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RESUMO
PEPTIDEOS DE LIGAGAO DE FGF-2 E USOS DOS MESMOS

Peptideos de ligacdo de FGF2 sao aqui descritos, os quais
foram projetados partindo da regiao de N-terminal de PTX3,
em particular abrangendo a regido de PTX3(82-110).
Peptideos sintéticos relacionados a esta sequéncia sao
capazes de ligar FGF2 e inibir sua atividade ©proé-
angiogénica in vitro e in vivo sem impacto antecipado em

imunidade inata.



DESCRICAO
PEPTIDEOS DE LIGAGAO DE FGF-2 E USOS DOS MESMOS

CAMPO DA INVENCAO

LA presente invencado refere-se a peptideos de ligacado de
Fator-2 de Desenvolvimento de Fibroblasto (FGF2), capazes
de ligar FGF2 e inibir sua atividade prdé-angiogénica in

vitro e in vivo sem impacto antecipado em imunidade inata.

ANTECEDENTES DAS INVENCOES

Pentraxinas sao uma superfamilia de proteinas
caracterizadas por uma estrutura pentamérical. As
pentraxinas curtas clédssicas proteina reativa a C (CRP) e
componente P amiloide de soro (SAP) sao proteinas de fase
aguda em homem e camundongo, respetivamente, produzidas no
figado em resposta a mediadores inflamatérios? 3.
Pentraxinas ligam varios ligantes e estdo envolvidas na
resisténcia inata a micrdbios e recuperacdo de detritos

celulares e componentes de matriz extracelular? 4'6,

Pentraxinas longas sao caracterizadas por um dominio de
terminal N nédo relacionado acoplado a um dominio de
terminal C do tipo pentraxina’. A pentraxina longa
prototipica PTX3%? ¢& uma proteina glicosilada de 45 kD
predominantemente agrupada em multimeros de 10 a 20 merolf.
PTX3 ¢é 1localmente produzida e liberada por diferentes
tipos de célula, em particular por fagdbécitos
mononucleares, células dendriticas e células endoteliais,
em resposta a sinais inflamatdérios primdrios?!. Estudos em
ptx3-1-de camundongos mostraram que esta molécula
desempenha fung¢des nao redundantes complexas 1in vVvivo,

variando da montagem de uma matriz extracelular rica em



dcido hialurdénico, a fertilidade feminina e a imunidade
inata contra diversos microorganismosl?'is, Isto esta
relacionado, pelo menos em parte, a capacidade de PTX3
para ligar-se com alta afinidade ao componente de
complemento Clg, a proteina de matriz extracelular TSG6 e
micro-organismos selecionados, ativando ativacao de
complemento e facilitando reconhecimento de patdgeno por
macrdéfagos e células dendriticas! 14, Desta forma, PTX3 é
um recetor de reconhecimento de padrao soluvel com funcgdes
nao redundantes unicas em varias condicdes

patofisioldgicasi 14,

Fator-2 de desenvolvimento de fibroblasto (FGF2) €& um
fator de desenvolvimento de ligacdo de heparina gque induz
proliferacao celular, quimiotaxia, e producdao de protéase
em células endoteliais cultivadas através de interacdo com
recetores de tirosina cinase de alta afinidade (FGFRs)15.
FGF2 induz angiogénese in vivo e modula neovascularizagao
durante cicatrizacao de ferimento, inflamacéao,
aterosclerose, e desenvolvimento de tumorl®. Diversas
moléculas sequestram FGF2 no ambiente extracelular, desta
forma prevenindo sua interagdo <com FGFRs de célula
endotelial e inibindo sua atividade angiogénica (revisto
em!®) . Muitos dos mesmos inibidores sao
produzidos/liberados localmente e/ou sistemicamente, desta
forma sustentando a modulacgdao complexa do processo de

angiogénese.

PTX3 longa liga FGF2 com alta afinidade e especificidade.
Consequentemente, PTX3 longa inibe proliferacédo de célula
endotelial dependente de FGF2 in vitro e angiogénese 1in
vivol?. Também, PTX3 inteira inibe ativacdo celular de
misculo liso dependente de FGF2 e espessamento de intima

depois de lesdo arteriall®., Desta forma, PTX3 pode



potencialmente contribuir para a modulacado de atividade de
FGF2 em diferentes cendarios patoldgicos caracterizada pela
co-expressao das duas proteinas, incluindo inflamacao,
cicatrizacdo de ferimento, aterosclerose, e neoplasia. No
entanto nenhum uso terapéutico da proteina ¢é descrito
devido a impraticabilidade da utilizacdo de tal molécula
grande e a outras atividades da proteina. De fato, PTX3

liga Clg por meio do dominio de pentraxina Cl°-terminal.
No momento, nenhuma funcdo bioldgica foi atribuida ao
terminal de N de PTX3. Nesta base, 0s autores investigaram

a capacidade N-terminal de PTX3 para interagir com FGF2.

DESCRICAO DA INVENCAO

Foi constatado que células endoteliais transduzidas
retrovirais superexpressando o fragmento N-terminal de
PTX3(1-178) mostram atividade mitogénica reduzida em
resposta a FGF2. PTX3(1-178) recombinante purificada liga
FGF2 e previne interacgdo de PTX3/FGF2. Também, o anticorpo
monoclonal mAb-MNB4, que reconhece o epitopo de PTX3(87-
99), previne interacdo de FGF2/PTX3 e abole a atividade de
antagonista de FGF2 de PTX3. Surpreendentemente os autores
constataram gue muitos peptideos curtos retém tal
atividade e sao uteis como farmacos terapéuticos.
Consistentemente, peptideos sintéticos PTX3(82-110),
PTX3(97-110), PTX3(97-107) e PTX3 (100-104) ligam FGF2 e
inibem a interagdao de FGF2 com PTX3 1longa inteira
imobilizada a um "sensorchip" de BIAcore, proliferacdo de
célula endotelial dependente de FGF2 e angiogénese 1in
vivo. Desta forma, os dados permitem identificar um
dominio de ligagdo de FGF2 muito curto na extensao N-
terminal de abrangéncia de PTX3 a regido de PTX3(97-110).

Peptideos sintéticos relacionados a esta sequéncia sao



capazes de ligar FGF2 e inibir sua atividade ©pré-
angiogénica in vitro e in vivo sem impacto antecipado em
imunidade inata.

O objetivo principal da presente invencdo ¢é por esse

motivo um peptideo de ligagdo de FGF2 de férmula I:

Ri-Ala-X1-Pro-X;-Ala-R»
em que:
X; € um aminodcido selecionado entre Arg e Lys;
X; € um aminodcido selecionado entre Cys e Thr;
R1 estd ou ausente ou consiste na sequéncia de aminodcido
selecionada de SEQ ID N°: 1 e SEQ ID N°: 3;
Ry, estd ou ausente ou consiste na sequéncia de aminodcido
selecionada de SEQ ID Ns: 2 e SEQ ID N°%: 4, com as
seguintes condicgdes:
quando R1 estd ausente, também Ry, estd ausente; gquando R; é
a sequéncia de aminocdcido de SEQ ID N°: 1, Rz é a sequéncia

de aminocdcido de SEQ ID Ns: 2; quando Ri é a sequéncia de

aminodcido de SEQ ID N®: 3, Ry €& uma sequéncia de
aminodcido selecionada entre SEQ ID N-: 2 e SEQ ID N?%: 4;
um derivado funcional, um precursor ou um sal

farmaceuticamente aceitdvel dos mesmos.

De preferéncia, X1 é Arg. Mais preferivelmente X, é Cys.
Ainda mais preferivelmente 0 peptideo consiste na
sequéncia de aminodcido selecionado entre SEQ ID N?: 5,

SEQ ID N°: 6, SEQ ID N“: 7 e SEQ ID N°: 10.

