CXCL8 (1000 ng/mL). A
biotina associada com a célula foi detectada mediante incubar as células lavadas com fosfa-
tase alcalina conjugada com estrepavidina (diluigdo 1:700) e em seguida com substrato en-
zima ABTS. O OD4s das amostras foi determinado usando um leitor de placa ELISA. Os
neutrdfilos tratados no meio rotineiramente ligam suficiente .sup.biotCXCL8 para gerar um
ODyo5 de 0,5-0,6.

Para estudos aprofundados com CXCL83.74K11R/G31P, foi usado '*°I-CXCL8 nos
ensaios de inibigao com CXCL8 ou CXCL83.74)K11R/G31P ndo marcados. Em experimentos
preliminares foi determinado que o tempo de equilibrio de ligagdo de neutréfilos para '%I-
CXCLS8 foi de 45 min e que 20 pM "*°|-CXCL8 20 pM logo saturou os receptores de alta afi-
nidade das células. Desse modo, nos ensaios realizados, 108 neutréfilos purificados foram
incubados por 45 minutos sobre gelo com '?°l- CXCL8 20 pM e concentragdes variadas de
ligando competidor ndo marcado. As células foram em seguida sedimentadas através de
6leo mineral 6% em 6leo siliconado e os niveis de radio-ligantes associados com a célula
determinado usando um contador. A ligagdo néo especifica de '®|CXCL8 para as células foi
avaliada em cada ensaio mediante incluir um excesso molar de 200 vezes de ligando ndo
marcado em um conjunto de amostras. Esse valor foi usado para calcular o percentual de
ligacdo especifica (Coligan, J., A. Kruisbeek, D. Margulies, E. Shevach, and W. Strober.
1994. Current Protocols in Immunology. John Wiley & Sons, New York).

Ensaio de liberagdo neutrofilo-glicuronidase. O ensaio neutréfilo-glicuronidase foi
reportado em detalhes (Li and Gordon 2001, supra). Em resumo, neutrofilos tratados com
cytochalasin B foram incubados por 30 minutos com os andlogos de CXCL8, em seguida
seus produtos de segregacdo ensaiados calorimetricamente quanto a enzima. A liberagéo
glicuronidase foi expressa como o percentual do contetdo celular total, determinado medi-
ante lisar as células tratadas no meio com 0,2% (v/v) Triton X-100. A provocagéo neutrofilica
com o estimulo de controle positivo PMA (50 ng/mL) e A23187 (1 pg/mL) induziu liberagdo
de 42+/-6% do total de armazenados glicuronidase celular.

Amostras provenientes de lesdes inflamatérias. Foram obtidos fluidos de lavagem
bronquialveolar (BALF) provenientes de pulmdes de gado (n=4) com diagndstico clinico de

maneimiose pneumodnica purulenta (Caswell et al., 1997), bem como fluidos das cavidades
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de mamilos provenientes de gado (n=4) com mastite experimental induzida por endotoxina
(Waller, K. P. 1997. Vet. Immunol. Immunopathol. 57:239-251). Em experimentos dose-
resposta preliminares foi determinado que 5 yg de endotoxina induziu uma forte (70-80%
maximo) de resposta neutrofilica mamaria. Desse modo, nos experimentos reportado a mas-
tite foi induzida através da infusédo de 5 ug de endotoxina ou meio veiculo sozinho (salino; 3
mL volumes) dentro das cavidades mamilares vacas leiteiras Holstein ndo lactantes, e 15 h
mais tarde os infiltrados foram recuperados das cavidades por lavagem com 30 mL HBSS.
As células provenientes da BALF e os fluidos de lavagem da cavidade mamilar foram sedi-
mentados por centrifugagdo e as contagens diferenciais foram realizadas. Fluidos de lava-
gem n&o tratados e esgotados de CXCL8 (abaixo) foram avaliados quanto aos seus teores
de quimiocina através de ELISA (CXCL8 somente) e ensaios de quimiotaxia.

Ensaios de quimiotaxia neutrofilica. Os ensaios de microquimiotaxia foram transcor-
ridos em cdmaras de microquimiotaxia de Boyden modificadas usando filtros de policarbona-
to com tamanho de poro de 5 um livres de polivinilpirrolidona, de acordo com métodos co-
nhecidos (Caswell et al.,1998; Cairns, C. M. et al. 2001. J. Immunol. 167:57-65). Para cada
amostra, os nimeros de células que haviam migrado para o interior das membranas durante
20-30 min foram enumerados através de contagem direta de pelo menos 40 vezes. Os cam-
pos das objetivas, e os resultados expressaram o numero médio de células/campo 40x (+/-
SEM). Os quimioatraentes incluiam d CXCL8 bovino ou humano, CXCL5 e CXCL1 huma-
nos, maneimiose pneumdnica de BALF e fluidos de lavagem de mastite (diluido 1:10-1:80
em HBSS), enquanto que os antagonistas compreenderam anticorpo 8M6 de mouse anti-
ovine CXCL8 (fornecido generosamente por Dr. P. Wood, CSIRO, Australia) ou os analogos
CXCL8(3.74K11R. Em alguns ensaios as amostras foram pré-incubadas com os anticorpos (5
ug/mL) por 60 min sobre gelo (Gordon, J. R. 2000. Cell Immunol. 201 :42-49). Em outros,
foram geradas matrizes de imunoafinidade CXCL8-especificas com os anticorpos 8M6 e
microesferas de proteina-A-Sepharose e usado esse excesso para absorver as amostras
(Caswell et al.,1997; Gordon, J. R., and S. J. Galli. 1994. J. Exp. Med. 180:2027- 2037); o
nivel de deplegdo de CXCLS8 foi confirmado por ELISA das amostras tratadas. Para ensaios
com os antagonistas recombinantes, os inibidores foram misturados diretamente com as
amostras imediatamente antes da realizagdo dos testes.

ELISA de CXCLS8. Para os testes ELISA, MAb 8M6 foi usado como o anticorpo de
captura, rabbit antiovine CXCL8 antiserum (também de P. Wood, CSIRO) como o anticorpo
secundario, e HRP-conjugado anti-rabbit Ig, e TMB como o sistema de detecgdo, como no-
tado em Caswell et al. (1997). Diluigdes seriais de cada amostra foram analisadas em tripli-
cada, e cada ensaio incluiu uma curva padrao do CXCL8 bovino recombinante.

Bloqueio CXCL83.74)K11R/G31P das respostas endotoxina in vivo. Foram usadas
series sequenciais de testes cutdneos de 15 h para testar a capacidade de CXCLS8s.
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74K11R/G31P para bloquear respostas inflamatoérias induzidas por endotoxina in vivo. Para
cada teste, foram provocadas duas vacas Holstein de 2 semanas de idade de modo intra-
dérmico com 1 ug endotoxina em 100 uL de salino, apds 15 h mais tarde tomadas biopsias
por pungdo 6 mm sob anestesia local (lidocaina) e processadas estas quanto a histopatolo-
gia (Gordon and Galli, 1994). Em seguida ao primeiro teste (controle interno positivo), foi
injetado em cada animal de modo subcutaneo, intramuscular, ou intravenoso CXCL83.
19K11R/G31P (75 ug/kg) em salino, em seguida provocados novamente com endotoxina,
como acima. Os animais foram provocados um total de 4 vezes com endotoxina, tal que
bidpsias do sitio de reagdo com 15 h foram obtidas a 0, 16, 48, e 72 h pés-tratamento. As
bi6psias foram processadas através de métodos de rotina em seg¢des de parafinas .mu.m,
manchadas com solugdo Giemsa, e examinadas em modo cego numa ampliagdo de 400x
(Gordon and Galli, 1994; Gordon, J. R. 2000. J. Allergy Clin. Immunol. 106:110-116). Os
numeros médios de neutréfilos por campo microscépico de objetiva 40x foram determinados
em trés diferentes profundidades de pele, a derme papilar (superficial), intermediaria, e reti-
cular (profunda). .

Andlise estatistica. Dados multigrupos foram analisados por ANOVA e testagem
post-hoc Fisher protected Least Significant Difference (PLSD), enquanto comparagdes em
dois grupos foram feitas usando o teste-t de Student (bi-caudal). Os resultados séo expres-
sos como a média +/- SEM.

