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Relatério Descritivo da Patente de Invencao ﬁara:

“PROTEINAS RECOMBINANTES TENDO ATIVIDADE HEMOSTATICA E

CAPAZES DE INDUZIR AGREGAGAO PLAQUETARIA" .

Campo da Invengao

i

A presente invengéo se refere as proteinas

recombinantes compostas pelo conjunto das sequéncias de

peptidec descrito para interagir com os receptore
coldgeno de plagueta. Essas proteinas tém atividade

agregante, independente da formacdo de uma tripla hé

i
s do

proéd-

lice.

Elas podem ser produzidas em bactérias e em células de

mamiferos.

Antecedentes da Invencéo
Coladgenos sdo os principais componentes estrutura
matriz extracelular de todos os organismos multicelul

Eles sdo uma familia de proteinas composta de 28

is da
|
ares.

tipos

diferentes que desempenham um papel durante o]

desenvolvimento e na homeostase tecidual. Eles sdo capazes

de serem montados em varias estruturas supramoleculare
a forma de fibrilas, microfibrilas ou redes.

Colagenos tém a caracteristica comum de conter 1

s sob

1M OUu

mais dominios gque tém uma estrutura de tripla hélice

formada por trés cadeias polipeptidicas, ou cadeid

enroladas em conjunto. Como todos os trés séao aminoéq

esta caracteristica ¢é habilitada pela presenca de

s o,
idos,

uma
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glicina nas porg¢des helicoidais motivos gque consistem de
sequéncias G-X-Y repetidas, onde X & frequentemente| uma
prolina e Y uma hidroxiprolina. Esta hidroxiproli?a é

essencial para a estabilizacdo da tripla hélice e é

caracteristica dos coldgenos. Os residuos de prolina sé&o

'

hidroxilados principalmente por prolil-4-hidroxilase (P-4-
H) em 4-hidroxiprolina. H& uma segunda hidroxilase, prélil—
3-hidroxilase, qgue permite a hidroxilacdo da prolina guando

ela estd na posicdo X, engquanto gque na posigdo Y, uma
|

prolina hidroxilada por P-4-H J& ¢é -encontrada. Em uma

molécula de colageno, as cadeias alfa podem ser idénﬁicas

ou diferentes. !
Moléculas de <colageno sao formadas de dominios

helicoidais (ou dominios colégenos) flanqueadas Qelos
|
dominios ndo-helicoidais, chamados de propeptideos N- e C-.

O reconhecimento das trés cadeias o que formam uma molécula

e o 1inicio das suas montagens estdo sob o controle da

extremidade C-terminal (propeptideo (). Este processo é

'

realizado no reticulo endoplasmatico. Subsequentemente, os

propeptideos N- e C- sdo retirados durante a maturagdo do

colageno, deixando sequéncias n&o-helicoidais curtas, os

telopeptideos. !

Colagenos desempenham um papel importante nas paredes

dos vasos, mantendo a integridade e elasticidade dos
|
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mesmos. Esta parede ¢é formada por coldgeno tipo 'I e
colégeﬁo tipo III, que sdo fibrilares, e de colégeno!tipo
IV, em forma de rede. Deve-se observar que o colageno tipo
ITIT também é fortemente expresso em placas de ateroma.iAlém
disso, os coldgenos sdo capazes de modular as fungéés de
células determinadas pela interacdo direta com recepéores
celulares especificos. Assim, o coldgeno, principalmente
dos tipos I e 1III, s&o potentes ativadores da f&ngéo
plaquetaria.

Coldgeno tipo III é um homotrimero composto por trés
cadeias ol dispostas em uma tripla hélice. Dois tripietes
G-P-P (potencialmente hidroxilado), presentes | na
extremidade C-terminal das cadeias ol, sdo éntéo
suficientes e necessdrios para a nucleacdo e o dobraAento
da tripla hélice (Bulleid et al., EMBO J. 1997 Nov 17;

16(22): 6694-701). Por outro lado, estes dois tripleteé nao

1

sdo suficientes para permitir a combinacdo inicial das frés
cadeias. E interessante verificar que Bulleid et al. (1997)
!
observaram maior eficiéncia de formagdo de tripla héﬁice
guando trés tripletes s&o mantidos, e essa eficiéncia é
ainda maior do gue para a molécula selvagem. VéFias
proteinas estdo envolvidas no processo de montagem das

cadeias monoméricas: HSP47 (proteina de choque térmic?) e

PDI (proteina dissulfeto isomerase). Propeptideo C, situado
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na extremidade C-terminal das cadeias monoméricas, aparece
|

envolvido no alinhamento das cadeias o e a formacdo! das
pontes dissulfeto necessdrias para a estabilizagéq da
proteina (Bulleid et al., EMBO J. 1997 Nov 17; 16(22):
6694-701). Este propeptideo C é, desta forma, necesgério
apenas para assegurar a combinacédo dés cadeias monomér%cas.
Varios pontos devem ser lembrados em relacdo a ele: |

- ‘Trata-se de uma sequéncia descontinua de|l 15
aminodcidos que determina a montagem padr&o especifical das
cadeias ol (Hulmes DJ, J Struct Biol. Jan-Fev 2002; 137(1-
2): 2-10).

- Um dominio espiral enovelado localizado no inicipo do
propeptideo-C estd envolvido na trimerizacdo do colédjgeno
IITI (Bulleid et al., EMBO J. 17 de novembro de f997;
16(22): 6694-701). Este dominio ¢é composto por quatro
heptapeptideos (McAlinden et al, J Biol Chem. 24 de outubro
de 2003; 278(43): 42200-7).

- Ele contém oito residuos de cisteina, gue permitem a

formacdo de pontes dissulfeto intra e intercatenéarias.

A presenca de pontes dissulfeto entre cadeias no C-

telopeptideo ou C-propeptideo ndo é necessario parb a
|

combinacdo das cadeias e a formac3do da tripla hélice

(Bulleid et al., Biochem J. 1° de Jul 1996; 317 (Pt 1): 195-
. |

202) . Deve-se notar que 0s experimentos sdo realizados| com
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1
1
|

o N-propeptideo. As nocgdes de trimero e de alfa—tﬁipla
|
hélice parecem paradoxalmente independentes. Na auséncia de

!

N-propeptideo, parece sensato deixar ou a cisteina 2 ﬁo C-
t

propeptideo, ou as duas cisteinas do C—telopeptideo.lEsta

i
i

. . ~ A . . d
ultima porgdo, chamada de seqléncia nd (GPCCG), permite a

]

formacdo de pontes dissulfeto apenas em virtude de  um
!

fenbmeno preliminar de montagem e dobramento das cadeias ol
" i

(Boudko e Engel, J Mol Biol. 30 Jan 2004; 335(5): 1289¥97).

]

1
Seja de origem traumatica ou a consequénci? da

i
aterosclerose, os danos a parede arterial sdo acompanhados

. - .
pela destruicdo do endotélio wvascular e exposigdo] dos
componentes trombogénicos, como o colageno. Isto é& seguido
|
pela adesdo de plaguetas no local danificado, em contato
com superficies ricas em coldgeno ou fragmentos de

coldgeno, a sua ativacdo e a formacdo de um trombo. A

adesdo e estabilizacgdo das plaguetas em contato com! este

coldgeno s&@o permitidos por meio de interacgdes mﬁltiplas,
dev afinidades altas, entre os receptores presenteg na
superficie das plaquetas e o coldgeno. Esta adesdo ! pode
ocorrer de forma indireta, apds a ligacdo do dominio Al do

fator de wvon Willebrand (vWF) com o complexo plaquetdrio

formado de glicoproteinas (Gp) GPIb-V-IX, em si ligado ao

coldgeno pelo seu dominio A3, ou pela interagdo direta

entre um receptor de plaquetas e <colégeno. Varios
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receptores podem ligar-se as moléculas de colégeno em

~ 3 z 3 z » . ’I
sequénclas peptidicas altamente especificas, ou seja, :a
i

integrina 21, que desempenha um papel importante na
estabilizag¢d&oc das plaquetas em contato com o colégenoJ e
GpVI, considerado o mais importante para o receptor paﬁa a

ativacao plaquetédria. Outro receptor, TIIICBP (protein% de

/
ligagdo ao colégeno tipo III), tem sido descrito como gsendo

i
l

capaz de se ligar ao colégeno diretamente. /

/
A taxa de fluxo do vaso sanguineo é um determﬁnante

principal que define o tipo de receptores de colégégo das
)
plaquetas recrutados. Com uma taxa de fluxo elevéda, as

plaquetas interagem com colageno via VWF atrévés do
|

i

receptor GplIb e depois elas sdo ativadas pela lidacdo via
i

i
;

GpVI; a integrina a2pl intervém apenas  jcomo um
1

estabilizador da ligagdo plagueta-colégeno. Em.ﬁnma baixa

taxa de fluxo, as plaquetas se ligam ao colégeno/através da

/

integrina a2fl, seguido pela ligacao ao GpVI, le&ando assim
a ativagcdo das mesmas, que é a etapa quef prepara a
agregacgdo plaquetéria. Da mesma forma, outros ﬁ;ceptores de

{
colageno das plaquetas estdo envolvidas, tais ¢omo TITIICRP.

/
Em todos os casos, GpVI desempenha um impor%énte papel na
ativacdo plagquetéaria. /

;
~ o . / ‘
A adesdo plaquetédria é um processo %ue agora esté

dissociado da ativagcdo plaquetaria. De/ fato, muitos
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peptideos, correspondendo as porgdes de peptideo curto de
coldgeno, sdo capazes de induzir a adesdo de plaguetas sem
levar a ativacgcdo das mesmas. No entanto, alguns desses
peptideocs tém a capacidade de induzir a ativacgéao
plaqgetériave exibem uma chamada atividade pré-agregante.
Suas estruturas de tripla hélice parecem ser um pré-
requisito essencial para esta atividade. Deve-se notar que
guando alguns desses peptideos permanecem na forma
monomérica, eles exibem uma atividade anti-agregante por um
mecanismo que continua a ser identificado, mas que poderia
ser a ocupagdc dos sitios que se tornam indisponiveis para
o coldgeno natural.