O termo "peptideo" é ordinariamente aplicado a uma cadeia
po-lipeptidica contendo de 4 a 100 ou aminodcidos mais
contiguos, geralmente de 5 a 20 aminodcidos contiguos. O
termo "funcional" define um peptideo mostrando
propriedades de ligacdo de FGF2 sendo capaz de diminuir
grandemente a atividade bioldégica de FGF2. A atividade

bioldgica de FGF2 inclui efeitos mitogénicos e



angiogénicos. Em particular, os peptideos da invencao sao
capazes de 1inibir a proliferacdo induzida por FGF2 de
células endoteliais ou células de musculo liso.

Os "precursores" sdao compostos 0s guails podem @ ser
convertidos nos compostos da presente invencao através de
processamento metabdélico e enzimdtico antes ou depois da

administracdao as células ou ao Corpo.

O termo "sais" aqui refere-se tanto a sais de grupos de
carboxila quanto a sails de adicdo de &acido de grupos de
amino dos peptideos, ©polipeptideos, ou analogos dos
mesmos, da presente 1invencao. Sais de um grupo de
carboxila podem ser formados através de métodos conhecidos
na técnica e incluem sais i1norgédnicos, por exemplo, sais
de sdédio, cédlcio, amdnio, férricos ou zinco, € outros
mais, e sais com Dbases orgdnicas como aquelas formadas,
por exemplo, com aminas, tais como trietanolamina,
arginina ou lisina, piperidina, procaina e outros mais.
Sais de adicdo de &cido incluem, por exemplo, sails com
dcidos minerais tais como, por exemplo, A&acido cloridrico
ou acido sulfurico, e sais com acidos orgadnicos tais como,
por exemplo, &acido acético ou acido oxdlico. Quaisquer de
tais sais devem possuir atividade substancialmente similar
aos peptideos e ©polipeptideos da invencdo ou seus

andlogos.

O termo "derivados"™ tal como aqui wusado refere-se a
derivados o0s quails podem ser preparados dos grupos
funcionais presentes nas cadeias laterais das porcdes de
aminodcido ou nos grupos N/ou C-terminal de acordo com
métodos conhecidos. Tais derivados incluem por exemplo
ésteres ou amidas alifaticas dos grupos de carboxila e
derivados de N-acila de grupos de amino 1livres ou

derivados de O-acila de grupos de hidroxila livres e séo



formados com grupos de acila como por exemplo grupos de
alcanoila ou aroila. A presente invencgdo inclui também
peptidomiméticos dos peptideos ja& descritos, nos guais a
natureza de peptideos fol guimicamente modificada no nivel
de cadeias laterais de aminodacido, quiralidade de
aminodcido, e/ou cadeia principal de peptideo. Estas
alteragdes pretendem fornecer agentes de ligacdo de FGF2
possuindo propriedades terapéuticas, de diagndstico e/ou

farmacocinéticas similares (se nao melhoradas).

Por exemplo, quando o peptideo é propenso a clivagem por
peptidases seguinte a injecdo no individuo, substituicéo
de uma ligacao de peptideo particularmente sensivel com um
mimético de peptideo nédo clivavel pode fornecer um
peptideo mais estdvel e desta forma mais funcional como um
terapéutico. Similarmente, a substituicdo de um residuo de
L-aminodcido é um modo padrdao de render o peptideo menos
sensivel & protedlise, e finalmente mails similar a
compostos orgadnicos diferentes de peptideos. Também uteis
sdao grupos de blogqueio de terminal de amino tais como t-
butiloxicarbonila, acetila, succinila, metoxissuccinila,
suberila, adipila, azelaila, dansila, benziloxicarbonila,
fluo-renilmetoxicarbonila. metoxiazelaila, metoxiadipila,
metoxissuberila, e 2,4,-dinitrofenila. Muitas outras
modificagdes fornecendo eficdcia aumentada, atividade
prolongada, facilidade de purificacdo, e/ou meia vida

aumentada sao conhecidas na técnica.

As propriedades dos peptideos da invencdo podem ser manti-
das, ou ainda potencializadas, em peptideos mutantes.
Peptideos mutantes incluem sequéncias de aminodcido em que
um ou mais residuos de aminodcido foram conservadoramente
substituidos, com a condicdao de que eles exibam a mesma

atividade bioldgica caracterizando a presente invencgao em



niveis equivalentes ou até mais elevados, tal como
determinado por métodos conhecidos na técnica ou descritos

nos Exemplos abaixo.

De acordo com a presente invencado, mudancas preferidas nos
peptideos mutantes sao comumente conhecidos como
substituigdes "conservadoras" ou "seguras". Substituicdes
de aminodcido conservadoras sdo aquelas com aminodacidos
possuindo propriedades gquimicas suficientemente similares,
a fim de preservar a estrutura e a funcao bioldgica da
molécula. A literatura fornece muitos modelos nos quais a
selecdo de substituicgdes de aminodcidos conservadoras pode
ser desempenhada com base nos estudos estatisticos e
fisico-quimicos na sequéncia e/ou na estrutura de proteina

natural.

Peptideos mutantes podem resultar de técnica de mutagénese
direcionada a sitio convencional do ADN de codificacédo, de
tecnologias combinatoriais no nivel de sequéncia de ADN de
codificacdo (tal como rear-ranjo de ADN, exibicdo/selecéo
de fago) ou de aminodcidos, de estudos de ©projeto
auxiliado por computador, ou qualquer outra técnica
conhecida adequada dos mesmos, 0s quais fornecem um grupo
finito de peptideos mutados substancialmente
correspondentes os quais podem ser rotineiramente obtidos
e testados por aquele versado na técnica usando o0s
ensinamentos apresentados na técnica anterior e nos

Exemplos do pedido de patente presente.

Os peptideos de ligacdo de FGF2 sendo peptideos de fusao
e/ou quiméricos compreendem a sequéncia de aminodcido do
peptideo de férmula (1) ou quaisquer de seus
mutantes/derivados tal como definido acima, e uma

sequéncia de aminodcido pertencente a uma sequéncia de



proteina diferente de PTX3, fornecendo propriedades
adicionais sem atividade de ligacgao de FGF2

consideravelmente prejudicial.

Sequéncias de proteina adicionais as quais podem ser
compreendidas em proteinas de fusdo e/ou gquiméricas podem
ser escolhidas entre sequéncias ligadas a membrana,
regides extracelulares de proteinas ligadas a membrana,
regides constantes de imunoglobulina, dominios de
multimerizacao, proteinas extracelulares, proteinas
contendo peptideo de sinal, proteinas contendo sinal de

exportacao.

As propriedades adicionais exibidas pelos polipeptideos ou
peptideos de fusdo e/ou qguiméricos sao uma capacidade de
purificacdo mais facil, uma meia wvida de duracgdao mais
longa em fluidos corporais, ou localizagao extracelular.
Este segundo aspeto € de importéncia particular para
definicdo de um grupo especifico de proteinas de fusdo ou
quiméricas incluidas na definicdo acima uma vez gque ele
permita os peptideos da invengdao serem localizados no
espaco onde nao apenas o 1isolamento e purificacado dos
mesmos peptideos sao facilitados, mas também onde PTX3 e

FGF2 naturalmente interagem.

A escolha de uma ou mais das sequéncias a serem fundidas
ao peptideo de ligacdo de FGF2 depende de uso especifico

do referido peptideo.