‘Results

1. G31P Bovino

CXCL83.74)K11R/G31P inibe competitivamente a ligagdo CXCL8 a neutréfilos. Foi
pesquisada a capacidade de cada analogo CXCL8;5.74)K11R em se ligar aos receptores de
CXCL8 em neutrdfilos, e desse modo competir com CXCL8 como um ligando. Nas pesqui-
sas iniciais, foram empregados ensaios de inibigdo da ligagdo "'CXCLS, incubagédo das cé-
lulas com os analogos (10 ng/mL) por 2 h a 4 °C antes da exposigédo a "*CXCL8 (1 ug/mL).
Esse nivel de CXCL8 se aproxima daquele encontrado nos tecidos pulmonares de carneiros
com maneimiose pneumodnica experimental (Caswell, J. L. 1998. The role of interleukin-8 as
a neutrophil chemoattractant in bovino bronchopneumonia. Ph.D. thesis, Department of Vet-
erinary Pathology, University of Saskatchewan). Foi descoberto que CXCL83.74K11R/G31P
foi um potente antagonista da ligagdo CXCL8 nesse ensaio (Figura 1), tal que 10 ng/mL de
CXCL83.74)K11R/G31P bloqueou 95% das ligagdes P'CXCL8 subseqiientes para as células.
Quando testado nessa dose, o CXCL8374K11R/P32G bloqueou apenas 48% das ligagdes
CXCL8, enquanto que CXCL8 ndo marcado propriamente inibiu competitivamente 30% das
ligagdes "'CXCLS8. A itcg em CXCL83.74)K11R/G31P ou CXCL8374K11R/P32G de substitui-
¢bes aminoacidos adicionais em Thri2 e Hisl3 reduziu substancialmente as atividades dos

analogos (FIG. 1). Estes dados sugerem claramente que a pré-incubagéo de neutrofilos com
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CXCL83.74K11R/G31P controla fortemente para baixo a subseqiiente ligagdo de CXCLS.

A fim de mapear de modo mais refinado a capacidade de CXCL83.74)K11R/G31 pa-
ra inibir a ligagdo de CXCLS8, no préximo conjunto de experimentos as células foram expos-
tas simultaneamente a '*ICXCL8 e doses variadas de CXCL83.74)K11R/G31P ou CXCL8
nao marcadas. Foi descoberto que CXCL83.74)K11R/G31P foi cerca de duas ordens de
magnitude mais eficaz que o CXCL8 naturalmente encontrado em inibir a ligagédo de 20 pM
'?°l-CXCLS8 as células (Figura 1). A concentragdo de inibigdo de 50% da ligagdo do ligando
marcado (ICs) foi de 120 pM para CXCL8 ndo marcado, e de 4 pM para CXCL8g
79K11RA331P. Esses dado sugerem que CXCL83.74K11R/G31P é um inibidor competitivo
muito potente da ligagao CXCL8 aos neutrdfilos.

CXCL8(3.74K11R/G31P ndo apresenta atividades agonistas neutrofilicas. Embora
CXCL8(374K11R/G31P fosse certamente um ligando de alta afinidade para os receptores
CXCLS8 neutrofilicos, seria igualmente bom realizar o mesmo como um agonista ou um an-
tagonista. Desse modo os experimentos seguintes se voltaram para as atividades agonistas
potenciais dos analogos CXCL83.74K11R que foram gerados, como medidos por suas capa-
cidades para quimioatrair essas célulaé ou induzir a liberagdo a enzima hidrolitica granular
neutrofilica-glicuronidase in vitro (Figura 2). Foi descoberto que mesmo a 100 ng/mL,
CXCL83.74K11R/G31P foi um fraco quimioatraente, induzindo 13,9 +/- 4% ou 5,4 +/- 2% das
respostas induzidas por 1 ou 100 ng/mL CXCL8 (p,0,001), respectivamente. A 100 ng/mL, o
analogo CXCL8;.74)K11R/P32G induziu uma resposta que foi claramente substancial (38,3
+/- 2% da resposta de CXCL8), enquanto que o analogo combinado XCL8(5.
74K11R/G31P/P32G também ndo foi um quimioatraente eficaz. Quando foi avaliada suas
capacidades de induzir a liberagéo da glicuronidase, foi descoberto que nenhum dos analo-
gos CXCL8(3.74K11R foi tdo eficaz quanto CXCL8 em induzir liberagdo do mediador. Em
realidade, foi descoberto apenas liberagéo de base com qualquer deles a 10 ng/mL, e a 100
ng/mL e apenas CXCL83.74K11R/G31P/P32G induziu significativas respostas neutrofilicas
(Figura 2). Dada a combinada inibigdo competitiva de CXCL8 e os dados do agonista neu-
trofilico, a partir desse momento as atengdes foram voltadas para CXCL83.74)K11R/G31P.

CXCL8(3.74)K11R/G31 P bloqueia as respostas quimiotaticas neutrofilicas a ambos
os ligandos CXCR1 e CXCR2. O efeito mais patogénico da inapropriada expressdo quimio-
cina ELR" é a atragdo de células inflamatérias ao interior dos tecidos. Desse modo, foi avali-
ado em seguida o impacto de CXCL8;3.74)K11R/G31P sobre as respostas quimiotaticas de
neutrdfilos a altas doses de CXCL8 (Figura 3). Como previsto a partir das observagdes in
vivo em ovelhas e gado (33), 1 xg/mL (129 nM) CXCLS8 foi muito fortemente quimioatrativo,
mas doses ainda muito baixas de CXCL8374K11R/G31P melhoraram esta resposta. A adi-
cdo de 12,9 pM CXCL8;.74)K11R/G31P reduziu a resposta quimiotatica das células em 33%.
A IC5 para CXCL8(;3.74K11R/G31P sob essas condigbes foi de 0,11 nM, enquanto que o
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bloqueio completo dessa resposta CXCL8 foi conseguido com 10 nM CXCL8
79K11R/G31P.

Quando da realizagdo dos testes de eficacia de CXCL83.74)K11R/G31P em bloque-
ar respostas para provocagdes mais sutis de CXCL8, os estudos foram também estendidos
para avaliar a capacidade de CXCL8;.74)K11R/G31P para bloquear respostas neutrofilicas
ao CXCL8 humano bem como aos ligandos CXCR2 humano-especificos CXCL1 e CXCLS5.
Cada um desses é expressado nos tecidos de pacientes afetados de pancreatite (Hochrei-
ter, W. W. et al. 2000. Urology. 56: 1025-1029) ou ARDS (Villard et al., 1995) a 1-10 ng/mL.
Foi descoberto que neutréfilos bovinos foram responsivos a 1 ng/mL hCXCLI ou hCXCLS5, e
similarmente responéivos a 10 ng/mL hCXCL8 (FIG. 3), de modo que essas doses foram
empregadas para testar os efeitos de CXCL8;3.74K11R/G31P nas respostas neutrofilicas
desses ligandos. As respostas neutrofilicas a hCXCLI and hCXCL5 foram reduzidas a 50%
por meio de 0,26 e 0,06 nM de CXCL85.74K11R/G31P, respectivamente, enquanto suas
respostas a hCXCL8 foram reduzidas em 50% por meio de 0,04 nM CXCL83.74K11R/G31P
(Figura 3). Esses dados indicam que CXCL8;.74)K11R/G31P pode antagonizar as agdes de
multiplos componentes da sub-familia de quimiocinas ELR-CXC.

CXCL8(3.74K11R/G31P é um efetivo antagonista in vitro das quimiocinas neutrofili-
cas expressas em pneumonia bacteriana ou lesées por mastite. Foi estado o nivel até o qual
o presente antagonista poderia bloquear a disposicdo de quimioatraentes neutrofilicos ex-
pressos dentro dos complexos ambientes inflamatérios in vivo. Desse modo, foram escolhi-
das duas doengas nas quais a ativagdo neutrofilica acionada por quimiocina contribui de
modo importante para a progressao da patologia, mastite, e maneimiose pneuménica. Foi
utilizada um modelo endotoxina de mastite (Persson, K. et al., 1993. Vet. Immunol. Immuno-
pathol. 37:99-112), no qual foi infundido 5 yg de endotoxina/cavidade mamilar e 15 h mais
tarde foi lavada cada cavidade. Os neutréfilos compreenderam 82 e 6%, respectivamente,
das células provenientes das cavidades controladas por endotoxina e salino, com a massa
maior das células restantes compreendendo macréfagos. Os fluidos de lavagem diluidos
(1:10) induziram fortes respostas quimiotaticas neutrofilicas in vivo, e a adi¢do de anticorpos
anti-CXCL8 as amostras reduziu maximalmente estas em 73 +/- 8% (Figura 4A), relativa-
mente ao meio de controle. Por outro lado, a adi¢do de 1 ng/mL de CXCL83.74)K11R/G31P
as amostras reduziu suas atividades quimiotaticas em 97% +/- 3%.