A maioria dos trabalhos que visam identificar as
sequéncias de peptideo envolvidas na ades&o de plaguetas
com o <colageno tipo III wusam o fragmento ol (III)CB4
correspondendo ao fragmento de digestéo por CNBr
apresentando a maior atividade de agregacéo.

Vérias porgdes do peptideo foram descritas nos ultimos
anos, como sendo capazes de se ligar e ativar as plaquetas.
Elas foram testadas sob a forma de peptideos de duas
naturezas possiveis:

- Semelhantes ao colageno, formados pela repeticido de
porgdes GPO conservadas repetidas n vezes, ndo presentes na

sequéncia natural de colé&geno tipo III;
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- Ou correspondentes aos peptideos formados das
porgcdes peptidicas presentes na sequéncia «l(III)CB4,
principalmente obtidas por sintese quimica (Farndale et
al., Biochem Soc Trans. Abr 2008; 36 (Pt 2): 241-50).

Integfina o231 é um receptor para coldgenos, laminina
e outros ligantes em varios tipos celulares, incluindo
células endoteliais e plaquetas. o2fl se liga ao coldgeno
através do seu dominio I nas porgdes dos peptideos
presentes na sequéncia de coléagenos fibrilares. Varias
por¢des foram descritas com maior afinidade por GFOGER
presente na cadeia ol de colageno tipo-I. Para o coldgeno
tipo III, e ao contrdrio do colédgeno tipo I, parece que
varias porg¢des GXYGER s&o necessdrias para a étima ligacdo,
com GLOGER, GMOGER, GROGER e GAOGER como as pdrgées
principais (Kim et al., J Biol Chem. 16 Set 2005; 280(37):
32512~20) . Outras porcgbdes, como GLOGEN e GLKGEN, foram
descritas, mas apresentam baixa afinidade por «2B1 (Raynal
et al., J Biol Chem. 17 Fev 2006; 281(7): 3821-31).
Observa-se que todos os peptideos sintetizados a partir
dessas porcgdes apresentam uma atividade de adesdo guando
elas s&o organizadas sob a forma de uma hélice tripla.

Glicoproteina VI (GPVI) é uma glicoproteina
transmembranar tipo I de 60-65 kDa  pertencente a

superfamilia da imunoglobulina (Ig). Ela ¢é expressa
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constitutivamente na superficie das plaquetas na forma de
um complexo ndo-covalente com a cadeia vy comum aos
receptores de Ig (FcRy). Os peptideos descritos como
interativos com estes receptores sdo peptideos semelhaﬁtes
ao colégeno formado a partir da repeticdo de 4 a 10
tripletes de GPO (Morton et al., Biochem J. 1° Mar 1995;
306 (Pt 2): 337-44 e Smethurst et al., J Biol Chem. 12 Jan
2007; 282(2): 1296-304) . Embora compreendendo 10% de
porgdes GPO, o numero méximo de repetigdes deste triplete
ndo ultrapassa trés na sequéncia natural de colégeno tipo
III. Deve ainda ser observado aqui que a formacdo da tripla
hélice ou de uma forma polimérica, obtida quimicamente apds
uma modificégéo dos residuos de cisteina ou 1lisina, é
fundamental para conferir a estes peptideos uma atividade
prdé-agregadora. Além disso, a presenca de uma
hidroxiprolina na posigdo 3 é essencial para esta
atividade. Por outro 1lado, guando - est&o na forma
monomérica, esses peptideos apresentam uma atividade anti-
agregante (Asselin et al., Biochem J. 15 Abr 1999; 339 (Pt.
2): 413-8). Recentemente, Jarvis vet al. identificaram a
porcdo peptidica na seqiiéncia de coldgeno tipo IIT que
apresenta a maiocr atividade de adesdo. Ela & composta dos
residuos GAOGLRGGAGPOGPEGGKGAAGPOGPO localizados nos

aminoacidos 523 a 549 de «ol(III)CB4 (Jarvis et al., Blood.
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15 Mai 2008, 111(10): 4986-96). Esta porgdo peptidica é
composta de trés GPOs, que ndo s&d0 consecutivos e que
parecem ser o numero minimo necessdrio para uma adequada
interacdo com GpVI.

A interacdo indireta entre o receptor plaquetédrio Gplb
e coladgeno ¢é dependente do VWF, quek € uma proteina
plasmatica multimérica sécretada pelas células endoteiiais
e plaguetas, em resposta aos danos vasculares ou apds um
aumento da pressdo parietal. Ela desempenha um papel
principal no recrutamento de plagquetas em sitios
danificados dos territdrios vasculares sujeitos a taxas de
fluxo elevadas. Este fator ¢é composto por trés dominios
chamados Al, A2 e A3. Ele se liga ao coldgeno através de
seu dominio A3 e se liga ao receptor GpIb pelo seu dominio
Al. O colageno tipo III parece ter um unico sitio, de alta
afinidade, para o dominio A3 de vVWF, que também estéa
presente no colageno tipo II. Esta porgdo peptidica estéa
localizada entre os aminodcidos 403 e 413 e é composta por
GPRGQOVMGFO, com certos aminodcidos criticos para a ligacéo
ao FvW (Lisman T ét al., Blood. 1° Dez 2006, 108(12): 3753-
6). Verkleij et al. identificaram como um sitio de ligacéo
potencial oS aminoacidos 541 a 558 compostos por
GAAGPOGPOGSAGTOGLQ (Verkleij et al., Blood. 15 Mai 1998/,

91(10): 3808-16). Esta porgdo peptidica estéd localizada
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entre a por¢do vWF descrita por Lisman et al. e a porcdo de
ligagdo olf2 a integrina GMOGER.

A equipe de Fauvel-Laféve descreveu a existéncia de um
octapeptideo, KOGEOGPK, situado entre os aminodcidos 655 e
662 do fragmento ol (III)CB4. O receptor plaguetério
reconhecido por este octapeptideo foi identificado e
nomeado TIIICBP (proteina de ligagcdo ao colageno tipo III)
(Monnet E et al., J Biol Chem. 14 Abr 2000; 275(15): 10912-
7). Este octapeptideo é capaz de inibir a interacdo das
plagquetas com o colédgeno tipo III, mas ndo com colégeno
tipo I, tanto em condigdes estaticas quanto fluidas. Mais
recentemente, Pires et al. mostraram que este octapeptideo
tem uma atividade inibitdéria sobre a agregacdc somente
guando ele estd na forma homotrimera. Pelo contrédrio, a sua
estrutura em tripla hélice formada adicionando a estas
extremidades cisteinas e GPP da-lhe uma atividade pré-
agregatdria (Pires et al., Eur J Med Chem. Mai 2007; 42(5):
694-701) .

As propriedades bioldgicas e ultraestruturais dos
colagenos, e notoriamente as suas capacidades de ligacéo
aos receptores de membrana, abrem um vasto campo de
aplicacdes por causa de suas multiplas funcdes nos tecidos.
No entanto, essas aplicacdes s6 tém sentido se for possivel

ter preparagdes homogéneas destes colaégenos em grandes



10

15

20

12

quantidades e de forma reprodutivel.

Dois métodos de produgdo foram utilizados para esta
finalidade. O trabalho e os desenvolvimentos realizados
nessas duas &reas sdo geralmente altamente direcionados
para uma determinada aplicag¢&o. Assim, a sintese guimica
pode produzir peptideos curtos que representam apenas uma
pequena parte da proteina, em geral porgdes peptidicas de
interesse. Sua principal aplicacdo refere-se a hemostasia
e, mais precisamente, a modulagdo da ligagcdo entre o
colégéno e as plaquetas.

No entanto, esses peptideos tém em geral apenas uma
das atividades procuradas e 1isso pode depender da
conformacgdo tridimensional do peptideo e, notoriamente, da
formacdo de uma tripla hélice. Assim, ha& uma necessidade
significativa pelo desenvolvimento de proteinas de colégeno
recombinantes funcionalizadas que podem ser produzidas por
sistemas bioldégicos que oferecem alta produtividade. Um
grande obstaculo sdo as dificuldades de ©producdo e
purificagdo destas proteinas derivadas do colédgeno devido
as suas tendéncias de agregar e aderir.

Até o momento sequéncias peptidicas curtas (menos de
50 aminodcidos) foram todas produzidas por sintese quimica,
e ndo através de sistemas de producdo celulares (Farndale

et al., Biochem Soc Trans. Abr 2008; 36(Pt 2): 241-50).
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Além disso, estas porgdes foram sintetizadas de forma

isolada. Por outro lado, a sintese de colageno tipo III
recombinante exibindo atividade de ligacg&o plaquetaria, foi
realizada através de sistemas de produgdo celulares e é a
totalidade da sequéncia, por exemplo, prowal (III), gque foi
utilizada. O objetivo visado é a sintese de.um procolageno
inteiro passivels de ser organizado em uma tripla hélice
(WO 9 307 889). Estes colagenos recombinantes tém em
principio aplicagdes multiplas, nomeadamente agueles da
seqiéncia completa do colégeno.

E, portanto, uma questdo de sintetizér proteinas
menores de estrutura mais simples que sejam, portanto,
menos exigentes em termos de producdo, mas gue preservem as
atividades bioldgicas de interesse da proteina nativa.

Sumério da Invencgdo

A presente invencgdo, portanto, se refere as proteinas
recombinantes que possuem as por¢des necessadrias para obter
uma atividade prdé-agregadora, sintetizada na forma de um
mondémero incapaz de ser estruturado na forma de uma tripla
hélice. A impossibilidade de formar esta tripla hélice é a
consequéncia da auséncia de: I) porgdes de reconhecimento
de cadeia o entre eles, II) dominios N- e C-terminais de
colageno ndo-helicoidais, bem como III), dois tripletes GPO

necessarios para a iniciacéo da tripla hélice.
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Surpreendentemente, a atividade pré-agregadora ¢é obtida na
auséncia da formacdo de uma tripla hélice.