Como um procedimento geral, proteinas de fusdo podem ser
produzidas através de geracdo de segmentos de Aacido
nucleico codificando-os, usando técnicas de engenharia
genética comuns, e clonagem em vetor replicdvel de origem

viral ou de plasmideo os quais sao usados para modificar



uma célula hospedeira Procaridtica ou Eucaridtica, usando
vetores epissdmicos ou ndao homologamente integrados, assim
como tecnologias com base em transformacao, infecdo, ou
transfeccdo. Estes vetores devem permitir a expressao da
proteina de fusdo incluindo o agente de ligacao de FGF2 na
célula hospedeira procaridtica ou eucaridtica sob o©
controle de suas ©prédprias sequéncias reguladoras de
iniciacdo/terminacao transcricional, as quais sao
escolhidas serem constitutivamente ativas ou induziveis em
referida célula. Uma linhagem celular pode ser em seguida
isolada para fornecer uma linhagem celular estavel. Em
particular, sempre que células modificadas para expressar
0s agentes de ligacdo de FGF2 da invencao sao diretamente
utilizadas ou administradas, células preferidas sao
células humanas, normalmente expressando PTX3. Quando a
sequéncia de proteina adicional, como no caso da sequéncia
de proteinas contendo sinal de exportacdo ou peptideo de
sinal extracelular, permite o dominio de ligacdo de FGF2
ser secretado no espagco extracelular, o agente pode ser
mais facilmente coletado e purificado de células
cultivadas em vista de processamento adicional ou,
alternativamente, as células podem ser diretamente usadas

ou administradas.

Quando a proteina adicional, como no caso da sequéncia de
proteinas ligadas a membrana, permite a imobilizacdo do
agente de ligacdao de FGF2 na superficie do célula, o
agente pode ser menos facilmente coletado e purificado das
células cultivadas em vista de processamento adicional mas
as células podem ser diretamente usadas ou administradas
fornecendo o agente em uma forma correspondente agquela de

PTX3 natural, possivelmente melhorando suas propriedades.



Os peptideos de 1ligacdo de FGF2 da invencdao podem ser
identificados também através de métodos de projeto de
farmaco auxiliado por computador os quais fazem uso da
estrutura e/ou sequéncia dos peptideos da invencdo, ou OS
mutantes ativos correspondentes tal como definido acima.
Os peptideos da invencdo podem ser usados para estudar a
interagcdo entre PTX3 e FGF2 com maior eficdcia wusando
tecnologias de modelagem computacional. Tal andalise
assistida por computador pode ser explorada para
desenvolver farmacos miméticos de peptideo ou ndo peptideo
melhorado na forma de moléculas ou peptideos organicos
sintéticos (por exemplo, 4-20 aminodcidos longos). Uma vez
que estes compostos foram analisados e constatados serem
capazes de ligacdo de FGF2, O seu uso serda entdo avaliado

usando modelos de célula ou animal.

Os polipeptideos da invencao podem estar na forma de
conjugados ou complexos ativos com uma porcao heterdloga,
0s quais podem ser selecionados de agentes citotdxicos,
rétulos (por exemplo rdétulos de biotina, fluorescentes),
farmacos ou outros agentes terapéuticos, covalentemente
ligados ou nao, ou diretamente ou por meio do uso de
agentes de acoplamento ou ligantes. Conjugados ou
complexos Uteis podem ser gerados usando moléculas e
métodos conhecidos na técnica (radicativas ou fluores-
centes rdétulos, biotina, citotdxicos agentes, fdadrmacos ou
outras terapéutico agentes). Agentes citotdxicos incluem
agentes quimioterapéuticos, toxina (por exemplo, uma
toxina enzimaticamente ativa de origem bacteriana,
fungica, de planta, ou de animal, ou fragmentos dos
mesmos), ou um 1isdtopo radiocativo (isto €, um radio
conjugado). Toxinas enzimaticamente ativas e fragmentos
dos mesmos que podem ser usados incluem cadeia de difteria

A, fragmentos ativos de nado ligacado de toxina de difteria,

10



cadeia de exotoxina A (de Pseudomonas aeruginosa), cadeia
de ricin A, cadeia de abrina A, cadeilia de modecina A,
alfa-sarcina, proteinas de Aleurites fordii, proteinas de
diantina, proteinas de Phytolaca americana (PAPI, PAPII, e
PAP-S), inibidor de Momordica charantia, curcina, crotina,
inibidor de Saponaria offici-nalis, gelonina, mitogelina,
restrictocina, fenomicina, enomicina, e os tricote-cenos.
Umas variedades de radionuclideos sao disponiveis para a
producadao de proteinas radio conjugadas. Exemplos incluem

212Bi, 1311, 131 Il’l, 9OY, e 186Re.

Conjugados ou complexos Utels podem também ser gerados
para melhora dos agentes em termos de eficdcia de
liberacdo de farmaco. Para este propdsito, os peptideos da
invencdo podem estar na forma de conjugados ou complexos
ativos com moléculas tais como polietileno glicol e outros
polimeros naturais ou sintéticos (Harris JM and Chess RB,
Nat Rev Drug Discov. (2003), 2(3):214 a 21 ; Greenwald RB
e outros, Adv Drug Deliv Rev. (2003), 55(2):217 a 50;
Pillai O e Panchagnula R, Curr Opin Chem Biol. (2001 ),
5(4):447 a 51). A este respeito, a presente invencao
contempla peptideos guimicamente modificados tal como
descrito aqui, em que o peptideo é ligado com um polimero.
Tipicamente, o polimero é soluvel em 4agua de modo gque o
conjugado nao precipite em um ambiente aquoso, tal como um
ambiente fisioldgico. 0Os conjugados usados para terapia
podem compreender porcgdes de polimeros soluveilis em Aagua
farmaceuticamente aceitdveis. Polimeros soluvels em 4&gua
adequados incluem ©polietileno glicol (PEG) , PEG de
monometdxi, PEG de mono-(Ci-Cip) alcdxi, PEG de arild-xi,
PEG de poli-(N-vinil pirrolidona), PEG de monometdxi de
tresila, propio-naldeido de PEG, PEG de carbonato de bis-
succinimidila, homopolimeros de propileno glicol, um co-

polimero de Oxido de polipropileno/déxido de etileno,

11



polidis polioxietilados (por exemplo, glicerol), alcool de
polivinila, dextrano, celulose, ou outros polimeros com
base em carboidrato. PEG adequado pode possuir um peso
molecular de cerca de 600 a cerca de 60.000, incluindo,
por exemplo, 5.000, 12.000, 20.000 e 25.000. Um conjugado
pode também compreender uma mistura de tais polimeros

soluveis em &gua.

Exemplos de conjugados compreendem 0SS peptideos da
invengdo e uma porgao de o6xido de polialcila ligada ao
terminal de N de referida porcdo de polipeptideo. PEG € um
6xido polialquila adequado. Como uma ilustracdo, o0s
peptideos da presente invencao podem ser modificados com
PEG, um processo conhecido como "PEGilacao". PEGilacéao
pode ser realizada por quaisquer das reacdes de PEGilacéao
conhecidas na técnica. Por exemplo, PEGilacao pode ser
desempenhada por uma reacadao de acilacdao ou através de uma
reacdo de algquilacdo com uma molécula de polietileno
glicol reativo. Em um método alternativo, conjugados sao
formados através de condensagao de PEG ativado, em que um
grupo hidréxi terminal ou amino de PEG foi substituido por

um ligante ativado.