Neutréfilos também compreenderam 93 +/- 12% das células recuperadas de BALF
de gado com avangada maneimiose pneumdnica. Quando testadas in vitro, essas amostras
tambeém foram fortemente quimiotatica para neutréfilos, e a adigédo de anticorpos anti-CXCL8
reduziu maximalmente suas atividades quimiotaticas neutrofilicas em 73 +/- 5% (Figura 4A).
O tratamento dessas amostras BALF com 1 ou 10 ng/mL de CXCL83.74)K11R/G31P reduziu

as respostas neutrofilicas em 75 +/- 9 ou 93 +/- 9%, respectivamente, relativamente aos
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meios de controle. Esses dados sugerem que CXCL83.74K11R/G31P bloqueia as agdes de
quimioatraentes CXCL8 e ndo-CXCL8 nessas amostras.

A fim de confirmar essas observagdes usando uma estratégia alternativa, foi em
seguida depletada amostras de pneumonia bacteriana BALF de CXCL8 usando matrizes de
imunoafinidade, em seguida avaliada a eficacia de CXCL83.74K11R/G31P em bloquear as
atividades quimiotaticas neutrofilicas residuais nas amostras (Figura 4B). As amostras lesio-
nais de BALF n&o tratadas continham 3.215 +/- 275 pg/mL CXCL8, enquanto que a imunoa-
finidade-absorvida BALF continha 24 +/- 17 pg/mL CXCL8. Nessas series de experimentos a
resposta neutrofilica para as amostras BALF depletadas-CXCLS8 foi de 65,4 +/- 4% de suas
respostas em relagdo as amostras ndo absorvidas. E sabido que CXCL8 pode contribuir tdo
pouco quanto 15% das atividades quimiotaticas neutrofilicas na maneimiose pneumdnica
BALF obtida a partir de uma disposi¢cdo de casos clinicos (Caswell et al., 2001). Enquanto
os tratamentos de deplegdo de CXCL8 foram eficazes em 99% em remover CXCLS, resta-
ram nessas amostras quantidades substanciais das atividades quimiotaticas neutrofilicas, e
a adigdo de 1 ng/mL CXCL83.74)K11R/G31P anulou completamente seus efeitos cumulativos
(Figura 4B). Esses dados confirmaram inequivocamente que CXCL8(3.74K11R/G31P tam-
bém antagoniza o espectro de quimioatraentes nio-IL-8 expressos nessas amostras.

CXCL8(3.74K11R/G31P é altamente eficaz em bloquear a inflamagdo neutrofilica
endotoxina-induzida in vivo. Nos Ultimos experimentos, foi avaliada a capacidade de
CXCL8(3.74K11R/G31P para bloquear respostas inflamatérias endotoxina-induzidas na pele
de gado, bem como os quadros de tempo durante os quais ela foi eficaz. Os animais foram
provocados de modo intradérmico com 1 ug endotoxina bacteriana 15 h antes (resposta
controle positivo interno), ou em trés diferentes momentos apés, inje¢do intravenosa, subcu-
tanea ou intramuscular de CXCL8;. 74)K11R/G31P (75 ug/kg). Desse modo bidpsias de pun-
¢éo de sitios de reagdo endotoxina com 15 horas foram tomadas 15 minutos antes do trata-
mento e a 16, 48 e 72 h ap6s a injegdo do antagonista em cada animal, e os nimeros de
neutrofilos infiltrantes foram determinados em um modo cego quanto a derme papilar (super-
ficial), intermediaria e reticular de cada bidpsia. Antes dos tratamentos antagonistas, fortes
respostas inflamatérias neutrofilicas eram evidentes nos sitios de provocagédo endotoxina
em cada animal (Figura 5). Dentro das bidpsias, as respostas na derme papilar foram bran-
das em todos os animais (dados ndo mostrados) e se tornam progressivamente mais evi-
denciadas com o aumento da profundidade da pele, tal que inflamagdo maximal (infiltragdo
neutrofilica) foi observada em torno dos vasos sangiiineos na derme reticular (Figura 5A).
Em seguida aos tratamentos CXCL8;5.74)K11R/G31P, as respostas inflamatérias observadas
no intervalo de 16 h das biépsias foram suprimidos em 88-93%, enquanto que aqueles nas
biépsias de 48 h foram suprimidos em 57% (intravenosa) a 97% (intradérmica), relativamen-

te as suas respectivas respostas de pré-tratamento. Por volta das 72 h pdés-tratamento os
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efeitos do antagonista administrado de modo intravenoso teve tinha se desgastado, enquan-
to que as respostas endotoxina no gado tratado de modo intradérmico e subcutaneo foram
ainda suprimidos em 60%. Esses dados indicam claramente que CXCL83.74K11R/G31P é
um antagonista altamente eficaz das respostas inflamatérias endotoxina-induzidas in vivo,
que esses efeitos podem durar por 2-3 dias, e que a rota das aplica¢des influenciam nota-
damente a farmacocinética desse novo antagonista.

Foi descoberto que G31P antagoniza também os efeitos quimiotaticos ELR-CXC
humanas CXCL8/IL-8 e CXCL5/ENA-78 nos neutrofilos humanos. Desse modo as atividades
quimiotaticas de 0,1 a 500 ng/mL de um ou outro de CXCL8 (Figura 6, painel esquerdo) ou
CXCLS5/ENA-78 (Figura 6, painel direito) foram essencialmente completamente bloqueadas
pela adigdo de 10 ng/mL do antagonista da presente invengdo quanto aos ensaios de quimi-
otaxia. De modo similar, G31P bloqueou os efeitos quimiotaticos de CXCL8 quanto a eosi-
néfilos CXCR1/CXCR2-positivos. Foi descoberto também que eosinéfilos provenientes de
individuos atépicos ou asmaticos expressam ambos os receptores de quimiocina ELR-CXC,
e s&o responsivos a CXCL8 (Figura 7, painel esquerdo). Os efeitos quimiotaticos de 100
ng/mL CXCL8,mas ndo do ligando CCR3 CCL11/eotaxina, sobre eosindfilos do sangue peri-
férico purificado de um doador levemente atdpico, ndo asmatico (pureza 99%) foram com-
pletamente anulados pela adigdo de 10 ng/mL G31P aos ensaios de quimiotaxia (Figura 7,
painel intermediario). Quando testados contra eosinéfilos purificados provenientes de um
paciénte hipereosinofilico (Figura 7, painel direito), G31P neutralizou as respostas dessas
células a um ou outro de CXCL8/IL-8 ou CXCL5/ENA-78.

Esses dados indicam claramente que G31P bovino é um antagonista eficaz das
quimiocinas ELR-CXC bovinas expressas in vivo em resposta a provocagédo endotoxina,
mas tambeém antagoniza completamente as respostas do receptor qui8miocina ELR-CXC
neutrofilico e eosinofilico a CXCL8 e CXCL5, ligandos conhecidos para ambos o CXCR1 e
CXCR2.

. G31P bovino humanizado.

Foi gerada uma proteina quimérica bovino-humano, compreendendo a metade a-
mino-terminal de G31P bovino e a metade carboxi-terminal de CXCL8 humano (bhG31P)
(SEQ ID No. 10), e descoberto que ela tem forte atividade antagonista neutrofilica in vitro e
in vivo; em realidade, bhG31P pode ter atividade maior que bG31P, ou das formas humanas
de G31P. Foram também geradas e caracterizadas 5 formas alternativas de bhG31P (SEQ
ID No. 26-30) em que aminoacidos humanos foram substituidos para os remanescentes
aminoacidos bovinos - nenhum destes aumentou a atividade antagonista dos analogos, e
algumas evidéncias sugerem que eles podem reduzir a atividade antagonista.