O depositante demonstrou de maneira surpreendente que
€& possivel unir trés tipos de sequéncias peptidicas dentro
de uma Unica proteina monomérica com atividade pré-
agregadora.

As proteinas recombinantes da presente invencdo, desta
forma, retnem:

- porgdes de peptideo com pelo menos uma repeticdo dos
guatro tripletes GPO,

- sequéncias peptidicas descritas como tendo atividade
de ligagdo aos varios receptores plaguetdrios presentes na
seqliéncia de colageno nativa,

- sequéncias de ligacdo entre essas porgdes formadas
da repeticgdo de tripletes GXY.

A producgdo dessas proteinas por bactérias e células de
mamiferos faz com que seja possivel ter em grandes
quantidades esses coldgenos recombinantes da nova geracéao,
resultado da combinacgédo de sequéncias de peptideo
semelhantes ao coldgeno e sequéncias presentes sob a forma
natural do colageno. Estes tipos de proteinas ndo exigem o
favorecimento de células gque ndo produzam colagenos
constitutivamente como células  Thospedeiras para essa

produgdo. Na verdade, suas sequéncias nédo permitem o
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reconhecimento das cadeias alfa de varios colagenos
nativos. Pelo contrario, é necessadrio favorecer as células
produtoras de coldgeno que expressam as enzimas-chave da
maturagdo do colageno, como prolil-4-hidroxilase (P4H) e
HSP47. Os sistemas de produgdo de coldgeno recombinantes
atuais, ao contrario utilizam células que n&o produzem
naturalmente o colédgeno (Olsen et al., Adv Drug Deliv Rev.
28 Nov 2003; 55(12): 1547-67 e Ruggiero e Koch, Methods.
Mai 2008/, 45(1)} 75-85). Isso envolve co-tansfectar o gene
que codifica as enzimas como P4H.

As proteinas recombinantes de acordo com a presente
invengdo tém muitas vantagens, incluindo:

- reunem porcdes de interesse em peguenas proteinas
que sd8o mais facels de produzir utilizando sistemas de
producdc celulares,

- atividade pré-agregante, na auséncia de‘ uma
estrutura de hélice tripla,

- a auséncila, em suas sequéncias de sitios de
reconhecimento de colagenase, mas é presenga de sitios de
reconhecimento de HSP47, permitindo as suas produgdes pelas
células produtoras de coldgeno,

- as suas atividades bioldgicas demonstradas por
testes de referéncia (testes de agregacgdo plaguetaria), gue

sao usados para monitorar 0s atuais tratamentos
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antiplaquetarios e para explorar‘as fun¢des plaquetarias.

As propriedades bioldgicas das proteinas recombinantes
de -acordo com a presente invencdo tornam possivel prever
muitas aplicag¢des.

A primeira aplicagdo diz respeito a utilizacdo destas
proteinas como ferramenta de diagnéstico na exploracdo da
doenca trombdética: testes de agregacdo plaquetédria, modelos
de trombose in vitro e avaliacdo da eficacia dos
tratamentos antiplaquetarios atuais (aspirina, clopidogrel)
e futuros tratamentos. As proteinas produzidas sdo
derivadas de proteinas humanas e tém em suas sequéncias
sitios de 1ligagdo para certos receptores plaquetarios
descritos por seus papéis na adesdo e ativacdo das
plaquetas. Os testes atuais wusam coldgenos de origem
animal, cujas sequéncias ndo tém perfeita homologia com as
dos seres humanos. Além disso, a variacdo do numero e
localizagdo dos sitios de interagdo do receptor plaquetédrio
entre as varias proteinas torna possivel propor testes de
validacdo alvo relevantes. H& fragmentos de peptideos que
tornam possivel trabalhar mais especificamente sobre cada
receptor plaquetédrio, mas seus métodos de produgido sé&o
diferentes da inveng&o, com a sintese gquimica versus a
produgdo natural por células (importdncia de modificacdes

pds-traducéo) .
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A presente invencdo pode desempenhar uma parte na
composicdo das bandagens hemostaticas (reforgando assim o©
recrutamento no sitio das plaguetas no caso de lesao
vascular), ou dos adesivos hemostdaticos para evitar o risco
de sangramento (contexto «cirurgico). Os produtos estéo

atualmente no mercado, mas com um colageno de origem

animal.

Outra aplicagdo é o uso destas proteinas para ativar a
cicatrizacdo. A cicatrizacdo de certas feridas requer a
migracdo, adesdo e diferenciacdo no sitio de <certas
populacdes de células, incluindo plaquetas. Estes processos
sdo dependentes das integrinas de superficie dessas
células. Certas porgdes peptidicas presentes na estrutura
das proteinas da invencgdo s&o, assim, capazes de interagir
com estas integrinas, promovendo a cicatrizacgdo.

Em um campo muito préximo, estas proteinas
recombinantes podem ser propostas na composicdo de alguns
cremes dermatoldgicos.

Outra aplicacdo de proteinas que iﬁibem a funcao
plagquetdria é o tratamento da aterotrombose. Receptores
plaquetdrios sdc alvos terapéuticos com um futuro para
combater as complicacdes da doenca aterotrombdética. Até o
momento, ndo hé& nenhuma molécula capaz de bloquear a fase

inicial da adesdo plaquetaria no subendotélio. As varias
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estruturas protéicas das proteinas da invencdo permitem a
interagdo destas com esses receptores, levando a efeitos
anti-adesdo de plaquetas (mascaramento de sitio) e/ou
efeitos prd-adesdo de plaquetas. Os varios efeitos podem
ser obtidos com a mesma proteina, modulando suas
propriedades fisico-quimicas.

Esta invencéao fornece, deste modo, um reagente
bioldégico com inumeras aplicagdes que podem desempenhar um
papel na composicdo dos kits: para avaliar as funcdes
plaquetarias, para ativar a diferenciacdo de células para o
diagnéstico de disfunc¢des hematoldgicas, para deteccdo por
areas de imagem de fibrose. Esta invencdo também pode
entrar na composi¢cdo de bandagens hemostiaticas para o
recrutamento no sitio de plaquetas (em caso de lesao
vascular), adesivos hemostdticos para evitar o risco de
sangramento, ou cremes dermatoldgicos.

Descrigdo das sequéncias

SEQ ID No. 1l: Proteina recombinante tipo Coll-III

SEQ ID No. 2: Polinucleotideo que codifica a proteina
recombinante tipo Coll-IIT

SEQ ID Nos. 3 a 6: Iniciadores

Descrigdo Detalhada da Invengédo

A presente invencgdo diz respeito aos polipeptideos

isolados que tém a sequéncia do polipeptideo da SEQ ID No.
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1 ou o polipeptideo da posicdo 25 até a posicdo 152 da SEQ
ID No. 1.

A presente invenc¢édo também diz respeito aos
polipeptideos isolados com pelo menos 70% de identidade em
todo seu comprimento com o polipeptidec da SEQ ID N °1 ou
com o0 polipeptideo da posicd&o 25 até a posicdo 152 da SEQ
ID No. 1, e capaz de induzir uma agregacdo de plaguetas de
sangue humano superior a 30% em um agregdmetro plaquetario
a 37 °C com agitacdo de 1000 rpm.

Em uma modalidade preferida, estes poliéeptideos
compreendem as seguintes porcg¢des peptidicas:

- GX1X>GER, em que X1 e X2 representam,
independentemente, um amincdcido selecionado de A, R, N, D,
Q, B, G, H, I, K, M, ¥, P, S, T, W, Y, V e 0O;

- (GPX3)n, com n entre 4 e 10 e X3 representando p ou

- GPRGQOX,GVMGFXs, onde X4 e Xg representam
independentemente P ou O.

P & prolina e O é hidroxiprolina.

Em outra modalidade preferida, estes polipeptideos
compreendem as seguintes partes peptidicas:

- GAPGER,

- KPGEPGPK,

~ (GPP)n com n entre 4 e 10,
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- RGD.

A presente invengéao também se refere a um
polinucleotideo isolado caracterizado pelo fato de que
codifica um polipeptideo de acordo com a invenciao.

Em uma modalidade preferida, o polinucleotideo tem a
seqléncia de polinucleotideo da SEQ ID No. 2.

A invencdo também se refere a um anticorpo que se liga
especificamente ao polipeptideo da SEQ ID N ° 1.

A presente invengdo também se refere aos cassetes de
expressao gque compreendem na direcdo de transcricio:

- um promotor funcional em um organismo hospedeiro,

- um polinucleotideo de acordo <com a presente
invencdo,

- uma sequéncia de terminacdo funcional no mesmo
organismo hospedeiro.

A invencdo também se refere a um vetor compreendendo
um polinucleotideo de acordo com a invencdo e/ou um cassete
de expressado de acordo com a invencédo.

A invencgdo também se refere a um organismo hospedeiro
transformado com um polinucleotideo de acordo com a
invengdo, um cassete de expressdo de acordo com a invencéao
e/ou um vetor de acordo com a invencédo.

A invengdo também se refere as composicdes para uso

como um farmaco, que compreendem um polipeptideo de acordo
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com a 1invengdo, um polinucleotideo de acordo com a
invengdo, um cassete de expressdo de acordo com a invencgdo,
um vetor de acordo com a idnvencdo e/ou um organismo
hospedeiro de acordo com a invencéao.

Em uma modalidade preferida, a invencdo se refere as
composicgdes para o tratamento de doencas trombdticas.

Em outra modalidade preferida, a presente invencédo
refere-se as éomposigées para o tratamento de disturbios da
hemostasia.

A presente invengdo também se refere ao uso dessas
composigdes como um agente de cicatrizacédo.

Por ultimo, a invencdo refere-se as composicdes
cosméticas gque compreendem um polipeptideo como descrito
acima.