Outro objetivo da invencdo € representado por um A&cido
nucleico codificando os peptideos de ligacadao de FGF2 da
invencgdo, hibridizagdo de 4&dcidos nucleicos com os Aacidos
nucleicos acima, 4&cidos nucleicos possuindo sequéncias
degeneradas. A invencao também inclui vetores de expresséo
de origem viral ou de plasmideo que permite a expressao do
acido nucleico da invencao e células hospedeiras
procaridticas ou eucaridticas transformadas com tais
vetores e linhagens celulares estédveis derivadas disso,

expressando o agente de ligacao de FGF2, os qguais podem

12



ser secretados ou expressos na gsuperficie de membrana.

Exemplos sao células B humanas.

Peptideos de 1ligacdo de FGF2 da invencdo podem ser
produzidos através de método em que as células hospedeiras
acima descritas, sao cultivadas em um meio de cultura

apropriado e o agente de ligacgado de FGF2 é coletado.

A seqguéncia de ADN codificando para os peptideos da
invengado pode ser inserida e ligada em um vetor adequado.
Uma vez formado, o vetor de expressao ¢ introduzido em uma
célula hospedeira adequada, a gqual entdo expressa o

peptideo.

Expressao de quaisquer dos peptideos recombinantes da
invencdo tal como mencionado aqui pode ser efetuada em
células eucaridticas (por exemplo células de leveduras,
inseto ou mamifero) ou células procaridticas, usando os
vetores de expressao apropriados. Qualquer método co-

nhecido na técnica pode ser empregue.

A fim de ser capaz de expressao da proteina desejada, um
vetor de expressao deve também compreender sequéncias de
nucledétido especificas contendo informacdo reguladora
transcricional e translacional ligada ao ADN codificando a
proteina desejada de uma tal forma como para permitir
expressao de gene e producao da proteina. Primeiro de modo
a que o0 gene seja transcrito, ele deve ser precedido por
um promotor reconhecivel por ARN polimerase, ao qual a
polimerase liga-se e desta forma inicia o processo de

transcricao.

H& uma variedade de tais promotores em uso, que trabalham

com diferentes eficiéncias (promotores fortes e fracos).
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Para hospedeiras eucaridticas, sequéncias reguladoras
transcricionais e translacionais diferentes podem ser
empregadas, dependendo da natureza das hospedeiras. Eles
podem ser fontes virais de forma derivada, tais como
adenovirus, papiloma virus Dbovino, virus de Simio ou
outros mais, onde o0s sinais reguladores sao associados com
um gene particular o gqual possui um nivel alto de
expressdo. Exemplos sdao o promotor TK do virus do Herpes,
o promotor inicial SV40, o promotor de gene gald de
levedura, etc. Sinais reguladores de iniciacao
transcricional podem ser selecionados o0s quais permitem
repressdo e ativacao, de modo que expressdo dos genes pode

ser modulada.

A molécula de ADN compreendendo a sequéncia de nucleotideo
codificando para a proteina da invencdo ¢é inserida em
vetor (es), possuindo os sinais reguladores transcricionais
e translacionais operavelmente ligados, o qual é capaz de
integracdo das sequéncias de gene desejadas na célula

hospedeira.

As células que foram estavelmente transformadas pelo ADN
introduzido podem ser selecionadas também por introducgdo
de um ou mais marcadores permitindo selecdo de células
hospedeiras contendo o vetor de expressdo. O marcador pode
também fornecer fototropia a uma hospedeira auxotrédpica,
resisténcia a biocida, por exemplo antibidticos, ou metais
pesados tais como cobre, ou outros mais. O gene marcador
seleciondvel pode ou ser diretamente ligado as sequéncias
de gene de ADN a serem expressas, ou introduzido na mesma

célula através de co-transfeccao.

Elementos adicionais dos vetores podem também ser uteis

para obtencdo de uma producdo ideal de proteinas da
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invencdo, em particular para selecdo de uma célula
particular contendo vetor de plasmideo ou viral: a
facilidade com a qual células recipientes, gque contém o
vetor podem ser reconhecidas e selecionadas daquelas
células recipientes as quais nao contém o vetor; o numero
de cépias do vetor que € desejado em uma hospedeira
particular; e se é desejavel ser capaz de "transportar em
viagem de ida e volta" o vetor entre células hospedeiras

de diferentes espécies.

Uma vez que o(s) vetor(es) ou sequéncia de ADN contendo
a(s) construcédo(des) foi preparado para expressao do ADN,
construcdo(des) podem ser introduzidas em uma célula
hospedeira apropriada por qualquer de uma variedade de
métodos adequados: transformacdo, transfeccdo, conjugacao,
fusdo de pro-toplasto, eletroporacdo, precipitacdo de

fosfato de calcio, microinjecdo direta, etc.

Células hospedeiras podem  ser ou procaridticas ou
eucaridéticas. Preferidas s&o hospedeiras eucaridticas, por
exemplo células de mamifero, tais como células de humano,
macaco, camundongo, e Ovario de Hamster Chinés (CHO),
porque elas fornecem modificagdes pds-translacionais a mo-
léculas de proteina, incluindo duplicacdo correta ou
glicosilagcao em sitios corretos. Também células de
levedura podem realizar modificacgdes de peptideo pds-
translacional incluindo glicosilacdo. Diversas estratégias
de ADN recombinante existem as quais utilizam sequéncias
de promotor forte e numero de cdépia alto de plasmideos que
podem ser utilizados para producdo das proteinas desejadas
em levedura. Levedura reconhece sequéncias lideres em
produtos de gene de mamifero clonado e secreta peptideos
transportando sequéncias lideres (isto é, pré-peptideos).

Depois da introdugao do(s) vetor (es), as células
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hospedeiras sao desenvolvidas em um meio seletivo, o qual
seleciona quanto ao desenvolvimento de células contendo
vetor. Expressao da(s) sequéncia(s) de gene clonado

resulta na producdo das proteinas desejadas.

Muitas revistas e livros fornecem ensinamentos de como
clonar e produzir proteinas recombinantes usando vetores e
células hospedeiras Procaridticas ou Eucaridticas, tais
como alguns titulos na série "A Practical Approach"

publicada por Oxford University Press ("ADN Cloning 2:

Expres—-sion Systems", 1995; "ADN Cloning 4: Mammalian
Systems", 1996; "Protein Expression", 1999; "Protein
Purification Techniques", 2001).

Exemplos de tecnologias de sintese quimica, que sdao mais
indicadas para producdo do agente de ligacdo de FGF2 da
invengdo quando ele estd na forma de peptideo ou miméticos
de peptideo, sdo sintese de fase sdélida e sintese de fase
liquida. Como uma sintese de fase sélida, por exemplo, o
aminodcido correspondente ao C-terminal do peptideo a ser
sintetizado é ligado a um suporte o qual é insoluvel em
solventes orgédnicos, e através de repeticdo alternada de
reacbes, aquela em que aminodcidos com seus grupos amino e
grupos funcionais de cadeia lateral protegidos com grupos
protetores apropriados sao condensados um por um em ordem
do C-terminal ao terminal de N, e aguela onde o0s
aminodcidos ligados a resina ou ao grupo protetor dos
grupos amino dos peptideos sao liberados, a cadeia de

peptideo € entdo estendida desta maneira.

Métodos de sintese de fase sélida sdao grandemente
classificados pelo método de tBoc e o método de Fmoc,
dependendo do tipo de grupo protetor usado. Grupos

protetores tipicamente usados incluem tBoc (t—
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butoxicarbonila), Cl-Z (2-clorobenziloxicarbonilo), Br-Z
(2-bromobenziloxicar-bonila), Bzl (benzila), Fmoc (9-
fluorenilmetoxicarbonilo), Mbh (4,4'-dimeto-
xidibenzidrilo), Mtr (4-metdxi-2,3,6-
trimetilbenzenossulfonilO), Trt (tritila), Tos(tosila), Z
(benziloxicarbonila) e Clz-Bzl (2,6-diclorobenzilo) para
0s grupos amino; NO2 (nitro) e Pmc (2,2,5,7,8-
pentamétilcromano-6-sulfonila) para 0s grupos guanidino);
e tBu (t-butila) para os grupos hidroxilo). Depois de
sintese do peptideo desejado, ele & submetido a reacdo de
desprotecdo e cortado fora do suporte sdélido. Tal reacao
de corte de peptideo pode ser conduzida com fluoreto de
hidrogénio ou 4&cido sulfénico tri-fluorometano para 0

método de Boc, e com TFA para O método de Fmoc.