Como uma abordagem em gerar um farmaco humano, foi empreendida a humani-

zagéo de bG31P. Além disso, uma vez que a ‘metade’ amino terminal de CXCL8 & mais im-
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portante para a atividade biolégica de CXCL8 que a terminagao carboxi, e devido a ‘metade’
carboéxi-terminal de CXCL8 conter 10 dos 15 aminoacidos discrepantes bovino-humano da
molécula, foi primeiramente avaliado se a totalidade do conjunto de ligagdo da terminagéo
carboxi de hCXCLS8 (isto é, que codifica aminoacidos 45-72) por sobre a metade amino de
bG31P (isto é, que codifica aminoacidos 3-44) poderia influenciar sua atividade. Especifica-
mente, a metade amino de CXCL8 é conhecida portar os motivos de reconhecimento e de
sinalizag&o do receptor critico e de suas estruturas andaimes associadas.

Foi gerada a proteina quimérica G31P bovino-humano, bCXCL83. 44)K11R/G31P-
hCXCL845.72(bhG31P) (SEQ ID No. 10), em seguida usado o cDNA para essa proteina co-
mo um gabarito para a substituicdo dos restantes residuos aminoacidos bovino-humano
discrepantes um a um, como discutido acima.

Foi expresso e purificado cada construto usando SOP para a clivagem enteroquina-
se (bhG31P*® & bhG31P isoformas apenas) ou trombina (todos os outros analogos), e a
caracterizacéo delas por SDS-PAGE e Western blotting (Fig 8). Cada isoforma tinha 8 kD de
tamanho, embora as solugdes de isoformas bhG31P/T15K (SEQ ID No. 28) e bhG31P/S37T
(SEQ ID No. 30) aparentassem conter o que poderia ser interpretado como baixos niveis de
dimeros, formados talvez como um resultado das altas concentragdes de proteina nas a-
mostras ou alternativamente talvez relacionadas com a perturbagio dessas partes dos ana-
logos G31P associadas com a dimerizacdo. Diversos aminoacidos nessa regido tém sido
reportados antériormente influenciar significativamente a dimerizagdo de CXCL8 humano.

Foi descoberto que bhG31P (isto €, bCXCL8(3-44)K11R/G31P-hCXCL8(45-7.))
manteve a atividade antagonista da quimiocina ELR-CXC de bG31P, tal que ela bloqueou as
respostas do intermediario oxigénio reativo ou quimiotatico (ROI) de neutréfilos humanos
para CXCL8 humano (Figura 9).

Quando se humanizou ainda mais essa proteina quimérica bovino-humano median-
te introdugéo de adicionais aminoacidos humano-equivalentes em lugar dos residuos dis-
crepantes (isto €, T3K (SEQ ID No. 26), H13Y (SEQ ID No. 27), T15K (SEQ ID No. 28),
E35A (SEQ ID No. 29), e S37T (SEQ ID No. 30)), foi descoberto que essas provocagées na
realidade ndo tinham efeito significativo sobre a atividade a quimera 50:50 bh, nem tornando
qualquer dos analogos agonisticos quanto a neutréfilos como avaliado nos ensaios de qui-
miotaxia (Figura 10A) ou em termos de reduzir significativamente a atividade antagonistica
como avaliado pela inibigado da quimiotaxia ou pela inibigdo da liberagdo de intermediario
oxigénio reativo (Figura 10B).

Como notado, foi avaliado o impacto sobre a atividade de bhG31P da variagédo da
seqiiéncia amino-terminal (isto é, hG31P*¢, bhG31P*?, bhG31P*°, bhG31P™") (SEQ ID Nos.
14, 13, 11 e 12, respectivamente), medindo a atividade de cada um nos ensaios de inibicdo

da quimiotaxia e de inibigdo do intermediario oxigénio reativo (Figura 11). Embora tenha sido
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descoberto que a eliminagao de Lys3 tende a reduzir a atividade de bhG31P, as atividades
antagonistas dos outros anéalogos foram a grosso modo equivalentes (Fig. 11). Como sera
notado por aqueles usualmente versados na técnica, esses dados indicam que adigdes N-
terminais de variados comprimentos e variadas composi¢gdes aminoacidos seriam toleradas
sem significativa ruptura da atividade de G31P. Conseqlientemente, adigdes N-terminais de
aminodacidos aleatérios 0-10 ou aminoéacidos aleatérios 0-9 ou aminoacidos aleatérios 0-8 ou
aminoacidos aleatérios 0-7 ou aminoacidos aleatérios 0-6 ou aminoacidos aleatérios 0-5 ou
aminoacidos aleatérios 0-4 ou aminoacidos aleatérios 0-3 ou aminoacidos aleatérios 0-2 .

Tomados em conjunto, esses dados sugerem que multiplas formas quiméricas bo-
vino-humanas of G31P sdo uteis antagonistas neutrofilicos. Deve ser notado, todavia, que
ao tempo em que estavam sendo completadas a caracterizagdo dessas quimeras, foi de-
terminado que as formas humanas de CXCL837,)K11R/G31P foram tdo eficazes quanto
bG31P em bloquear respostas neutrofilicas conduzidas por CXCLS8, e que hG31P foi tam-
bém um antagonista altamente eficaz da inflamagéao neutrofilica conduzida por endotoxina
bacteriana e patologia in vivo. Desse modo, nesse momento foram envidados a maior parte
dos esforgos para caracterizar de modo mais completo os construtos hG31P.

3. G31P humano (hG31P).

Foi feito contrato com Takara Biotechnology Co., Dalian, PRC para sintetizar um
cDNA de CXCL8 humano de comprimento completo, o qual foi clonado dentro de pGEX-2T
utilizando terminagGes 5' (BamHI) e 3' (EcoRIl) compativeis. Esse cDNA pGEX-hCXCLS foi
usado como um gabarito para a mutagénese sitio-direcionada para gerar pGEX-hCXCL83.
72K11R (hK11R) e pGEX-hCXCL83.7,)K11R/G31P (hG31P), os quais foram expressos como
proteinas de fusdo GST e purificados por clivagem trombina usando procedimentos opera-
cionais padrdes. Como com bhG31P (acima), foram geradas duas familias de moléculas
recombinantes G31P-relacionadas que foram precedidas por um outro de seis (Gly-Ser-Met-
Gly-Gly-Ser) ou dois (Gly-Ser) aminoacidos estranhos, referidos como hG31P*® (SEQ ID No.
14) ou hG31P*? (SEQ ID No. 13), mas também familias de construtos adicionais sem ami-
noéacidos exégenos (G31P*°) (SEQ ID No. 11) ou que foram também amino terminal-
deletado (isto &€, G31P™", G31P>3, ou G31P®). Foram também introduzidos no hG31P*® os
aminoacidos bovinos equivalentes nas posigdes aminoacidos 35 (SEQ ID No. 36), 37 (SEQ
ID No. 37), 44 (SEQ ID No. 38), 47 (SEQ ID No. 39) e 49 (SEQ ID No. 40). Cada proteina foi
expressada, purificada e caracterizada por meio de SDS-PAGE e Western blotting. Como
previsto, cada uma compreendia fita Unica de ~8kD que foi reativa com anticorpos anti-
CXCLS.

Caracterizagédo bioldgica do andlogo CXCL8s. Foram usados os ensaios de quimio-
taxia com neutréfilos humanos purificados para avaliar as atividades agonista e antagonista
CXCL8 de cada construto (Figura 12).
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hCXCL83.72)K11R(hK11R)-hK11R teve atividade especifica significativamente maior
(ensaio de quimiotaxia neutrofilica) que o CXCL8 humano, tal que ele representa um agonis-
ta neutrofilico muito mais forte que a quimiocina humana naturalmente encontrada. Desse
modo o hK11R pode ser usado em situagdes clinicas que demandem por aumentado recru-
tamento/ativagao neutrofilica.

Substituigdes hCXCL83.7KI 1R/G31P (hG31P)-G31P dentro de hK11R"® eliminou
essencialmente a atividade agonista dessa molécula, tal que hG31P*® foi pelo menos tao
eficaz quanto um antagonista de quimiotaxia induzida por CXCL8 como bG31P*¢.

As diversas estruturas N-terminais de hG31P influenciaram a atividade biolégica
dos analogos, tal que hG31P*® e hG31P*? aparentaram serem antagonistas superiores de
quimiotaxia de CXCL8, enquanto que hG31P*® e hG31P*? possuiram atividade antagonista
de quimiotaxia menos significativa relativamente ao bG31P*®. De modo interessante, quando
comparado quanto as suas capacidades para inibir a liberagdo FOI CXCL8-induzida a partir
de neutréfilos humanos, as diversas seqiéncias N-terminais tiveram muito menos efeitos
sobre as atividades antagonistas dos analogos, com cada analogo exibindo atividade anta-
gonista de liberagdo ROI altamente significativa. A liberagdo de ROI é dependente da ativi-
dade da NADPH oxidase em neutréfilos, e foi reportado que a NADPH oxidase esta sob o
controle de CXCR2, mas ndo de CXCR1 .