A presente invencdo diz respeito aos polipeptideos
isolados que tém a sequéncia do polipeptideo da SEQ ID No.
1 ou o polipeptideo da posicdo 25 até a posigd&o 152 da SEQ
ID No. 1.

O peptideo da posigdo 1 até a posicdo 24 da SEQ ID No.
1 corresponde ao peptideo sinal gque permite a secrecdo de
proteinas recombinantes por uma célula hospedeira. Este
peptideo sinal pode estar ausente ou ser substituido por
outro peptideo sinal de acordo com téchicas bem conhecidas

para a pessoa versada na técnica. A pessoa versada na
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técnica serd capaz de escolher o peptideo de sinal homdlogo
ou heterdlogo adequado para a expressdc e a secrecdo de
polipeptideos da presente invencdo em vAarios sistemas de
expfesséo procaridéticos ou eucaridticos. Preferivelmente,
0s polipeptideos da presente invencdo sdo produzidos em
células eucaridticas, ou organismos e, em particular, em
células de mamiferos. Em uma modalidade particular da
invencéao, 0s polinucleotideos da presente invengéo
compreendem um peptideo sinal gque permite a secrecdo destes
no meio extracelular. Em outra modalidade, a invencéo
refere-se ao polipeptideo maduro obtido apds clivagem do
peptideo sinal.

Os polipeptideos da presente invengdo tém uma
atividade bioldégica e, notoriamente, uma atividade pré-
agregante nas plaquetas do sangue humano detectada usando
um agregdmetro de plagquetas (Regulest, Florange, Franca),
de acordo com a técnica de referéncia (Born, 1962). Plasma
rico em plaquetas (PRP) ¢é colocado em contato com um
agonista (10 pL em 290 pL de PRP) e a limpeza do meio
(relacionada com a formacdo de agregados gue caem para o
fundo do tubo) ¢é monitorada em tempo real (curva de
agregacgdo). Na auséncia da agregacdo plaguetéaria, o sinal
permanece plano (meio turvo persistente). E possivel

verificar a auséncia ou presenca de agregados, através de
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exame do tubo no final da medicdo. A avaliacdo da resposta

do. teste de agregacdo plaquetdria é realizada a 37 °C, com

agitacdo continua (1000 rpm). O aparelho é calibrado da
seguinte forma: agregacdo de 0% com plasma rico em

‘plaquetas (preparacéo obtida por centrifugagdo lenta e

concentracdo ajustada para 300 x 10°/L) e agregacdo de 100%

com plasma pobre em plaquetas (preparagao obtida por

‘centrifugacdo réapida). A qualidade das preparacgdes de

-plaquetas foi validada através da verificagdo da resposta

aos agonistas de referéncia (5 puM de ADP e 1 pug/mL de
colageno), utilizada para o desenvolvimento da terapéutica
antiplagquetédria. Uma proteina ¢é considerada prdé-agregante
guando é capaz de induzir a agregag¢do maior do que 30%, e
de forma irreversivel.

As porcdes do peptideo de reconhecimento do receptor
expressas na superficie de muitos tipos celulares, conferem
no polipeptideoc atividade dos seguintes tipos:

- adesdo celular,

- recrutamento de células.

O efeito prdé-agregante do polipeptideo, independente
de sua estrutura de tripla hélice, é a conseqguéncia da
ativacdo de um ou mais receptores presentes na superficie
plagquetéria (olp2, TIIICBP e GPVI).

A presente invencdo também se refere aos fragmentos do
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polipeptideo da SEQ ID No. 1 que preservam pelo menos uma
das atividades do polipeptideo. da SEQ ID No. 1. O termo
“fragmento” de wum polipeptideo indica um polipeptideo
compreendendo uma parte, mas nao a totalidade do
polipeptideo a partir do qual é derivado. A invencio,
portanto, refere-se a um polipeptideo compreendendc um
fragmento de pelo menos 100, 110, 120, 130, 140 ou 150
aminodcidos do polipeptideo da SEQ ID No. 1. |

Esses fragmentos do polipeptideo da SEQ 1ID Né. 1
preservam pelo menos uma das atividades do polipeptidéo da
SEQ ID No. 1, na atividade prdé-agregante particular nas
plagquetas de sangue humano. A invencgdo refere-se, portanto,
aos fragmentos biologicamente ativos do polipeptideo da SEQ
ID No. 1. O termo “fragmento biologicamente ativo” indica
um fragmento de um polipeptideo que preserva a funcgdo do
polipeptideo a partir do qual ele é derivado. Os fragmentos
biologicamente ativos do polipeptideo da SEQ ID No. 1,
assim, preservam pelo menos uma das fungdes deste
polipeptideo e, de preferéncia, preservam todas as
atividades biocldgicas do polipeptideo da SEQ ID NO. 1. Os
métodos para a preparagao dos fragmentos de um
polipeptideo, bem como as técnicas para medir as atividades
biolégicas dos polipeptideos da presente invencdo, siao bem

conhecidos para um técnico versado no assunto. A invencéo
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também se refere aos polipeptideos que tém pelo menos uma
das atividades do polipeptideo da SEQ ID No. 1, e com
aminodcidos pelo menos 70% idénticos ao polipeptideo da SEQ
ID No. 1. Preferencialmente, estes polipeptideos tém as
mesmas propriedades e, notoriamente, as mesmas atividades
biolbégicas gque o polipeptideo da SEQ ID No. 1. A invencgéo
refere-se aos polipeptideos com aminodcidos pelo menos 70%,
80%, 90%, 95%, 98% e, preferencialmente, pelo menos 99%
idénticos ao polipeptideo da SEQ ID No. 1. “Aminoacidos
idénticos” significa aminoacidos que s&o invariaveis ou
inalterado entre duas sequéncias. Estes polipeptideos podem
ter uma exclusdo, uma adic¢cdo ou uma substituicido de pelo
menos um aminodcido em relacdo ao polipeptideo da SEQ ID
No. 1.

A presente invencdo também se refere aos polipeptideos
com pelo menos 70%, 80%, 90%, 95%, 98% e,
preferencialmente, pelo menos 99% de homologia com o
polipeptidec da SEQ ID No. 1. “Homologia” significa a
medida da semelhanca entre as sequéncias de proteinas.
Estes polipeptideos podem ter uma exclusio, uma adigéovou
uma substituicdo de pelo menos um aminoacido em relacdo ao
polipeptideo da SEQ ID No. 1. C grau de homologia entre
duas sequéncias, quantificado por uma pontuacdo, € com base

na porcentagem de identidades e/ou preservacdo das
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substituicdes das sequéncias.

Os polipeptideos da presente invengdo com certo grau
de homologia ou identidade com o polipeptideo da SEQ ID No.
1, compreendem, pelo menos, 100 ou 150 aminoééidos.

Métodos para medir e identificar o grau de identidade
e o grau de homologia entre os polipeptideos sdoc conhecidos
pelas pessoas versadas na técnica. A ferramenta de
alinhamento AlignX (algoritmo Clustal W) do pacote de
software Vector NTI 9.1.0 (Invitrogen INFORMAX,

http://www.invitrogen.com), por exemplo, pode ser usada, de

preferéncia usando as configurag¢des padrao.

Os polipeptideos de acordo com a presente invengao sdo
isolados ou purificadas a partir de seu ambiente natural.
Os polipeptideos podem ser preparados por meio de varios
métodos. Estes métodos sdo, notoriamente, a produgdo de
polipeptideos recombinantes por células hospedeiras
adequadas e suas subsequentes purificag¢des, a produgdo por
sintese quimica ou, finalmente, uma combinacdo destas
vadrias abordagens. Esses varios métodos de producgdo sé§ bem
conhecidos pela pessoca versada na técnica. Preferivelmente,
os polipeptideos da presente invencgdo sdo produzidos‘por
células procaridticas ou eucaridticas recombinantes. Os
polipeptideos da presente invencdo podem, deste modo, ser

produzidos em bactérias ou em células de mamiferos.
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A presente invengdo também se refere as proteinas de
fusdo, proteinas ou proteinas quiméricas compreendendo os
polipeptideos de acordo com a invencgéo. 0 termo
“polipeptideo” indica proteinas, bem como polipeptideos
modificados.

Em uma modalidade da presente invencéo, os
polipeptideos de acordo com a invengdo sdo glicosilados. O
polipeptideo da SEQ ID No. 1 tem notoriamente sitics de O-
glicosilagcdo nos acidos aminados 1lisina presentes nas
posigdes 102 e 141 (na posigcdo 3 de um triplete GXY). Em
uma modalidade preferida, o residuo de asparagina na
posicdo 93 do polipeptideo da SEQ ID No. 1 é glicosilado.

A invencdo também se refere aos polinucleotideos que
codificam os polipeptideos acima definidos. De acordo com a
presente invencdo, “polinucleotideo“ significa uma cadeia
de nucleotideos de fita tnica ou o seu complemento de DNA
ou RNA, ou uma cadeia de nucleotideos de fita dupla que
pode ser de DNA complementar ou gendmico.
Preferencialmente, os polinucleotideos da invencdc s&o DNA,
em particular DNA de fita dupla. O termo “polinucleotideo”
também significa polinucleotideos modificados. Os
polinucleotideos da presente invengdo s&o isolados ou
purificados a partir de seu ambiente natural.

Preferencialmente, o0s polinucleotideos da presente invencdao
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"podem ser preparados por técnicas de biologia molecular

classicas, como descrito por Sambrook et al. (Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 1989) ou por sintese quimica.

Em uma primeira modalidade, a’ presente invencdo se
refere ao polinucleotideo da SEQ ID No. 2. Em uma segunda
modalidade, a invencdo refere-se ac polinucleotideo da SEQ
ID No. 2, cuja sedgquéncia encontra-se entre a posicdo 73 e a
posigcdo 459 da SEQ ID No. 1. Estes polinucleotideos
codificam os polipeptideos acima definidos.