Os agentes de ligacdo de FGF2 obtidos através de
tecnologias de ADN recombinante ou sintese quimica sao
finalmente submetidos a uma ou mais etapas de purificacéo.
Purificagdo pode ser realizada através de quaisquer um dos
métodos conhecidos para este propdsito, isto & qualquer
procedimento convencional envolvendo extracao,
precipitagao, cromatografia, eletroforese, ou outros mais.
Por exemplo, HPLC (Cromatografia Liquida de Alto
Desempenho) pode ser usada. A eluicdo pode ser conduzida
usando um solvente com base em dgua-acetonitrilo comumente
empregado para purificacao de proteina. A invencdo inclui
preparacdes purificadas dos agentes de ligacao de FGF2 da
invencdo. Preparacgdes purificadas, tal como aqui wusado,
refere—-se as preparacdes as quais sdao pelo menos 1 %, de
preferéncia pelo menos 5%, em peso seco dos compostos da

invencao.

Os compostos da invencdo descritos acima (proteinas,

peptideos, compostos orgadnicos) podem ser usados como um
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medicamento. De preferéncia como um anti doenca conduzida
aproximadamente através de uma angiogénese alterada. Mais
preferivelmente a angiogénese alterada é provocada por uma
ativacdo alterada do fator de desenvolvimento FGF2. Ainda
mais preferivelmente, a doenca ¢ selecionada do grupo
consistindo em doencga artritica, metdstase de tumor,
retinopatia diabética, psoriase, inflamacéao crbénica,
arteriosclerose ou tumor. De preferéncia o tumor & sele-
cionado do grupo de: sarcoma, carcinoma, carcinoide, tumor

6sseo ou tumor neuroenddcrino.

Os compostos da invencao descritos acima (proteinas,
peptideos, compostos orgédnicos) podem ser usados como anti
doenca associada com proliferacado dependente de FGF2 nao
controlada de fibroblastos ou células musculares lisas,
cicatrizacdo ligada a resposta fibroblastica excessiva, e

restenose depois de angiopléstica.

De fato os peptideos de ligacdao de FGF2 da invencdo, uma
vez ligados a FGF2, agem como 1inibidores de FGF2.
Realmente 0s peptideos sao capazes de inibir a
proliferagao induzida por FGF2 de células endoteliais ou
células de musculo liso. Por esse motivo, o potencial
terapéutico de tal molécula é a profilaxia e/ou tratamento
de doencas nas quais uma inibicdo de FGF2 & benéfica. Este
segundo efeito pode ser também usado para reducdo da

populacadao de células que expressam FGF2.

Os peptideos de ligacao de FGF2 da invencao podem ser usa-
dos como ingredientes ativos em composicdes farmacéuticas
para a profilaxia e/ou tratamento de doencgas conduzidas
aproximadamente através de uma angiogénese alterada, em
que a angiogénese alterada ¢é provocada através de uma

ativacdo alterada de FGF2. Exemplos de doencas referidas
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sdo: doenga artritica, metédstase de tumor, retinopatia
diabética, psoriase, inflamacdo crdnica, arteriosclerose
ou tumor, nas guais o tumor é, por exemplo, sarcoma,
carcinoma, carcinoide, tumor 6sseo ou tumor neuro

enddécrino.

Os agentes de ligacdo de FGF2 da invencao podem também ser
usados como ingredientes ativos em composicdes
farmacéuticas para a profilaxia e/ou tratamento de doencas
associadas com ©proliferacdo dependente de FGF2 néo
controlada de fibroblastos ou células musculares lisas,
tal como a cicatrizacdo ligada a resposta fibroblédstica

excessiva, e a restenose depois de angiopldasica.

A presente invencdo também fornece composicdo farmacéutica
compreendendo uma guantidade terapeuticamente eficaz do
peptideo de fédrmula I ou derivados funcionais dos mesmos e
produtos farmacéuticos diluentes e/ou excipientes e/ou
adjuvantes adequados para a profilaxia e/ou tratamento das
doencas acima mencionadas. Estas composicdes farmacéuticas
podem ser formuladas em combinacao com veiculos,
excipientes, estabilizantes, ou diluentes
farmaceuticamente aceitdveis. Dependendo das propriedades
do agente, a composicdo farmacéutica pode ser util para
doencas relacionadas com as células T CD4+ tais como

doencas autoimunes, inflamacdes, ou infecdes.

Composicdes farmacéuticas compreendendo os peptideos de
ligacdao de FGF2 da presente invencgao incluem todas as
composicdes em que o referido composto estd contido em
quantidade terapeuticamente eficaz, isto €, uma guantidade
eficaz para obter o resultado sob o ponto de vista médico
desejavel no animal tratado. As composicdes farmacéuticas

podem conter veiculos aceitdveis farmacéuticos adequados,
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veiculos biologicamente compativeis adequados para
administracdo a um animal (por exemplo, solucdao salina
fisioldgica) e eventualmente compreendendo auxiliares
(tipo excipientes, estabilizantes ou diluentes) os dquais
facilitam o processamento dos compostos ativos em
preparacgdes as quais podem ser usados produtos

farmacéuticos.

As composicdes farmacéuticas podem ser formuladas de
qualquer modo aceitdvel para satisfazer as necessidades do
modo de administracdao. O uso de biomateriais e outros
polimeros para liberacdo de farmaco, igualmente as técnicas
e modelos diferentes para validar um modo especifico de
administracdao, sédo descritos na literatura. Modificacgdes
dos compostos da invencado para melhorar penetracdo da

barreira sangue-cérebro também seriam Uteis.

Qualguer modo de administracdo aceito pode ser usado e de-
terminado por aqueles versados na técnica. Por exemplo,
administracédo pode ser através de varias vias parenterais
tals como vias subcutédneas, intravenosas, intradérmicas,
intramusculares, intraperitoneais, intranasais,
transdérmicas, orais, ou bucais. Administracdao parenteral
pode ser por 1injecdao de bolo ou por perfusdao gradual
durante o tempo. Preparacdes para administracao parenteral
incluem solucgdes, suspensdes, e emulsdes aguosas ou nao
aquosas estéreis, as qguais podem conter agentes ou
excipientes auxiliares conhecidos na técnica, e podem ser
preparados de acordo com métodos de via. Além disso,
suspensao dos compostos ativos como suspensdes de injecéo
oleosas apropriadas pode ser administrada. Solventes ou
veiculos lipofilicos adequados incluem &leos graxos, por
exemplo, O6leo de gergelim, ou ésteres de 4acido graxo

sintéticos, por exemplo, &éleo de gergelim, ou ésteres de
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dcido graxo sintéticos, por exemplo, etiloleato ou

triglicerideos.

Suspensdes de injecdo aquosas gue podem conter substéncias
aumentando a viscosidade da suspensado incluem, por
exemplo, carboximetil celulose de sdédio, sorbitol, e/ou
dextrano. Opcionalmente, a suspensdao pode também conter
estabilizantes. Composicdes farmacéuticas incluem solucgdes
adequadas para administracdo por injecdo, e contém de
cerca de 0,01 a 99 por cento, de preferéncia de cerca de
200 a 75 por cento de composto ativo junto com o
excipiente. Composicdes as quais podem ser administradas

retal-mente incluem supositérios.