O argumento para os diferentes graus de eficacia desses diversos analogos de
substitui¢do N-terminal pode ser que os dois ou seis residuos extras em hG31P*? ou
hG31P*® podem reduzir ainda mais o potencial da interagio do motivo ELR (isto € no G31P),
talvez por impedimento estérico.

A fim de documentar ainda mais as capacidades de hG31P para antagonizar as
fungdes de CXCR?2, foi avaliada sua capacidade para inibir a quimiotaxia neutrofilica CXCL5
(ENA-78)-dependente; CXCL5 é um ligante CXCR2-especifico, mas ndo um ligante CXCR1-
especifico. hG31P*® antagonizou sua atividade quimiotatica num modo dose-dependente
(Figura 14).

Foi também avaliado se os diversos analogos N-terminais de hG31P possuiam ati-
vidade agonista significativa, relativamente ao PBS sozinho ou em um ensaio de quimiotaxia
neutrofilica. Nao foram descobertas respostas significativas da parte de neutréfilos relativa-
mente a qualquer dos anélogos N-terminais alternativos.

Foi em seguida avaliada se as substituigdes adicionais dentro de hG31P*® dos ami-
noacidos discrepantes humano-bovinos poderiam aumentar essa atividade antagonista do
hG31P. Foram gerados e testados hG31P/A35E, hG31P/L49V, hG31P/R47D, hG31P/S44T
e hG31P/T37S e descoberto que todos foram agonistas ineficazes. A introdugdo de aminoa-
cidos bovino-equivalentes nas posigdes 35, 37, 44, 47 ou 49 reduziu diferencialmente a ati-

vidade antagonista desses analogos, tal que os andlogos R47D e S44T pareceram aumen-
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tar a atividade de CXCL8, preferivelmente que inibi-la, enquanto que os analogos A35E,
L49V e T37S néo apresentaram significativa atividade de inibigdo da quimiotaxia.

Foi previamente documentado que bG31P pode antagonizar as atividades quimiota-
ticas neutrofilicas presentes no esputo proveniente de pacientes com fibrose cistica (CF)
que experimentam exacerbagdes bacterianas de pneumonia. Desse modo, foi testada a ca-
pacidade de hG31P para bloquear as atividades quimiotaticas neutrofilicas presentes no
esputo proveniente de pacientes com CF branda (n=l), moderada (n=2), severa (n=2), ou
avangada (n=2), mas também proveniente de pacientes com bronquiectasia néo classificada
(n=2; bact), moderada (n=2), ou severa (n=2). Esputos provenientes de pacientes diagnosti-
cados com asma, DPOC, ou sinusite/bronquite geral foram também testados com ou sem
hG31P"*. Com a excegéo do paciente de asma com um controle, todos os outros foram cultu-
ra-positivos para as diversas espécies bacterianas (por exemplo, Haemophilus, Pseudomo-
nas, Staphylococcus). Cada amostra foi titulada em experimentos preliminares para deter-
minar a diluigdo 6tima para uso no ensaio de quimiotaxia. G31P foi eficaz para bloquear de
modo marcante as atividades quimiotaticas neutrofilicas presentes em todas as amostras,
exceto aquelas provenientes de pacientes de CF avangada. Isso sugere que uma etiologia
pode existir para a patologia observada em pacientes com CF avangada.

‘ hG31P antagoniza a inflamacgéo neutrofilica in vivo

~ Foi previamente documentada a capacidade de bG31P para bloquear inflamacéo
neutrofilica dérmica induzida por endotoxina e patologia de endotoxemia das vias respirato-
rias. Desse modo foi em seguida avaliada a atividade de hG31P em modelos de endotoxe-
mia das vias respiratorias.

Modelo rato da endotoxemia das vias respiratérias

Na medida em que ratos sdo animais pequenos e isso iria requerer substancialmen-
te menos G31P que em porcos da india (0 modelo padrao), foram primeiramente testados
os efeitos protetores de hG31P*® sobre a inflamag&o neutrofilica em ratos. Nos testes preli-
minares foi determinado que a dose LPS de 1,5 mg/kg proporcionou uma apropriada dose
de provocacgao para ratos BALB/c; isto esta em absoluto contraste aos porcos da india, onde
5 pg/kg de LPS induz uma forte neutrofilia, pirexia das vias respiratérias, € uma resposta
hemorragica pleural pulmonar. Num experimento em um unico rato (n=5/grupo, aos ratos
foram dados salino ou 100, 250, ou 500 ug/kg de hG31P*® s.c, em seguida uma hora mais
tarde eles foram provocados de modo intranasal, sob anestesia leve por gas isofluorano,
com LPS (1/5 mg/kg). Ap6s 16 horas, os animais foram eutanasiados usando CO,, em se-
guida o sangue, fluido de lavagem alveolar bronquial (BAL), e tecidos pulmonares foram
tomados para a analise. Embora um ensaio piloto anterior tenha mostrado que 150 ug/kg de
bG31P teve pouco efeito em um modelo peritonite LPS a hG31P*® foi altamente eficaz em

reduzir as células brancas totais do sangue das vias respiratérias e a infiltragdo neutrofilica,
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neutrofilia parenquimal pulmonar, e, a um nivel mais baixo e variavel, também a aparéncia
das células vermelhas do sangue nas vias respiratérias (Figura 17).

Modelo porco da india de endotoxemia das vias respiratérias

Foi também empregado um modelo porco da india da endotoxemia das vias respi-
ratérias em trés experimentos. Em um, aos animais foram dadas uma dose supra-6tima de
endotoxina (50 ug/kg), enquanto que no segundo e terceiro eles foram provocados com a
dose LPS padrdo de 5 yg/kg, mas com G31P aplicado em niveis variados. Em cada experi-
mento, os animais foram provocados de modo intranasal com LPS e tratados s.c. ao mesmo
tempo com G31P. Quinze horas mais tarde, os animais foram sacrificados e o sangue peri-
férico deles (diferenciais WBC) e respostas pulmonares (nimeros WBS BAL, diferenciais, e
niveis de produto de desgranulagdo neutrofilica, e neutrofilia tecidual) foram avaliados como
acima.

Experimento de provocagdo LPS com alta dose (mérbida)

Em doses de > 50 yg/kg, LPS induz graves danos pulmonares em porcos da india,
incluindo grave hemorragia para dentro das vias respiratérias, embora nessas doses a infil-
tragado neutrofilica dos pulmdes é embotada, relativamente aquela observada com +/- 5 u-
g/kg LPS. Foi descoberto ainda com provocagédo de 50 ug/kg LPS, hG31P*® foi muito eficaz
em reduzir a aparéncia das células vermelhas do sangue (RBC) nas vias respiratérias (Figu-
ra 18). O tratamento por G31P também reduziu os numeros médios de neutréfilos no BAL.

Eficacia de hG3IP e hbG31P na patologia da endotoxemia das vias respiratérias

Foi comparada a eficacia terapéutica de hG31P*°, hG31P™", hG31P*?, e hG31P"¢,
bem como a quimera bovino-humano bhG31P*®, que aparentou ser altamente eficaz in vitro
contra o recrutamento neutrofilico dependente de CXCL8 humano. Novamente, foram apli-
cados 250 ug/kg de cada isoforma G31P a grupos de porcos da india (s.c; n=5), e a provo-
cacao deles por meio das vias respiratérias com 5 ug/kg E. coli LPS, em seguida 15 h mais
tarde os animais foram sacrificados e avaliada a neutrofilia do sangue periférico deles, e a

neutrofilia das vias respiratérias, e os niveis de células vermelhas no sangue, bem como os

niveis de dois marcadores neutrofilicos granulares, lactoferrin (um primeiro marcador espe-

cifico granular de neutréfilo) e mieloperoxidase (um segundo marcador especifico granular
de neutréfilo). Nessa dose de 250 ug/kg, cada uma das isoformas de G31P estadas essen-
cialmente removeram essencialmente a infiltragéo de neutréfilos para dentro das vias respi-

ratorias (neutréfilos BAL), e reduziram significativamente a aparéncia de RBC, lactoferrin e

‘mieloperoxidase no BAL (Figura 19). D& a impressdo de como se hG31P*? pode ter dada

protecdo maior que os outros, mas nédo significativamente sendo quando todos os parame-

-tros s&o levados em conta. A quimera bhG31P foi também altamente eficaz nesse sistema

em termos de cada um dos parametros avaliados.