A presente invencédo também se refere aos
polinucleotideos com pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 98% e, de preferéncia, 99% de identidade com o
polinucleotideo da SEQ ID No. 2 ou com © polinucleotideo
cuja sequéncia se encontra entre a posicdo 73 e a posicéo
459 da SEQ ID No. 2. Estes polinucleotideos codificam de
preferéncia um polipeptideo que preserva as atividades
bioldgicas do polipeptideo da SEQ ID No. 1.

“Nucleotideos idénticos” significa nucleotidecs que
sdo invaridveis ou inalterados entre duas seguéncias. Estes
polinucleotideos podem ter uma exclusdo, uma adigdo ou uma
substituig¢do de pelo menos um nucleotideo em comparacgdo com
o polinucleotideo de referéncia.

A presente invengéo também refere-se aos

polinucleotideos com pelo menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
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95%, 98% e, de preferéncia, pelo mehos 99% de homologia com
o polinucleotideo da SEQ ID NO. 2 ou com o polinucleotideo
cuja sequéncia encontra-se entre a posigcdc 73 e a posicgéao
459 da SEQ ID No. 2. Estes polinucleotidecos codificam de
preferéncia um polipeptideo que preserva as atividades
bioldégicas do polipeptideo da SEQ ID No. 1.

“Homologia” significa a medida da semelhanga entre as
sequéncias nucleicas. Estes polinucleotideos podem ter uma
exclusdo, uma adigdo ou uma substituicdo de pelo menos um
nucleotideo em comparacgdo com © polinucleotideo de
referéncia. O grau de homologia entre duas sequéncias,
quantificado por uma pontuacgdo, é com base na porcentagem
de identidades e/ou substituig¢des de preservacdo das
sequéncias.

Métodos para medir e identificar o grau de identidade
e do grau de homologia entre as sequéncias de A&cidos
nucleicos sdo bem conhecidos para a pessoca versada na
técnica. A ferramenta de alinhamento AlignX (algoritmo
Clustal W) do pacote de software Vector NTI 9.1.0

(Invitrogen INFORMAX, http://www.invitrogen.com), por

exemplo, pode ser usada, de preferéncia usando o©s
pardmetros predefinidos.
A presente invencgéo também se refere aos

polinucleotideos capazes de hibridizar seletivamente com o



10

15

20

30

polinucleotideo da SEQ ID NO. 2 ou com o polinucleotideo
cuja seqUéncia encontra-se entre a posigcdo 73 e a posicéo
459 da SEQ ID No. 2. De preferéncia, a hibridizacédo
seletiva é realizada sob condic¢des de estringéncia média e
preferencialmente sob condicdes de alta estringéncia. Estes
polinucleotideos codificam de ©preferéncia polipeptideos
tendo as atividades bioldégicas do polipeptideo da SEQ ID
No. 1. “Sequéncia capaz de  hibridar seletivamente”
significa, de acordo com a presente invencdo, as sequéncias
que hibridizam com a sequéncia de referéncia a um nivel
significativamente maior do que o ruido de fundo. O nivel
do sinal gerado pela interacdo entre a sequéncia capaz de
hibridizar seletivamente e as sequéncias de referénéia é
geralmente 10 vezes mais intenso, de preferéncia 100 vezes
mais intenso do que o da interagdo das outras seqguéncias de

DNA gue geram o ruido de fundo. As <condigdes de

hibridizacdo estringentes que permitam a hibridizacéo

seletiva sd8o bem conhecidas para as pessoas versadas na
técnica. Em geral, a temperatura de hibridacdo e lavagem é
pelo menos 5 °C mais baixa do que a Tm da seqgliéncia de
referéncia em um dado pH e para uma determinada forca
idnica. Tipicamente, a temperatura de hibridizacdo & de
pelo menos 30 °C para um polinucleotideo de 15 a 50

nucleotideos, e de pelo menos 60 °C para um polinucleotideo
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de mais de 50 nucleotideos. Por exemplo, a hibridacio &
realizada no seguinte tamp&o: 6X SSC, Tris-HC1l 50 mM (pH

7,5), EDTA 1 mM, 0,02% de PVP, 0,02% de Ficoll, 0,02

o

de

BSA, 500 pg/mL de DNA de esperma de salmdo desnaturado.

-Lavagens, por exemplo, sdo realizadas sucessivamente, com

baixa estringéncia em 2X SSC, tampdo SDS 0,1%, com
estringéncia média em 0,5X SSC, 0,1% de tampdoc SDS e com
alta estringéncia em 0,1X SSC, 0,1% de tampao SDS. A
hibridizacd&o pode naturalmente ser realizada de acorde com
outros métodos comuns conhecidos para as pessoas versadas
na técnica (ver, em particular Sambrook et al., Molecular
Cloning: At Laboratory Manual, 1989). Preferencialmente, os
polinucleotideos que hibridizam seletivamente a um
polinucleotideo de referéncia preservam a funcgdo da
sequéncia de referéncia.

A presente 1invencdo de forma geral se refere aos
polinucleotideos que codificam os polipeptidecs de acordo
com a invencdo. Devido & degeneracdo do cddigo genético,
diferentes polinucleotideos podem codificar ©0 mesmo
polipeptideo.

A invencdo também se refere a uma ligacdo do anticorpo
especificamente ao polipeptideo da SEQ ID N ° 1.

“Ligagéo especificamente” significa que esses

anticorpos se ligam apenas ao polipeptideo da SEQ ID N ° 1.
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Em particular, os anticorpos ndo se ligam aos outros
antigenos e, notoriamente, nao a outras proteinas
colagenosas.

Os anticorpos de acordo com a presente invengdo sé&o
preferencialmente anticorpos monoclonais especificos,
notoriamente de origem murina, quiméricos ou humanizados
que poderiam ser obtidos de acordo com métodos padrdes bem
conhecidos para a pessoa versada na técnica.

Em geral, as técnicas para a preparacdo de anticorpos
monoclonais ou os seus fragmentos funcionais, notoriamente
de origem murina, podem ser selecionadas dentre aquelas
descritas em particular no manual de Anticorpos (Harlow e
Lané, Antibodies: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor
Laboratory, Cold Spring Harbor NY, p. 726, 1988) ou a
técnica de preparagdo a base de hibridoma bem conhecida
pela pessoa versada na técnica. “Anticorpo” significa
também anticorpos quiméricos ou humanizados.

A invencao também se refere aos cassetes de expressio
gue compreendem na direcgd@o de transcricdo:

- um promotor funcional em um organismo hospedeiro,

- um polinucleotideo de acordo com a invencéo,

- uma seqléncia de terminacdo funcional no mesmo
organismo hospedeiro.

De acordo com uma modalidade da presente invencdo, um



10

15

20

33

polinucleotideo que codifica um polipeptideo de acordo com
a invencdo é inserido em um cassete de expressdo usando
técnicas de clonagem bem conhecidas pela pessoa versada na
técnica. Este cassete de expressdo compreende os elementos
necessarios para a transcrigéq e tradugdo das sequéncias
gue codificam os polipeptideos de acordo com a invencéo.

Vantajosamente, este cassete de expressdo compreende,
ao mesmo tempo, elementos que fazem com gue uma célula
hospedeira produza um polipeptideo e elementos necessarios
a regulacdo desta expresséo.

Qualgquer tipo de sequéncia promotora pode ser usada
nos cassetes de expressdo, de acordo com a invencgdo. A
escolha do promotor vai depender notoriamente do organismo
hospedeiro escolhido para a expressdc do gene de interesse.
Certos promotores permitem expressdo constitutiva, enqguanto
gue outros promotores sdo, ao contradrio, induziveils. Entre
os promotores funcionais em bactérias, aguele da RNA
polimerase do bacteridéfago T7 pode‘ ser citado em
particular. Entre os promotores funcionais em leveduras, o

promotor do gene GALl ou os promotores GAL4 e ADH de S.

cerevisiae podem ser citados. Dentre o0s promotores
funcionais em células eucaridticas superiores e
notoriamente em células de mamiferos, CMV

(citomegalovirus), SV40, o RSV (virus do sarcoma de Rous),
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beta-actina humana ou de galinha, beta-globina, PGK
(fosfogliceratoguinase), EFlalfa, timidina gquinase e MMTV
(virus do tumor mamdrio de camundongo) podem ser citados.
Todos estes promotores sdo descritos na literatura e sao
bem conhecidos para a pessoa versada na técnica.

Cassetes de expressdo, de acordo com a presente
invencao, podem ainda incluir gqualgquer outra sequéncia
necesséria para a expressao de polipeptideos ou
polinucleotideos como, por exemplo, elementos de regulacgao
ou sequéncias de sinais gque permitem a secregdo de
polipeptideos produzidos pelo organismo hospedeiro.
Qualquer sequéncia de regulacdo gue aumente o nivel de
expressdo da sequéncia codificadora inserida no cassete de
expressdo pode ser nomeadamente utilizada. De acordo com a
invencao, outras sequéncias de regulagéo, que estao
localizadas entre o promotor e a sequéncia de codificacgéo,
tais como ativadores de transcricdo (“intensificadores”),
podem notoriamente ser utilizadas em combinacdo com a
sequéncia reguladora do promotor.

Uma grande variedade de sequéncias de terminacéo pode
ser usada nos cassetes de expressdo, de acordo com a
invencéao; estas sequéncias permitem o término da
transcrigdao e poliadenilagdo do RNAm. Qualguer sequéncia de

terminagcdo funcional no organismo hospedeiro selecionado
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pode ser utilizada.

A presente invencéo também se refere a um
polinucleotideo compreendendo um cassete de expressdo de
acordo com a 1invencdo, vantajosamente o0s cassetes de
expressdo de acordo com a presente invengdo sdo inseridos
em um vetor.