E entendido que a dosagem administrada serd dependente da
idade, sexo, saude, e peso do recipiente, tipo de
tratamento concorrente, se existir, frequéncia de
tratamento, e a natureza do efeito desejado. A dosagem
serda adaptada ao sujeito individual, como € entendido e
determindvel por aquele versado na técnica. A dose total
requerida para cada tratamento pode ser administrada por
doses multiplas ou em uma dose UuUnica. A composicao
farmacéutica da presente 1invencao pode ser administrada
sozinha ou em conjuncéao com outros terapéuticos
direcionados a condicdo, ou direcionados a outros sintomas
da condicdo. Geralmente uma dosagem didria de ingrediente
ativo ¢é compreendida entre 0,01 a 100 miligramas por

quilograma de peso corporal.
Os compostos da presente invencdo podem ser administrados

ao paciente 1intravenosamente em um veiculo aceitavel

farmacéutico tal como solucgdo salina fisioldgica.
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Métodos padrao para liberacdao intracelular de peptideos
podem ser usados, por exemplo liberacdo por meio de
lipossomas. Tais métodos sdo  bem-conhecidos aqueles
versados na técnica. As formulacdes desta invencao séao
Uteis para administracdo parenteral, tal como intravenosa,

subcutédnea, intramuscular, e intraperitoneal.

Igualmente conhecidas nas técnicas médicas, dosagens para
qualgquer paciente depende de muitos fatores, incluindo o
tamanho do paciente, 4drea de superficie corporal, idade, o
composto particular a ser administrado, sexo, tempo e via
de administracdo, saude geral, e outros farmacos sendo

administrados concorrentemente.

Uma vez entendidos o0s aspetos dos métodos e produtos
descritos no presente pedido, a necessidade e tipo de
etapas adicionais podem ser facilmente deduzidos através
de revisdo de processo de técnica anterior, assim como das
seguintes figuras e exemplos ndao limitantes descrevendo os

detalhes bédsicos e algumas aplicacdes da invencéao.

DESCRICAO DOS DESENHOS

Figura 1. Inibi¢do de atividade mitogénica de FGF2 por
Nterm—PTX3 transduzida por retrovirus. (A) Andlise de
mancha do Oeste do meio condicionado de células
endoteliais adrticas de murino (MAE) infectadas com
retroviroses de EGFP, PTX3 de tamanho natural humano,
SCtern—PTX3, o0oU Ntern—PTX3. As duas faixas 1munorreativas
presentes no caminho de sC-term-PTX3 correspondem a forma
glicosilada e nédo-glicosilada da proteina recombinante 10
(B) Células MAE infetadas por retrovirus foram estimuladas
com FGF2 (0,55 nM). Depois de 48 horas, células foram

tripsinadas e contadas. Os dados Sao expressos Ccomo
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percentagem da proliferacdo observada em células tratadas
por FGF2 infetado por silindra (duplicagdes de 8 de
populacado celular). (C) Células GM7373 foram incubadas com
0 meio condicionado de células MAE infetadas e
imediatamente tratadas com 0,55 nM de FGF2. Depois de 24
horas, células foram tripsinadas e contadas. Os dados sao
expressos como percentagem da proliferacdo observada em
células GM7373 incubadas em meio fresco mais FGF2
(duplicacdes de 1,0 de populacdo celular). Em B e C, o0s
dados sdao a média + SD de 3 ensaios independentes em

triplicata.

Figura 2. Inibigdo de interacdo de FGF2/PTX3 por Niern—PTX3
recombinante. (A) NternmPTX3 e Ctern—PTX3 rotuladas por
6xHis recombinante foram expressas e purificadas de
células de E. coli transformadas (final mostra o
manchamento de prata de um gel SDS-PAGE carregado com as
proteinas purificadas). Em seguida, cavidades revestidas
por FGF2 foram incubadas com PTX3 de tamanho natural,
Niern—PTX3 oU Ctern—PTX3 (todas em 44 nM) durante 30 minutos
em 37°C. A qguantidade relativa de proteina ligada a FGF2
imobilizado foi imunodetectada através de incubacdo com um
anticorpo anti-PTX3 policlonal de coelho tal como descrito
em Material e Métodos. (B) Cavidades revestidas por FGF2
foram incubadas com PTX3 biotinilada (bPTX3, 22 nM) na
auséncia ou na presenca de um excesso molar de 10 vezes de
PTX3 de tamanho natural, Ntern—PTX3 oU Ctern—PTX3. A quanti-
dade de DbPTX3 1ligada a FGF2 imobilizado foi em seguida
medida e os da dos foram expressos como percentagem de
ligacdo medida na auséncia de qualquer competidor. Todos
os dados sao a média + SD de 3 ensaios independentes em

triplicata.
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Figura 3. Mapeamento de epitopo de PTX3. (A) PTX3 de tama-
nho natural, Niern—PTX3, e Ctern—PTX3 (200 ng/caminho) foram
analisadas através de western blot usando os anticorpos
monoclonais mAb-MNB4 e mAb-16B5. (B) 128 peptideos de 13-
mero de sobreposicado abrangendo a sequéncia de PTX3 humana
integral foram dispostos em membranas de celulose pela
técnica de sintese SPOT. Em seguida, membranas foram
sondadas com anticorpos de mAb-MNB4 (barras pretas) e mAb-
16B5 (barras cinzas) e imunocomplexas foram quantificados
através de andlise densitométrica das membranas. A
sequéncia de aminodcido dos peptideos de PTX3 reconhecidos
pelos dois anticorpos é mostrada em itdlico sublinhado no

cébdigo de letra unica.

Figura 4. mAb-MNB4 impede interacdo de FGF2/PTX3. (A) Ca-
vidades revestidas por FGF2 foram incubadas com 22 nM de
bPTX3 na auséncia ou na presenca de PTX3 de tamanho
natural, mAb-MNB4, ou mAb-16B5 (todas em 220 nM). A
quantidade de DbPTX3 1ligada a FGF2 imobilizado foi em
seguida medida e os dados foram expressos como percentagem
de ligacao medida na auséncia de qualquer competidor. (B)
Células GM7373 foram incubadas com FGF2 (0,55 nM) mais
PTX3 (220 nM) na auséncia ou na presenca de mAb-MNB4 ou
mAb-16B5 (ambos em 2,2 uM). Depois de 24 horas, células
foram tripsinadas e contadas. Os dados sSa0 expressos Ccomo
percentagem da proliferacdo observada em células GM7373
incubadas com FGF2 apenas. Todos os dados sao a média + SD

de 3 ensaios independentes em triplicata.