Testes toxicolégicos.
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A realizagéo de testes preliminares da toxicidade de bG31P foi realizada. A aplica-
¢do de bG31P (250 ug/kg) a trés porcos da india numa janela de tempo designada para oti-
mizar a sensibilizagdo imune (isto €, se as moléculas fossem um imunogénico) nio induz
quaisquer flutuagdes observaveis do normal nos niveis séricos do painel de enzimas hepati-
cas e renais. Ndo foram observadas alteragdes no comportamento do animal ou quanto ao
seu estado de salde. Além disso, avaliagbes histologicas preliminares do coragéo, rim, pul-
ma&o, figado, intestinos, e desses animais ndo revelaram evidéncias de infiltrados inflamato-
rios, ou apoptose ou proliferagdo celular local, ou anormalidades histopatolégicas. Foram
feitos arranjos quanto a um patologista anatémico para avaliar de forma independente os
tecidos. Nao se foi capaz de detectar niveis discerniveis de reatividade do anticorpo anti-
bG31P no soro desses animais, embora os ensaios empregados ndo sejam particularmente
sensiveis.

De importancia para a geragdo de hG31P ou bG31P que utiliza um sistema de ex-
pressao procariético (isto €, bacteriano), foi descoberto que as preparagdes sdo significati-
vamente contaminadas com endotoxina bacteriana. Quando passado sobre colunas comer-
ciais de remogéo de endotoxina para reduzir a carga de endotoxina do farmaco, foi desco-
berto que o uso de colunas de remogéao de endotoxina resultou em perdas inaceitavelmente
altas de G31P. O tratamento in vivo de porcos da india com os niveis de endotoxina encon-
trados em doses terapéuticas de G31P n3o imita a atividade terapéutica de G31P.

Estudos de eficacia

Em um experimento foi empregado hG31P+6 a 50 ug/kg (isto é, 20% da dose 6tima
para bG31P). Porcos da india foram provocados com 5 ug/kg of LPS e tratados com essa
baixa dose de hG31P. Foi descoberto que hG31P+2 e hG31P+6 mantiveram apenas mo-
desta eficacia em termos de reduzir a infiltragdo neutrofilica, mas foi ainda eficaz em reduzir
a migragao das células vermelhas do sangue para dentro das vias respiratérias (o significa-
do dessa descoberta ndo esta inteiramente claro, mas ela sugere o potencial para um outro
grau de complexidade nos mecanismos por meio dos quais o farmaco atua).

Em uma outra abordagem in vivo usando o modelo de endotoxemia das vias respi-
ratérias, porcos da india foram provocados com uma dose de LPS conhecida induzir graves
hemorragias pulmonares, e tratados com 250 ug/kg hG31P (ver Figura 18). Sabe-se a partir
de estudos anteriores que nessa elevada dose de LPS os neutréfilos sdo apenas fracamen-
te alcangados a partir da vasculatura ao interior das vias respiratérias.

Em um experimento foi empregado hG31P*® a 50 ug/kg (isto &, 20% da dose 6tima
para bG31P). Porcos da india foram provocados com 5 ug/kg of LPS e tratados com essa
baixa dose de hG31P. Foi descoberto que hG31P e hG31P mantiveram apenas modesta
eficacia em termos de reduzir a infiltragdo neutrofilica, mas foi ainda eficaz em reduzir a mi-

gragéo das células vermelhas do sangue para dentro das vias respiratérias (o significado
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dessa descoberta ndo esta inteiramente claro, mas ela sugere o potencial para um outro
grau de complexidade nos mecanismos por meio dos quais o farmaco atua).

Em uma outra abordagem in vivo usando o modelo de endotoxemia das vias respi-
ratérias, porcos da india foram provocados com 50 mg/kg de LPS, uma dose conhecida in-
duzir graves hemorragias pulmonares, e tratados com 250 ug/kg hG31P (ver Figura 18).
Sabe-se a partir de estudos anteriores que nessa elevada dose de LPS os neutréfilos sdo
apenas fracamente alcangados a partir da vasculatura ao interior das vias respiratérias. Nao
obstante, hG31P teve efeitos significativos na redugdo do alto nivel de extravasamento de
RBC para dentro das vias respiratérias observados em animais provocados com altas doses
de LPS, tratados com salino (Figura 18) e tendeu a reduzir a resposta neutrofilica das vias
respiratérias e a mobilizagéo neutrofilica do sangue periférico associada com essa provoca-
¢ao (Fig. 18).

Discusséo

Foi demonstrado aqui que CXCL8;.74K11R/G31P € um antagonista de alta afinida-
de de multiplas quimiocinas ELR-CXC. In vitro, esse antagonista efetivamente bloqueou a
totalidade das atividades quimiotaticas neutrofilicas expressadas em lesées inflamatérias de
brandas a intensas dentro de dois compartimentos mucosais (pulmdes, e gldndulas mamari-
as), e bloqueou até 97% das respostas inflamatérias endotoxina-induzidas in vivo. CXCL8
foi identificado o como um mais importante quimioatraente nas amostras de pneumonia e
mastite, mas também demonstrou que 35% da atividade nas amostras de pneumonia bacte-
riana foi devido aos quimioatraentes ndo-CXCL8 que foram também eficazmente antagoni-
zados por CXCL83.74K11R/G31P. Com base nos estudos das respostas inflamatérias em
roedores (Tateda et al., 2001 ; Tsai et al., 2000), gado (Caswell et al., 1997), e humanos
(Villard et al., 1995), é claro que essas amostras podem conter numerosas quimiocinas ELR*
CXC (por exemplo, CXCL5, e CXCL8) para as quais CXCL8(3.74y)K11R/G31P possui um efei-
to antagonistico.
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Tabela 1
HUMBTGOTGE : SAKELRCGCIKTYSKPFHPKFIKELRVIESGPECANTEI IVKLSDGRELCLDPEKENUVOR-VVIKFLREABNS ~~ ¢ 72
Rhesusz BAKELRCECIKTYSKPFHPKPIKELRV IESGEHCANTEIIVKLS DGRELCLOPKEFRVOR~VVEKFVERAENQNY « T4
Pig-tailed : SAKELRCECIKTYSHPEHPKFIEKSLRVIBSGPECANTEITVELSDORELCLEPKERWVOR-VVEKFVKRAEBNQND @ 74
Red-crowna : SAKELRCLOTKTYSEPEEPKFIKSLRVIESGOHCVNTEL IVKLSDGKELCLDPKEFRVOR-VVEKFLKRAESONS ¢ 74

SheopORILE @ MSTELROGUIRKTHATPRHPKPIKELRVIESCPHCENSEIIVKLIKGREVCLDFKERKWVOR~VVOAFEKRAEKQDS © 74
PigBSILB_3 : VSAELRCQCINTHSTPRHPKYIKELREIESGFECENSEIIVKLVEGKEVCLOPKEXWVORKVVQIFLERTE K>~ ¢ 72
DOGILET_1 ¥SSELROQCIKTHSTPERPKYIKELRVIDSGPHCENSET IVKLENGNEVCLDEKEKWVOK - VY I FLXKARKODE @+ 74
CATCRULO30 « VESELRCOCIKTESTPEHPKYIKELRVIDSGPHUENSELIIVKLERGHNEVCLDFKEEWVOR-VVOITLKKAERKQDE ¢ T4
CRTAEISRSS : ISSELRCOCIKTHSTPFNPHLIKELTVIDSGPECENSEI IVKLVRGEEVCLDPHOKEVOK-WVEIFLEKABKONA ¢+ 74
dolphinABd ¢ MTSELROQUINIHSTPEHPKPIRELRVIESGPHCENSEITVKLYVNGEEYCLNPKEKWVOK-VVOIFEXRAEKKDE ¢+ 74
HORSERY184 : ITAELRCOCIKTHSKPFNPKLIKEMRATESGPECENSEIIVKLVRGAEVCLNPHTKHVQI~EVOAFLXRREGONP 1« 74
ELRC Ikt 5 PPRPE IkBElrvl BGPHC N EIIVEL 6 E CL PRe WVWQ Vv F X A=