A presente invencdo, assim, também se refere aos
vetores de replicacdoc ou expressdo para a transformagdo de
um organismo hospedeiro que compreende pelo menos um

polinucleotideo ou cassete de expressdao de acordo com a

presente invenc¢do. Este vetor pode notoriamente

corresponder a um plasmideo, um cosmideo, um bacteridfago
ou um virus no qual estd inserido um polinucleotideo ou um
cassete de expressdo de acordo com a invengdo. As técnicas
para a construcdoc desses vetores e para a insercdo nesses
vetores de um polinucleotideo da invencdo s&o bem
conhecidas pelas pessoas versadas na técnica. Geralmente,
gualgquer vetor capaz de ser mantido, capaz de se auto-
replicar ou capaz de se propagar em uma célula hospedeira
para induzir notoriamente a expressdo de um polinucleotideo
ou um polipeptideo pode ser usado. A pessoa versada na
técnica ira escolher vetores adequados de acordo com o
organismo hospedeiro a ser transformado, e de acordo com a

técnica de transformacdo utilizada.
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Os vetores da presente invencdo s8o notoriamente
usados para transformar um organismo hospedeiro, com vista
a replicacdo do vetor e/ou a expressdo de um polipeptideo
de acordo com a inven¢d&o no organismo hospedeiro.

A presente invengdo também se refere a um método para
preparar um polipeptideo de acordo com a invencdo
compreendendo as seguintes etapas:

- um organismo hospedeiro é transformado com um vetor
de expressdo compreendendo um cassete de expressdo de
acordo com a invencdo e/ou com um polinucleotideo de acordo
com a invencéo,

- os polipeptideos produzidos pelo organismo
hospedeiro sdo isolados.

A presente invengdo também se refere a um método para
transformar um organismo hospedeiro através da integracéo
no organismo hospedeiro anteriormente referido de pelo
menos um polinucleotideo ou cassete de expressdao ou vetor
de acordo com a invencgdo. O polinucleotideo pode serx
integrado no genoma do organismo hospedeiro ou replicado,
de forma estéavel, no organismo hospedeiro. Métodos para
transformagcdoc de organismos hospedeiros sioc bem conhecidos
para a pessoa versada na técnica e s3o amplamente descritos
na literatura.

A presente invencdo também se refere a um organismo
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hospedeiro transformado com um polinucleotideo, cassete de
expressao ou vetor de acorde com a invencgdo. “Organismo
hospedeiro” significa, em particular de acordo com a
invengdo, gqualquer organismo unicelular ou multicelular,
inferior ou superior, em particular selecionado a partir de
bactérias, leveduras e células de eucariotos superiores, em
particular as células de mamiferos, tais como CHO (células
de ovario de hamster chinés), BHK (rim de hamster jovem),
HEK-293 (linhagem celular de rim embriondria humana), NSO
(linhagem de c¢élulas de mieloma de camundongo), Per.C6
(Crucell), e YB2/0 (ATCC No. CRL 1662). “Organismo
hospedeiro” significa um organismo ndo-humano.

A invengdo também se refere as composicgdes para uso
como um farmaco gue compreende um polipeptideo de acordo
com a invencéao, um polinucleotideo de acordo com a
invencao, um cassete de expressdo de acordo com a invencio,
um vetor de acordo com a invengdo e/ou um organismo
hospedeiro de acordo com a invencdo. A presente invencéo,
assim, também se refere com as composigées farmacéuticas
compreendendo um polipeptideo de acordo com a invencdo, um
polinucleotideo de acordo com a invencdo, um cassete de
expressdo de acordo com a invencgdo, um vetor de acordo com
a invencdo e/ou um organismo hospedeiro de acordo com a

invencéo.
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Em uma modalidade preferida, a presente invencdo se
refere as composicdes para a prevencdo e/ou tratamento de
tromboses.

Em outra modalidade, a presente invencdoc se refere as
composicbes para a prevencdo ou o tratamento de disturbios
da hemostasia.

A invencdo também se refere as ditas composicdes para
0 uso como um agente de cicatrizacédo.

Em outra modalidade, as composicdes da invencdo podem
também ser usadas como:

- reagentes de diagnéstico para detectar:

e certas disfuncgdes plaquetérias

e doencas hematolédgicas
- componentes ativos de bandagens hemostaticas e adesivoé
na composicdo de cremes dermatoldgicos e cosméticos.

A presente invengdo também se refere aos métodos
terapéuticos para o tratamento de tromboses compreendendo a
administragdo a um individuo de uma quantidade efetiva de
um polipeptideo de acordo com a invencéo, um
polinucleotideo de acordo com a invengdo, um cassete de
expressdo de acordo com a invencdo, um vetor de acordo com
a invengdo e/ou um organismo hospedeiro de acordo com a
invencéo.

A presente 1invengdo se refere, por fim, ao uso dos



10

15

20

polipeptideos, polinucleotideos e organismos hospedeiros
transformados da presente invencdo para a fabricacido de
farmacos.

A invenc8o refere-se as composicgdes farmacéuticas
compreendendo um polipeptideo,bpolinucleotideo ou organismo
hospedeiro transformado, tal como definido na presente
invengdo, e um excipiente farmacéutico adequado.

As ditas composic¢des podem ser formuladas para a
administracdo acs mamiferos, incluindo seres humanos. O
regime de dosagem varia de acordo com o tratamento e a
doenca em questdo. As ditas composigdes sd&o preparadas de
tal forma a poder ser administradas por via digestiva ou
parenteral.

Nas composigdes farmacéuticas da presente invencéo
para a administracéoc oral, sublingual, subcuténea,
intramuscular, intravenosa, transdérmica, local ou retal, o
ingrediente ativo pode ser administrado na forma de
unidades de administracdo, em mistura com os veiculos
farmacéuticos cléssicos, aos animais ou aos seres humanos.
Formas de unidade adequadas de administracdo compreendem
formas por via oral, como comprimidos, capsulas de
gelatina, pds, grénulos e solugdes orais ou suspensdes;
formas sublingual e Dbucal de administracao; formas

subcutanea, intramuscular, intravenosa, intranasal ou



10

15

20

40

intraocular de administracdo; e as formas retais de
administracéao.

Quando uma composicdo sdlida na forma de comprimido é
preparada, o principal ingrediente ativo é misturado com um
excipiente farmacéutico, tal como gelatina, amido, lactose,
estearato de magnésio, talco, goma ardbica ou andlogos. Os
comprimidos podem ser revestidos com sacarose ou .outros
materials adequados ou podem ser tratados de tal forma que
eles tenham atividade prolongada ou retardada e que
continuamente liberem uma quantidade predeterminada de
ingrediente ativo.

Uma preparacdo em céapsulas de gelatina é obtida pela
mistura do ingrediente ativo com um diluente e vertendo a
mistura obtida em céapsulas de gelatina moles ou duras.

Uma preparagcdo em forma de xarope ou elixir pode
conter o ingrediente ativo Jjunto c¢om um adogante, um
antisséptico, assim como um agente flavorizante e um
corante adequado.

Pbs ou grédnulos dispersiveis em &agua podem conter o
ingrediente ativo em mistura com agentes de dispersdoc ou
umectantes, ou agentes de suspensdo, bem como os corretores
de aroma ou adocantes.

A invengdo também se refere as composicdes cosméticas

gue compreendem um polipeptideo como descrito acima.
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Essas composi¢gdes podem ainda incluir ingredientes
ativos classicamente utilizados na dermatologia como
emolientes, ingredientes ativos de hidratantes, agentes de
reestruturacdo da barreira cuténea, anti-irritantes e
agentes suavizantes. As composicdes cosméticas de acordo
com a invengdo podem ser formuladas na forma de varias
preparacdes adequadas para aplicacgdo tépica. De acordo com
uma modalidade preferida, as diversas preparacdes siao
adequadas para aplicacgdo tépica e incluem cremes, emulsdes,
leites, pomadas, logdes, O&leos, solugdes aquosas ou de
hidroalcool ou glicélicas, pds, sprays, geleias, géis,
hidrogéis ou qualquer outro produto para aplicacdo externa.
Estas composicdes cosméticas também podem conter
antioxidantes, conservantes, etc. A invencdo ainda refere-
se a um método de tratamento cosmético, de cuidados de
higiene ou embelezamento e/ou a um método para perfumar a
mucosa e/ou pele gue ¢é normal, seca, oleosa, mista,
desidratada, envelhecida, sensivel, irritada,
desconfortével, intolerante, com um desequilibrio
relacionado com o envelhecimento intrinseco, extrinseco ou
hormonal, ou relacionado ao ataque exogénico (de poluentes,
uv, estresse, etc.), com tendéncia alérgica, ou com
distarbios de pigmentacdo, caracterizado pelo fato de que

consiste na aplicacdo de uma composigdo de acordo com a
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invencéao.

Breve Descricgdo das Figuras

A Figura 1 ¢é a Expressdo de RNA mensageiro que
codifica a proteina em  células CHO-5S aderentes
transfectadas de forma transitéria.

A Figura 2 representa a agregacdo plaquetédria induzida
pelo meio condicionado (CM) de células CHO-S aderentes,

transfectadas de maneira transitédria, na presenca ou

auséncia de epinefrina.

A Figura 3 representa a expressdo do RNA mensageiro
que codifica a proteina em um clone de célﬁla estavel.

A Figura 4 apresenta a detecgdo por Western blotting
da presenga da proteina-6X-histidina em varias fragdes
bacterianas obtidas apds a purificacéao.

A Figura 5 mostra a agregacdo plaguetédria induzida
pela proteina produzida em bactérias.

A Figﬁra 6 mostra a validagdo por Western blotting da
especificidade do soro de coelho obtido apdés 89 dias da
imunizacéo.