Figura 5. Inibicdo de interacdo de FGF2/PTX3 por peptideos

sintéticos de PTX3. (A) Representacdo esquemdtica N-
terminal de PTX3 humana e peptideos sintéticos
relacionados de PTX3. (B) Cavidades revestidas com o0s

peptideos de PTX3 indicados (200 pg/cavidade) foram
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adicionadas com FGF2 (80 nM) e a gquantidade de FGF2 ligada
foi avaliada. Os dados, expressos como percentagem da
quantidade de FGF2 ligada a cavidades revestidas por PTX3,
sdo a média * SD de 3 ensaios independentes em triplicata.
(C) Painel superior: FGF2 (0,8 upM) foi injetado sobre
"sensorchips" de BIAcore revestidos por PTX3 ou revestidos
por gelatina. Painel inferior: revestimento de sensograma
mostrando a ligacdo de guantidades crescentes de FGF2
(0,1, 0,5 0,8, e 1,1 uM) para PTX3 imobilizada. A
resposta (em RU, Unidades de Ressonédncia) foil registada
como uma fungdo de tempo. D) FGF2 (0,8 uM) foi injetado
sobre um "sensorchip" de BIAcore revestido por PTX3 na
presenca de concentracdes crescentes de PTX3 de tamanho
natural (M) ou peptideos sintéticos PTX3(82-110) (=*),
PTX3(82-110) misturada (0), ou PTX3(57-85) (0). A resposta
foi registada no término de injecdo e plotada como uma
funcado da concentracdo de antagonista. Para cada peptideo,
resultados similares foram obtidos em 2 a 3 ensaios
independentes. (E) Células GM7373 foram incubadas com FGF2
(0,55 nM) na auséncia ou na presenca de PTX3 (220 nM) ou
dos peptideos de PTX3 indicados (todos em 66 uM). Os
dados, expressos como percentagem da proliferacéo
observada em células GM7373 incubadas com FGF2 apenas, sSao

a média * SD de 3 ensaios independentes em triplicata.

Figura 6. Peptideo de PTX3(97-110) como um antagonista de
FGF2. (A) Representacdo esquemdtica de peptideos de
abrangéncia de PTX3(82-110). (B) Cavidades revestidas com
os peptideos de PTX3 indicados (200 nug/cavidade) foram
incubadas com FGF2 (80 nM) e a qguantidade de FGF2 ligado
foi avaliada. 0Os dados, expressos como percentagem da
quantidade de FGF2 ligada a cavidades revestidas por PTX3,
sdo a média + SD de 3 ensaios independentes em triplicata.

(C) FGF2 (0,8 uM) foi injetado sobre um "sensorchip" de
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BIAcore revestido por PTX3 na presenca de concentracgdes
crescentes de PTX3(82-110) (+), PTX3(97-110) (0), PTX3(82-
101) (W), ou PTX3(82-96) (A). A resposta fol registada no
término de injecdo e plotada como uma funcdo da
concentracao de antagonista. Para cada peptideo,
resultados similares foram obtidos em 2 a 3 -ensaios
independentes. (D) Células GM7373 foram incubadas com FGF2
(0,55 nM) na auséncia ou na presenca dos peptideos de PTX3
indicados (todos em 66 uM). Os dados, expressos Ccomo
percentagem da proliferacdo observada em células GM7373
incubadas com FGF2 apenas, sao a média + SD de 3 ensaios
independentes em triplicata. (E) FGF2 (0,8 uM) foi
injetado sobre um "sensorchip" de BIAcore revestido por
PTX3 na presenca de concentracdes crescentes de PTX3(97-
110) (s), PTX3(100-110) (e), PTX3(97-104) (A), ou PTX3(97-
107) (V¥), PTX3(104-113) (¢), PTX3(100-113) (A), PTX3(100-
104) (d). A resposta fol registada no término de injecao e
plotada como uma funcdo da concentracdo de antagonista.
Para cada peptideo, resultados similares foram obtidos em

2 a 3 ensaios independentes.

Figura 7. Atividade antiangiogénica de ©peptideo de

PTX3(82-110). Membrana coriocalantdéica (CAM) de embrido de
galinha dimplantada no dia 11 com contas de alginato
contendo veiculo (a) ou 16 pmoles de FGF2 na auséncia (b)
ou na presencga (c) de 3 nmoles de PTX3(82-110) foi foto-
grafada no dia 14. Ampliacgdo original, x 5.

EXEMPLOS

Exemplo 1

Materiais e Métodos
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Quimicos

FGF2 recombinante humano (numero de acessao 09038) e PTX3
(nimero de acessao suico-prot P26022) foram expressos em
células de E. coli e OVAario de hamster Chinés,
respetivamente, e purificados tal como descritol0r'lo,
Peptideos de PTX3(31-60), PTX3(57-85), e PTX3(107-132)
humana sintéticos foram fornecidos por Primm (Milao,
Itdlia), todos os outros peptideos sendo fornecidos por
Tecnogen (Piana di Monteverna, Caserta, Itdlia) (pureza de
HPLC > 95%). Para todos o0s peptideos, sequéncia de
aminodcido € mostrada na Tabela 1 no cdédigo de letra unica
e estrelas de numeracado do residuo de metionina na posicao

1 na sequéncia lider de PTX3.

Tabela 1. Peptideos sintéticos abrangendo o terminal de N

de PTX3 humana

Peptideo Sequéncia de Aminoacido SEQ IDNS:
PTX3 (31 -60) DNEIDNGLHPTEDPTPCDCGQEHSEWDKLE |8
PTX3 (57-85) DKLFIMLENSQMRERMLLQATDDVLRGEL 9
PTX3(82-110) RCELQRLREELGRLAESLARPCAPGAPAE 10
PTX3(82-110) EGLRGELRGSREAELLRQAARAPACPLPE 11
PTX3(107-132) |APAEARLTSALDELLQATRDAGRRLA 12
PTX3182-96) RGELQRLREELGRLA 13
PTX3(82-101) RGELQRLREELGRLAESLAR 14
PTX3(97-110) ESLARPCAPGAPAE 5
PTX3197-104) ESLARPCA 15
PTX3(97-107) ESLARPCAPGA 6
PTX31100-104) ARPCA 7
PTX3(100-110) |[ARPCAPGAPAE 16
PTX3(82-99) RGELQRLREELGRLAESL 1
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PTX3(105-110) |[PGAPAE 2
PTX3(97-99) ESL 3
PTX3(105-107) [PGA 4

Anticorpos monoclonais de rato direcionados contra PTX3
humana purificada foram descritos previamente 1020 (numero
de MNB1l cat. ALX-804-463, Numero de MNB4 cat. ALX-804-

464, Alexils Biochemicals).

Culturas de célula

Células GM7373 endoteliais adrticas bovinas fetais?!' foram
desenvolvidas em MEM de Aguia contendo soro de bezerro
fetal (FCS) a 10%. Células embalando rim embridnico
humano (EcoPack2-293) (Clontech, CcAa, USAh) foram
desenvolvidas em DMEM (Life Technologies, Gaithersburg,
MD) contendo FCS a 10%. Células 22106 endoteliais
adérticas de murino balb/c (células MAE) foram obtidas de
R. Auerbach (University of Wisconsin, Madison, Wl) e

desenvolvidas em DMEM adicionado com FCS a 10%.

Infecgdo retroviral

Os CcADNs codificando para PTX3 humana e para a proteina
fluorescente verde realcada (EGFP) foram obtidos tal como
descritol’”. 0Os cADNs codificando para a PTX3(1-178) de
fragmento N-terminal (Neern—PTX3) e a PTX3(179-381) de
fragmento N-terminal fundidos & sequéncia lider para
secrecdo de PTX3(1-17) (SCtern—PTX3) foram gerados de pLX-
PTX317 através de técnicas de PCR e clonagem padrao. Todos
0s cADNs foram clonados no vetor retroviral pBABE desta
forma gerando pPBABE-PTX3, pBABE-Ntern—PTX3, pPBABE-sCtern—

PTX3, e pBABE-EGFP que foram usadas para transfectar as
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células embalando EcoPack2-293 na presenca de
Lipofectaminal’. Células transduzidas foram selecionadas
com puromici-na (1 ng/rnl, Sigma) durante duas semanas.
Clones com um titulo viral mais elevado do que 10¢ cfu/mL
foram usados para experimentacado adicional. Culturas
confluentes de células MAE foram em seguida incubadas
durante horas com o meio condicionado de células embalando
PBABE-PTX3, pPBABE-N,emrPTX3, pPBABE-sC,m-PTX3, ou pBABE-
EGFP na presenga de polibreno (8 pg/ml, Sigma). Populacgdes
de célula infectadas foram selecionadas durante 7 dias com
puromicina. Observacdao de células infectadas por EGFP
através de microscopia de epifluorescéncia (microscoédpio
Axiovert S100, x10/0,25; Zeilss, Goéttingen, Germany)
mostrou que eficiéncia de infecgado retroviral foi mais
elevada do que 80%. Para avaliar os niveils de expressédo e
liberacgado de proteina de transgene por células infetadas,
culturas de célula foram desenvolvidas sob condicgdes
livres de soro durante 2 dias. Em seguida, meios
condicionados foram coletados, clarificados através de
centrifugacao, concentrados 10 wvezes usando filtros
Centricon YM-10 (Millipore), e 100 upl de aligquotas foram

sondados através de andlise de western blot.