Bovine. 1 MSTELRCOCIKTHSTOFHOKFIKELRVIESGPHCENSEI TVRLYKGNEVCLNPKEKWVOK-VVQVFVKRAEBKQDP ¢ 74

HUMANO: RUMBTOGF06) $Exact 160
Rhesus SERRCET a1
Pig-tailed 3EXECT g1
Red—crowned $Rxacy =]
Bovine. LExacT Ead
SheepOAILE 1 FExR2CE T4
Pig58ILE_3 TEREQR 72
DOGILEY 1 SExact 70
CATCPBIO2G8_1 LExact 70
CATAF1S58583 2 $Bxact 87
golphinABBE6002 1 $Exact &8
HORSEAY184356_3 $Exact 64

Alinhamento de CXCL8 de mamiferos selecionados e % de identidade com CXCL8
humano

Tabela 2

Resultados da atividade da proteina quimérica (% supresséo)
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1st 2nd 3rd 4th Mean
bG31P 56 72 51 53 58
hbG31P+7 11 36 66 46 39.75
hbG31P/IS37T+7 -2 104 73 82 12.25
hbG31P/T3IK+7 -9 -35 34 -19 -7.25
hbG3M1P/T15K+7 16 -24 80 -38 8.5
hbG31P+6 70 20 45
hbG31P/S37T+6 61 -82 -71.5
 hbG31PIE35A+6 35 -132 -48.5
hbG31P/H13Y+6 52 -244 -96
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REIVINDICACOES

1. Um peptideo purificado ou isolado compreendendo uma seqiiéncia de aminoaci-
do de: X{ELRCXCIRX XSXPFXPKXI XEXXXIXSPP HCXNXEIVK LXXGXEXCLX
PXXXWVQXXV XXFXKXXEXX,X3Xs CARACTERIZADO pelo fato de X, X3, X3z e X4 serem
independentemente residuos de aminoacidos 0 — 10 e X ser qualquer aminoacido.

2. Peptideo, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de X;
ser aminoacidos 0 — 8.

3. Peptideo, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de cada
X, ser aminoacidos 0 — 6.

4. Peptideo, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de X
ser selecionado do grupo que consiste de GSK, GST, S, A, T, K, GSMGGSK, e GSMGGST.

5. Peptideo, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de X,
ser aminoacidos 0.

6. Peptideo, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato da con-
dicdo de que a seqiiéncia de aminoacido ndo ser conforme disposto em qualquer uma da
SEQ ID No. 6 — 9.

7. Peptideo, de acordo com a reivindicagdo 1, CARACTERIZADO pelo fato de
compreender uma seqiiéncia de aminoacido conforme disposto na SEQ ID No. 13.

8. Um peptideo purificado ou isolado compreendendo uma sequéncia de aminoAaci-
do de: X:ELRCXeCIRXqo X11SX13PFX16PKX1gl  X21EX23X24X251X27SPP  HCX33NX3sEIIVK
LX 42X 43GX4sEX47CL X550 PX52X53X54WVQX58 X590V X61X62FX64KX66X67EX69X70X71X72 (SEQ ID
No. 43) CARACTERIZADO pelo fato de Xj, X709, X771 € X72 serem independentemente amino-
acidos 0 — 10; e Xg, X0, X11, X43, X1e, X1g, Xa1, Xa3, Xaa, Xo5, Xo7, Xaz, Xas, Xaz, Xa3, Xa5, Xa7, Xso,
Xs2, Xs3, Xsa. Xss, Xse, Xe1, Xe2: Xe4, Xes, Xe7 € Xgg sS€rEM cada um independentemente selecio-
nados do grupo que consiste de: A, D, E, F, G, H,|, K. L, M,N,P,Q,R,S, T,Ve Y.

9. Peptideo, de acordo com a reivindicagdo 8, CARACTERIZADO pelo fato de X
ser aminoacidos 0 — 8.

10. Peptideo, de acordo com a reivindicagéo 8, CARACTERIZADO pelo fato de ca-
da X, ser aminoacidos 0 — 6.

11. Peptideo, de acordo com a reivindicagdo 8, CARACTERIZADO pelo fato de X;
ser selecionado do grupo que consiste de GSK, GST, S, A, T, K, GSMGGSK, e GSMGGST.

12. Peptideo, de acordo com a reivindicagdo 8, CARACTERIZADO pelo fato de X,
ser aminoéacidos 0.

13. Peptideo, de acordo com a reivindicagdo 8, CARACTERIZADO pelo fato da
condigdo de que a seqiiéncia de aminoacido ndo ser conforme disposto em qualquer uma
da SEQID No. 6 - 9.

14. Peptideo, de acordo com a reivindicagédo 8, CARACTERIZADO pelo fato de
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compreender uma seqiiéncia de aminoacido conforme disposto na SEQ ID No. 13.

15. Um peptideo purificado ou isolado compreendendo uma seqiiéncia de aminoa-
cido de: X{ELRCXgCIRX g X41SX13PFX16PKX1gl X21EX23X24X251X27SPP  HCX33NX35EIIVK
LX42X43GXasEX47CLXs0  PX52X53X54WVQXs58X59V  Xe1Xe2F X64KXe6Xe7EXe9X70X71X72 (SEQ ID
No. 4) CARACTERIZADO pelo fato de X, ser independentemente aminoacidos 0 — 10; Xg
serQ,Eoul; XposerToul; X;yserHouY; X3 ser TouK; Xigser HouN; Xigser FouY
oul; Xy serKouR; Xa3 serL ou M; Xasser Rou T; X5 ser V ou A; X,7 ser D ou E; XzzserV
OUAOUE; XssserTousS; XsaserSouVouTouF; Xs3ser D ouN; X5 ser Rou A ou N ou
KouD; X47serLouV; XsoserDouN; Xspser KouH; XszsserEouQou T, XsuserPouN
ou Q; Xsg ser Rou Kou I; Xs9 ser V ou I; Xg;ser E ou Q; Xg, ser Kou l ou Vou A; Xgs ser L
ouV,; Xgsser Rou K; Xegz ser Aou T; Xggser S ou N ou K ou G; X7, ser Q ou S ou K ou dele-
tado; X7; ser N ou D ou deletado; X7, ser P ou A ou S ou deletado.

16. Peptideo, de acordo com a reivindicagao 15, CARACTERIZADO pelo fato de X,
ser aminoacidos 0 — 8.

17. Peptideo, de acordo com a reivindicagdo 15, CARACTERIZADO pelo fato de
cada X, ser aminoacidos 0 — 6.

18. Peptideo, de acordo com a reivindicagdo 15, CARACTERIZADO pelo fato de X;
ser selecionado do grupo que consiste de: S, A, T, K, GSK, GST, GSMGGSK, GSMGGST
ou deletado.

19. Peptideo, de acordo com a reivindicagdo 15, CARACTERIZADO pelo fato da
condigdo de que a seqiiéncia de aminodacido ndo ser conforme disposto em qualquer uma
da SEQ ID No. 6 - 9.

20. Peptideo isolado CARACTERIZADO pelo fato de consistir essencialmente de
uma sequéncia de aminoacido conforme disposto em qualquer uma da SEQ ID No. 10 — 41.

21. Uma sequéncia isolada de polinucleotideo compreendendo uma seqiiéncia de
nucleotideo que codifica uma seqiiéncia de aminoacido de: X;ELRCXCIRX XSXPFXPKXI
XEXXXIXSPP  HCXNXEIVK LXXGXEXCLX PXXXWVQXXV  XXFXKXXEXX;X3X,4
CARACTERIZADA pelo fato de X, X;, X3 e X4 serem independentemente residuos de ami-
nodacidos 0 — 10 e X ser qualquer aminoacido.

22. Seqliéncia de polinucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 21,
CARACTERIZADA pelo fato de X, ser aminoacidos 0 — 8.

23. Sequéncia de polinucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 21,
CARACTERIZADA pelo fato de cada X; ser aminoéacidos 0 — 6.

24. Seqliéncia de polinucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 21,
CARACTERIZADA pelo fato de X; ser selecionado do grupo que consiste de GSK, GST, S,
A, T, K, GSMGGSK, e GSMGGST.

25. Seqiéncia de polinucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 21,
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CARACTERIZADA pelo fato de X; ser aminoacidos 0.

26. SequUéncia de polinucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 21,
CARACTERIZADA pelo fato da condigdo de que a seqliéncia de aminoacido ndo ser con-
forme disposto em qualquer uma da SEQ ID No. 6 — 9.