EXEMPLOS

A. Produgdo transitédria pelas células de mamiferos

1. Construcado do vetor

Plasmideo 1 (NVHO01-A)

Plasmideo NVHOO1l-A contém os seguintes elementos:
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- um intron do plasmideo pCIneo (Promega: vetor de
expresséo de mamifero pCIneo)

- a proteina da invengdo NVH001 do vetor pUC57-NVHO001
(encomendado de GeneCust) e possuindo o peptideo de sinal
de colégeno tipo III (NP _000081)

- uma cauda poli-A de RNAm de hGH (NM 000515)

- um promotor CMV de pCDF1-MCS1-EFl1-copGFP (System
Biosciences: Lentivetores de clonagem e expressido de DNAcC
pCDF) .

Plasmideo 2 (NVH001-B1), 3 (NVH0O01-B2), 4 (NVH001-C1)
e 5 (NVH001-C2)

Plasmideos NVH001-Bl e CI-NVH00I contém O0s seguintes
elementos:

- uma origem SV40 do plasmideo derivado pSV2-Neo (ori
SV40:1-989 no vetor ATCC 37149)

- um promotor/intensificador que pode ser um daqueles
descritos em Molecular Cloning: A Laboratory Manual: 32
edigcdo, Sambrook e Russell, 2001, Cold Spring Harbor
Laboratory Press

- um cassete de higromicina de pMono-hygro-mcs
(Invivogen)

— as proteinas da invengdo NVH001l do vetor pUC57-
NVHOO1 (encomendadas de GeneCust) e possuindo o peptideoc de

sinal de coldgeno tipo III (NP_000081)
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- um C-propeptideo do plasmideo pUC57—proC
(encomendada do GeneCust)

- uma cauda polyA de RNAm de hGH (NM 000515).

Plasmideos NVH001-B2 e NVH001-C2 contém o0s mesmos
elementos que os plasmideos NVHO0I-Bl1 e C(Cl, exceto o
propeptideo-C.

Todos os plasmideos finais s&o sequenciados para
verificar gque nenhuma mutacdo foi introduzida no DNA da
proteina de interesse e nos elementos fornecidos.

2. Transfeccdo de células de mamiferos

Plasmideo 1 (NVH001-2)

1. Vetor NVHO01-A é transfectado, de forma
transitéria, em células CHO-S tornadas aderentes e
cultivadas em meio RPMI contendo 5% de soro de bezerro
fetal utilizando o kit Lipofectamine 2000 da Invitrogen.

2. Os sobrenadantes de cultura sdo coletados nos dias
3 e 4,'as proteinas produzidas sdo purificadas e, depois,
suas atividades de ligagd&o plaquetdrias sdo testadas usando
um agregdmetro.

Plasmideo 2 (NVH001-Bl1), 3 (NVH001-B2), 4 (NVH001-Cl1)
e 5 (NVH0O01-C2)

1. Vetores NVH001-B1l, NVHO01-B2, NVH001-Cl e NVH001-C2
sao transfectados de forma transitéria em células CHO-S

tornadas aderentes e cultivadas em meio RPMI contendo 5% de
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soro de bezerro fetal, utilizando o kit Lipofectamine 2000
da Invitrogen.

O RNA das células transfectadas sdo extraidos nos dias
1, 2, 3, 4 e 5, pela adigdo de 800 ulL de TRIZOL
(Invitrogen). Os DNAcs correspondentes sdo obtidos .por
transcrigcdo reversa a partir de 1 ug de RNA total. A
amplificagdo por PCR foi realizada no DNAc. Os amplicons
sdo a seguir detectados apds a migragdo em um gel de
agarose a 2% durante 30 minutos a 125 V. Um controle
positivo (plasmideo transfectado) e um controle negativo
também foram realizados. O marcador de peso molecular (&
esquerda) € usado para verificar o tamanho do amplicon.

Expressdo nas <células transfectadas com RNAm gque
codifica a proteina da invengdo é observada a partir do dia
1. Esta expressdo aumenta ligeiramente ao longo do tempo e
¢ mantida apds 5 dias. O progresso da expressdo do RNAm é
representado na Figura 1.

2. Os sobrenadantes de cultura sdo coletados nos dias
3 e 4, as proteinas produzidas sio purificadas e, a.seguir,
suas atividades de ligagdo plaquetdria sdo testadas usando
um agregdmetro.

3. Atividade biolégica da proteina da invencio: agregacio

plagquetéria

A atividade de 1ligacdo plaguetaria da proteina da
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invengdo é avaliada por agregometria. As amostras de sangue
em tubos de «citrato, coletadas va partir de doadores
voluntéarios saudaveis apds consentimento por escrito,rséo
centrifugadas a 150 g por 15 minutos para a obtencdo de
plasma rico em plaquetas (PRP). A concentracdo é ajustada
para 300 giga/L. Os testes de agregacdo sdo realizados
usando um agregdmetro de plaquetas Regulest®, com agitacdo
(1000 rpm) a 37 °C. Esta técnica se baseia na leitura
fotométrica de acordo com o método Born, que consiste na
medigdo da evolugdo da transmissi3o de luz de um meio turvo,
PRP, em resposta a um ativador de fungdo plaqguetéaria. Se
agregados plaquetéarios s&o formados, o meio é limpo e um
aumento  na transmissdo de luz é observado. Uma molécula é
considerada como tendo um efeito proé-agregante quando um
aumento de mais de 30% ¢é observado nesta transmissao
associada com uma interrupc¢do na inclinacdo correspondente
a esta depuracgéo.

A Figura 2 representa a agregacdo plaquetdria induzida
pelo meio condicionado de células CHO-S aderentes,
transfectadas de maneira transitdria, na presenca ou
auséncia de epinefrina.

A mistura reacional ¢é composta de 290 pL de PRP ao

qual € adicionado 30 pL de meio condicionado na presenga ou

auséncia de 0,1 uM de epinefrina. A resposta plagquetédria é
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medida por 10 minutos. A auto-agregagdo (-o-) define a
linha de base. Adicdo de 0,1 puM de epinefrina induz um leve
deslccamento da linha de base, estédvel por 10 minutos (-e-
). A adicgdc de 30 ulL meio condicionado induziu uma resposta
limitada (18%) apds 2 minutos (-V-). Esse deslocamento é
estdvel durante os 10 minutos de observagdo. A adigao de
epinefrina por 2 minutos, seguido pela adicgido de 30 pL de
meio condicionado induziu a agregacdo plaquetdria total em
5 minutos (-¥-). Esta agregacdo ndo é reversivel, sugerindo
que os agregados formados sdo estaveis.

Adicionando 30 uL de meio condicionado de células CHO-
S aderentes ndo-transfectadas n&o 1induz a agregacgdo
(resultado ndo apresentado).

B. Producgdo estavel de células de mamiferos

1. Construcdo de vetor

Plasmideo 1 (NVHO01-A)

1. A unidade intron-NVHOO1-hGHpA é removida do vetor
construido para a expressdo transitdria e é clonada em um
vetor de produgdo contendo um cassete de higromicina de
pMono~higro-mcs (Invivogen).

2. 0O vetor final ¢é sequenciado para verificar que
nenhuma mutagdo foil introduzida no DNA da proteina de

interesse e nos elementos fornecidos.
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3. O vetor linearizado é transferido de forma estavel
em células CHO tornadas aderentes utilizando o kit de
Lipofectamina 2000 de Invitrogen. As células transfectadas
sdo selecionadas por niveis progressivos de higromicina B.

A Figura 3 representa a expressdo do RNA mensageiro
gue codifica a proteina em um clone de célula estavel.

RNA celulares sdo extraidos nos dias 1, 2, 3 e 4 pela
adigdo de 800 wulL de TRIZOL (Invitrogen). Os DNAc

correspondentes sdo obtidos por transcricdo reversa a

partir de 1 pg de RNA total. A amplificacdo por PCR foi

realizada em DNAC utilizando 0os iniciadores 5 -
AGCTGGCGCGCCGCCACCATG-3 (S) e 57 -
GCTTCCGGGAGGCCCTGGCTTCCCATC-3" (AS) . Os amplicons s&o a

seguir detectados apds a migracdo em um gel de agarose 2%
durante 30 minutos a 125 V. Um controle positivo,
correspondente ao DNA do plasmideo, é usado. O marcador de
peso molecular (a direita) é usado para verificar o tamanho

do amplicon. A expressdo estdvel ¢é observada no clone

celular.

C. Producgdo em bactérias

1. Construcéao

O DNA da molécula de interesse (NVH0O01l) é amplificado

por PCR no vetor pUC57-NVHO0l usando o iniciador tagNVHO01-

sentido:
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GCTGCCATGGGCAGCAGCCATCATCATCATCATCACGGTCGCCCGGGAGCTCCTGGAGA
GAGAGGATTG e e} iniciador tagNVHOOl-anti-sentido:
GCACGGATCCTATTAGCCAGGGCAAGGTCCAGGGGCTC, gue torna possivel
a adigdo de uma etiqueta de 6X-histidina no lado N-terminal
da proteina NVHOO1l. Os produtos de PCR s&o clonados no
vetor pET3d (PET3d-NVH0O01) permitindo a producgdo da
molécula em bactérias (New England Biolab).

A presenga e a seguéncia correta do DNA @ sé&o
verificadas pelo seguenciamento.

2. Producéao

1. O vetor pET3d-NVHOO1 é transfectado em bactérias
BL21 que permitem a produgdo em massa de proteinas.

2. As bactérias sdo inoculadas em 1 1 de meio
nutritivo e sdo incubadas a 37 °C até ODgoonm Ser obtida em
que as bactérias estejam em fase exponencial.

3. Produgdo de proteina é induzida por IPTG durante 5
horas a 30 °cC.

4. As bactérias sdo peletizadas, lisadas e a proteina
da invengdo é purificada na fracdo soluvel (sobrenadante) e
insoluavel (corpo de inclusdo) das bactérias em colunas de
etiqueta anti-6X-histidina de Macherey-Nagel.

A Figura 4 mostra a deteccdo por Western blotting da
presenga da proteina-6X-histidina em varias fracdes

bacterianas obtidas apds a purificacio.
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40 pL de cada fragdo obtida apds eluicdo da coluna de
etiqueta anti-6X-histidina é depcsitado em gel de
poliacrilamida 16%. A eletroforese é realizada em tampdo de
migragdo (glicina 192 mM, Tris-HCl 25 mM pH 6,8 e 0,1% de
SDS) a 18 mA, com a presenca de marcadores de peso
molecular (Amersham) utilizando o sistema de migragdo Mini-
Protean 3 (Biorad). As proteinas separadas no gel sao
transferidas em uma membrana PVDF (BioRad) por 60 min a 70
V. A ligag¢8o n&o-especifica é blogueada pela incubacdo da
membrana por 120 min a 37 °C e com agitacdo, em uma solucdo
salina de Tris + 0,1% de Tween-20 (TBS-T) contendo 5% de
leite desnatado. A membrana é, a seguir, incubada de um dia
para o outro a 4 °C com um anticorpo monoclonal de etigueta
anti-6X-histidina (Sinalizacdo Celular) diluida a 1/1000 em
TBS-T. Apds 3 lavagens de 5 minutos em TBS-T, a membrana &
incubada por 60 minutos em temperatura ambiente em um
anticorpo anti—camundongo conjugado com peroxidase (Jackson
Laboratories) diluida a 1/10.000. A membrana é novamente
lavada trés vezes por 5 minutos em TBS. O resultadp é
visualizado pela técnica de quimiluminescéncia com o kit
ECL (Amersham).

A presenga de proteinas é observada em varias fracédes.
A banda principal obtida com um peso molecular de

aproximadamente 19 KDa corresponde a forma monomérica da
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proteina. Bandas também podem ser observadas em certas
fracgdes correspondentes as proteinas com pesos moleculares
de 26 KDa, 43 KDa e 60 KDa.

3. Demonstragdo de sua atividade bioldgica: agregacéo

plaguetéria

A atividade de 1ligagdoc plaquetdria da proteina da
invencdo é avaliada por agregometria. As amostras de sangue
em tubos de citrato, coletados de doadores voluntarios
saudaveis apds consentimento por escrito, sdo centrifugadas
a 150 g por 15 minutos para a obtengdo de plasma rico em
plaguetas (PRP). A concentracgdo é ajustada para 300 giga/L.
Os testes de agregacgao sdo realizados usando um agregbmetro
de plaguetas Regulest®, com agitagdo (1000 rpm) a 37 °C.
Esta técnica se baseia na leitura fotométrica de acordo com
o método Born, gque <consiste em medir a evolucdo da
transmissdo de luz através do PRP, que comeca como um meio
turvo, em resposta a um ativador plaquetdrio. Se agregados
plaquetérios sdo formados, o meio fica mais limpido e um
aumento na transmissdo da luz é observado. Uma molécula é
considerada como tendo um efeito pré-agregador quando um
aumento de mais de 30% ¢é observade nesta transmissdo
associada com uma gquebra na inclinacio correspondente a
esta depuracéio.

A Figura 5 mostra a agregacdo plaquetdria induzida
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pela proteina produzida em bactérias.

As diversas fragdes eluidas da coluna de etiqueta
anti-6X-histidina que contém a proteina detectada por
Western blotting sdo recolhidas e um liofilizado é obtido
pdr centrifugacdo. Parte deste liofilizado é incubado na
presenca de glutaraldeido 0,25% por 3 horas a 4 °C e, a
seguir, dialisado de um dia para o outro contra 1X PBS a 4
°C antes de sua utilizacdo em agregometria.

A mistura reacional é composta de 290 uL de PRP ao
qual ¢é adicionado 30 upL de PBS contendo a proteina. A
resposta plagquetaria ¢é medida por 25 minutos. As linhas
marcadas com -0- e -V- apresentam a resposta obtida apds a
adigdo de wuma solucdoc de PBS e de PBS-glutaraldeido
dialisado, respectivamente: nenhuma agregégéo & observada.
A adigdo de PBS contendo a proteina niao agregada por
glutaraldeido (-¥-) ou agregado por (glutaraldeido e
dialisado (-e~) mostra agregagao significativa 10 minutos
apbs eles terem sido adicionados. Esta agregacao atinge 90%
(-¥-) e 100% (-e-), respectivamente, apdés 20 minutos.

D. Produgdo de anti-proteina do anticorpo de interesse em

coelhos

1. A proteina é produzida em grande quantidade. nas

bactérias BL21, como descrito anteriormente.
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2. Dois coelhos s&o imunizados 4 vezes em intervalos
de 3 semanas, isto é, em DO, D21, D42 e D63, com a proteina
purificada suplementada (v/v) com o adjuvante de Freund.

3. Os coelhos s&o sacrificados ao final do protocolo
em D89 e os soros sdo recuperados por centrifugacdo apds a
sangria dos animais.

4. As IgGs sdo purificadas por cromatografia de
afinidade em coluna especifica a fim de eliminar as
proteinas plasmaticas.

A Figura 6 mostra a validacdo por Western blotting da
especificidade do soro de coelho obtido apdés 89 dias da
imunizacao.

10 pL de duas preparagdes de proteinas produzidas em
bactérias, cuja atividade agregadora foi validada .pela
agregometria, é depositado em gel de poliacrilamida 16%. A
eletroforese é realizada em tampdo de migracdo (glicina 192
mM, Tris-HCl 25 mM pH 6,8 e SDS a 0,1%) a 18 mA, com a
presenga de marcadores de peso molecular (Amersham)
utilizando o sistema de migracdo Mini-Protean 3 (Bicrad).
As proteinas separadas no gel sdo transferidas em uma
membrana PVDEF (BioRad) por 60 min a 70 V. A ligacdo nao-
especifica € bloqueada pela incubagdo da membrana por 120
min a 37 °C e com agitacdo, em uma solugdo salina de Tris +

Tween-20 0,1% (TBS-T) contendo 5% de leite desnatado. A
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membrana €, entdo, incubada de um dia para o outro a 4 °C
ocu com soro de coelho, retirado no D89 do protocolo de
imunizagdo e diluido a 1/100, ou com um anticorpo
monoclonal de etiqueta anti-6X-histidina (Cell Signaling)
diluido a 1/1000 em TBS-T. Apds 3 lavagens de 5 minutos em
TBS-T, a membrana é incubada por 60 minutos em temperatura
ambiente, em um anticorpo anti-camundongo ou anti-coelho
conjugado com peroxidase (Jackson Laboratories) diluido a
1/10.000. A membrana é novamente lavada trés vezes por 5
minutos em TBS. O resultado é visualizado pela técnica de
quimiluminescéncia com o kit ECL (Amersham).

A visualizagdo mostra a presenca de uma banda dupla,
presente nas duas preparacgdes de proteinas (A, pogos 1 e
2), com um peso molecular de 60 KDa. Esta banda também.é
detectada pelo anticorpo de etiqueta anti-6X-histidina,
mostrando que ¢é realmente a proteina da invencédo (B, pocos
1l e 2). Deve-se observar que ndés ndo mais observamos as
outras bandas detectadas pelo anticorpo de etiqueta anti-
6X-histidina nas fra¢des purificadas de bactérias. Este
resultado sugere que a imunizacdo foi eficaz apenas para a
forma multimérica da proteina da invencdo ou que a proteina

da invencdo e montada em um multimero, uma vez purificada.
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REIVINDICAGOES

1. Polipeptideo isolado caracterizado pelo fato de
que consiste da sequéncia do polipeptideo da SEQ ID NO: 1
ou o polipeptideo da posicdo 25 até a posicédo 152 da SEQ ID
NO: 1.

2. Polipeptideo isolado, de acordo com a
reivindicacdo 1, caracterizado pelo fato de que ele é capaz
de 1induzir uma agregacdo de plaquetas do sangue humano
superior a 30% em um agregbémetro de plaquetas a 37 °C com
agitagdo de 1000 rpm.

3. Polipeptideo isolado, de acordo com a
reivindicacdo 2, caracterizado pelo fato de que ele
compreende pelo menos as seguintes partes do peptideo:

- GX1X,GER, em que Xq e X5 representam,
independentemente, um aminodcido selecionado de A, R, N, D,
Q, E, G, H, I, K, M, F, P, S, T, W, Y, V e O;

- (GPX3) n com n entre 4 e 10 e X3 representando P ou

- GPRGQOX,GVMGFXs, em que Xy e Xsg representam
independentemente P ou O.

4. Polipeptideo isolado, de acordo com a
reivindicacdo 2, caracterizado pelo fato de qgque ele

compreende pelo menos as seguintes partes do peptideo:

GAPGER,

KPGEPGPK,

- (GPP)n com n entre 4 e 10,

- RGD.

5. Polinucleotideo isolado caracterizado pelo fato

de que consiste da sequéncia do polinucleotideo da SEQ ID

Peticéio 870210014596, de 11/02/2021, pég. 8/9



2/2

No. 2 que codifica um polipeptideo conforme definido pelas
reivindicacdes 1 a 4.

6. Cassete de expressdo caracterizado pelo fato de
compreender na direcdo de transcricéo:

- um promotor funcional em um organismo hospedeiro,

- o polinucleotideo, conforme definido pela
reivindicacédo 5;

- uma sequéncia de terminacdo funcional no mesmo
organismo hospedeiro.

7. Vetor caracterizado pelo fato de que ele
compreende o polinucleotideo, conforme definido pela
reivindicacdo 5 e/ou o cassete de expressdo conforme
definido pela reivindicacédo 6.

8. Organismo hospedeiro microbiano caracterizado
pelo fato de ser transformado com o polinucleotideo
conforme definido pela reivindicacdo 5, o cassete de
expressdo conforme definido pela reivindicacdo 6 e/ou o
vetor conforme definido pela reivindicacédo 7.

9. Composicdo cosmética caracterizada pelo fato de
que ela compreende o polipeptideo conforme definido pelas

reivindicacbes 1 a 4 e um veiculo cosmeticamente aceitavel.

Peticéio 870210014596, de 11/02/2021, pég. 9/9
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