27. Sequéncia isolada de polinucleotideo compreendendo uma seqiiéncia de nu-
cleotideo que codifica uma seqiéncia de aminoacido de: X;ELRCXgCIRX;
X118X13PFX16PKX gl X21EX23X24X051X27SPP HCX33NX3sEINVK X 40X43GX4sEX47CLX 50
PX52X53X54WVQX58X59V X1 Xe2F Xg4KX56X67EX59X70X71X72 (SEQ ID No. 43)
CARACTERIZADA pelo fato de X;, X7, X71 € X;2 serem independentemente aminoacidos 0
- 10, e XG: X10- X11,X13, X16, x19, X21, X23, X24, X251 X27: X33, X35’ X42, X43, X45: X47: X50, X52, X53-
Xsa, Xsg, Xsg, Xe1, Xe2, Xea, Xes, Xe7 € Xeg S€rem cada um independentemente selecionados do
grupo que consistede: A,D,E,F,G,H, LK, L, M,N,P,Q,R,S, T,VeY.

28. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 27, CARACTERIZADO pelo fa-
to de X, ser aminoacidos 0 — 8.

29. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicagédo 27, CARACTERIZADO pelo fa-
to de cada X, ser aminoacidos 0 — 6.

30. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 27, CARACTERIZADO pelo fa-
to de X, ser selecionado do grupo que consiste de GSK, GST, S, A, T, K, GSMGGSK, e
GSMGGST.

31. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 27, CARACTERIZADO pelo fa-
to de X, ser aminoacidos 0.

32. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 27, CARACTERIZADO pelo fa-
to da condicdo de que a sequéncia de aminoacido nao ser conforme disposto em qualquer
uma da SEQ ID No. 6 - 9.

33. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 27, CARACTERIZADO pelo fa-
to de codificar uma seqléncia de aminoacido conforme disposto na SEQ ID No. 13.

34. Uma seqléncia isolada de polinucleotideo que codifica uma seqiéncia de ami-
noacido de: X4ELRCX¢CIRX 9 X11SX13PFX16PKX1gl X21EX23X24X251X27SPP HCX33NX35ENVK
LX42X43GX4sEX47CLX50 PX52X53X54WVQX5X50V  Xg1X62F X64KXe6X67EX69X70X71X72 (SEQ 1D
No. 4) CARACTERIZADA pelo fato de X; ser independentemente aminoacidos 0 — 10; Xs
serQ,Eoul; XioserToul; X;3;serHouY; Xi3ser TouK; XigserHouN; XigserFouY
ou L; X3 ser Kou R; Xz3 ser L ou M; Xasser Rou T; Xzs5 ser Vou A; X,7 ser Dou E; XyzserV
OUAOUE; XssserTousS; Xsoser SouVouTouF; Xg3ser Dou N; Xss ser Rou A ou N ou
KouD; Xs7 serLou V; Xspser D ou N; Xs, ser KouH; Xsz3serEouQou T; Xssser PouN
ou Q; Xss ser Rou K ou I; Xsg ser V ou |; Xg1 ser E ou Q; Xg2 ser Kou | ou V ou A; Xes ser L
ou V; Xgsser Rou K; Xgz ser A ou T; Xggser S ou N ou K ou G; X7 ser Q ou S ou K ou dele-
tado; X7 ser N ou D ou deletado; X7, ser P ou A ou S ou deletado.
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35. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicacdo 34, CARACTERIZADO pelo fa-
to de X, ser aminoacidos 0 — 8.

36. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 34, CARACTERIZADO pelo fa-
to de cada X, ser aminoacidos 0 — 6.

37. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 34, CARACTERIZADO pelo fa-
to de X; ser selecionado do grupo que consiste de: S, A, T, K, GSK, GST, GSMGGSK,
GSMGGST ou deletado.

38. Polinucleotideo, de acordo com a reivindicagdo 34, CARACTERIZADO pelo fa-
to da condigdo de que a seqliéncia de aminoacido nao ser conforme disposto em qualquer
uma da SEQ ID No. 6 — 9.

39. Um polinucleotideo isolado CARACTERIZADO pelo fato de consistir essenci-
almente de uma seqiiéncia de nucleotideo que codifica uma seqiiéncia de aminoacido con-
forme disposto na SEQ ID No. 10- 41.

40. Uma célula transgénica CARACTERIZADA pelo fato de compreender o polinu-
cleotideo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 21 — 39.

41. Um hospedeiro viral geneticamente engenheirado CARACTERIZADO pelo fato
de compreender o polinucleotideo, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes de 21 —
39.

42. Um vetor de expressdo CARACTERIZADO pelo fato de compreender o polinu-
cleotideo, de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de 21 — 39, operacionalmente
ligado a uma seqliéncia regulatéria que controla a expressdo do citado polinucleotideo em
um hospedeiro adequado.

43. Uma célula de hospedeiro CARACTERIZADA pelo fato de compreender o vetor
de expressao, de acordo com a reivindicagao 42.

44. Uso do peptideo, de acordo com qualquer uma das reivindicagoes de 1 — 20 na
fabricagdo de um medicamento, CARACTERIZADO pelo fato de ser para o tratamento de
uma patologia mediada pela quimiocina CXC.

45. Uso, de acordo com a reivindicagdo 44, CARACTERIZADO pelo fato do medi-
camento ser para o tratamento de uma patologia mediada pela quimiocina ELR-CXC.

46. Uso, de acordo com a reivindicagao 44, CARACTERIZADO pelo fato do medi-
camento ser formulado para liberagao intravenosa, liberagao intradérmica ou liberagédo sub-
cuténea.

47. Uso, de acordo com a reivindicagdo 44, CARACTERIZADO pelo fato da patolo-
gia mediada pela quimiocina CXC ser selecionada do grupo que consiste de: dano por is-
qguemia-reperfusdo, sindrome de sofrimento respiratério agudo induzido por endotoxemia,

glomerulonefrite do tipo imuno complexo, pneumonia bacteriana e mastite.
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48. Um meétodo de tratamento de uma patologia mediada pela quimiocina CXC,
CARACTERIZADO pelo fato de compreender a administragdo a um individuo com necessi-
dade de tal tratamento de uma quantidade efetiva de um peptideo, de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes de 1 — 20.

49. Método, de acordo com a reivindicagdo 48, CARACTERIZADO pelo fato da pa-
tologia mediada pela quimiocina CXC ser uma patologia mediada pela quimiocina ELR-
CXC.

50. Método, de acordo com a reivindicagdo 49, CARACTERIZADO pelo fato da pa-
tologia mediada pela quimiocina CXC ser selecionada do grupo que consiste de: dano por
isquemia-reperfusdo, sindrome de sofrimento respiratério agudo induzido por endotoxemia,

glomerulonefrite do tipo imuno complexo, pneumonia bacteriana e mastite.
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Fig. 3
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Fig. 5
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Fig. 9 — CARACTERIZAGAO FiSICA DE ISOFORMAS hbG31P
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Fig. 11 — EFEITO DA SEQUENCIA CARBOXI-TERMINAL DE
hbG31P EM SUAS ATIVIDADES ANTAGONISTAS
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Fig 12A.
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Fig 14. HG31P ANTAGONIZA ENA78, UM LIGANDO CXCR2-ESPECIFICO
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Fig. 15 HG31P antagoniza liberagdo ROI CXCL-8-induzida
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16 HG31P antagoniza atividades quimiotaticas neutrofilicas no
esputo de pacientes com bronquiectasia

Fig.

Tratamento do esputo: (barras azuis) ou hG31P (10 ng/mL; barras roxas)
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Fig. 17 HG31P reduz inflamagéo pulmonar em ratos endotoxémicos
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Fig. 18 Efeito de hG31P em endotoxemia moérbida das vias respiratorias em
porcos da india
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Figura 19 Efeito das diversas isoformas hG31P (& hbG31P) sobre
patologia endotoxemia das vias respiratérias em porcos da india
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Figura 20 Efeito das diversas isoformas hG31P (& hbG31P) sobre
patologia endotoxemia das vias respiratérias em porcos da india
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: RESUMO .
“ANTAGONISTAS DE ALTA AFINIDADE DE QUIMIOCINAS ELR-CXC”
A presente invengado fornece novas sequéncias de polipeptideo, métodos para sua

produgdo e seu uso para novos agonistas e antagonistas do receptor de quimiocina ELR-
5§ - CXC. B . . , ~

-~
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