Ensaio de proliferagido celular

Ensaio de proliferagdo celular em células endoteliais foi
desempenhado tal como descrito??. Resumidamente, células
GM7373 ou MAE foram semeadas em placas de 96 cavidades em
75.000 células/cm? ou 25.000 células/cm?, respetivamente.
Depois de 16 h, células foram incuba das em meio fresco
contendo FCS a 0,4% mais FGF2 (0,55 nM) na auséncia ou na
presenca de diferentes antagonistas. Depois de 24 ou 48
horas, respetivamente, células foram tripsinadas e

contadas em uma cémara Burker.
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Expressdo de E. coli e purificagdo de fragmentos de PTX3

rotulados por 6xHis recombinantes

Neern'PTX3 e Crtern'PTX3 cADNs foram amplificados de pLX-PTX3
através de PCR com iniciadores contendo nucleotideos

adicionais:

PTX3-N:

(+) CACCGAGAACTCGGATGATTATGA 8 (SEQ ID 17);
(.) TTAACCTGCCGGCAGCCAGCTICC (SEQ ID 18);
PTX3-C:

(+) CACCTGTGAAACAGCTATTTITA (SEQ ID 19);

(=) TTATGAAACATACTGAGCTICC (SEQ ID 20).

Estes cADNs foram clonados no vetor de TOPO de pENTR (Es-—
tojo de clonagem TOPO direcional de pENTR, Invitrogen) e
sequenciados. Por uso da tecnologia Gateway© (Invitrogen),
CADNs de Ntern—PTX3 e Cirern—PTX3 de vetor de TOPO de pENTR
foram em seguida clonados no vetor pDEST17 permitindo a
insergao de um rdétulo de 6xHis no C-terminal das proteinas
recombinantes. Células BL21-AI de E. coli (Invitrogen)
foram em seguida transformadas com os dois plasmideos
recombinantes e desenvolvidas em 37°C em meio de LB
contendo 100 pg/mL de ampicilina. Expressdo de proteina
recombinante foi induzida através de incubacdo durante a
noite em 30°C na presenca de L-arabinose a 0,2%. Depois de
inducdo, células foram ressuspensas em tampao de ligacao
(20 mM de fosfato de sédio, 5 M de NaCI, 10 mM de
imidazol, pH  7,4) e lisadas através de sonicacao.
Sobrenadantes clarificados foram filtrados por meio de um
filtro de 0,45 pm e carregados em uma Coluna de Afinidade
de Metal Imobilizada (IMAC) Hi-Trap de 3,0 ml (Amersham
Biosciences) com Niquel para purificacdao. A coluna foi

lavada com 100 mM de imidazol em tampdo de ligacgado e
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proteinas ligadas foram eluidas com 300 mM de imidazol de
acordo com instrugdes de fabricante. Fragdes foram
sondadas quanto a presenca da proteina recombinante
através de imunomanchamento, e fracgdes positivas foram
coletadas e dessalinizadas através de cromatografia de
filtragem em gel (coluna Sephadex G25 PD10, Amersham) em
PBS. Pureza de proteinas recombinantes foi mais elevada do
que 90%, como avaliado através de SDS-PAGE seguido por

manchamento de prata do gel (veja Figura 2A, inserida).

Ensaio de ligagdo de fase sdélida

Microplacas de ELISA foram incubadas durante 16 horas em
4°C com 100 pl/cavidade de NaHCO:z a 100 mM, pH 9,6 (tampdo
de revestimento) contendo FGF2 (270 nM). Em seguida,
cavidades foram super-revestidas durante duas horas em
temperatura ambiente com leite seco a 5% em tampao de
revestimento. Logo depois, 100 upl de aliquotas de PBS
contendo PTX3 de tamanho natural, Ntern—PTX3 recombinante
ou Cterm—PTX3 (todas em 44 nM) foram incubadas durante 30
minutos em 37°C nas cavidades revestidas por FGF2. Em
seguida, cavidades foram seqliencialmente incubadas durante
uma hora em 37°C com um anticorpo anti-PTX3 policlonal de
coelho (diluicdo de 1:2000) que reconhece ambos o0s
fragmentos de PTX3 com eficiéncia similar em western blot
e ELISA, um anticorpo biotinilado anticoelho (1:2000), e
100 pl de estreptavidina-rdbano silvestre ©peroxidase
(1:5000, Amersham) durante uma hora em temperatura ambien-
te. Em seguida, 100 pl/cavidade do substrato de cromogénio
2,29-azinobis (dcido 3-etilbenztiazolinassulfénico) foram
adicionados. Valores de absorvéncia foram lidos em 405 nm
em uma leitora de ELISA automdtica. Em alguns ensaios, 100
1l de aliquotas de PBS contendo PTX3 rotulada por biotina

(bPTX3) (22 nM) foram incubados durante 30 minutos em 37°C
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em cavidades revestidas por FGF2 com ou sem competidores.
Em seguida, cavidades foram lavadas, e a qguantidade de
bPTX3 ligada foi avaliada tal como descritol’.
Alternativamente, peptideos sintéticos de PTX3 foram
imobilizados em cavidades de microplaca de ELISA (200
ng/cavidade) tal como descrito acima. Em seguida, FGF2 (80
nM) foi adicionado e FGF2 ligado a peptideos imobilizados
foi avaliado através de incubacdo de uma hora em 37°C com
um anticorpo anti-FGF2 policlonal de coelho (1:7000)

seguido por detecdo imunocomplexa tal como descrito acima.

Mapeamento de epitopo de PTX3

Para identificar a sequéncia de aminodcido dos epitopos
ligando-se a anticorpos anti-PTX3 monoclonais, 128
peptideos foram dispostos em membranas de celulose através
de tecnologia de sintese SPOT2?3., 0Os 5 peptideos eram 13
aminodcidos longos com uma fase de leitura de 3
aminodcidos. Membranas foram bloqueadas com leite a 2% em
Tween-TBS (MBS) durante 16 horas em 4°C. Depois de
lavagem, as membranas foram incubadas durante 90 minutos
em 37°C com anticorpos monoclonais mAb MNB4 ou mAb 16B5
(ambos em diluicdo de 1:1000 em MBS) e em seguida 10
incubadas durante 90 minutos em 37°C com IgG anti-rato
conjugada a fosfatase alcalina de coelho (1:30.000, Sigma)
em MBS. Reacdo de cor foi desenvolvida tal como descrito 43
e 1intensidade do sinal foi avaliada através de andlise

densitométrica da membrana.

Ensaio de ligagdo de BIAcore

Um aparelho BIAcore X (BIAcore Inc, Piscataway, NJ) foi
usado. Ressondncia de plasmbénio de superficie foi

explorada para medir mudancas em indice refrativo causadas
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pela capacidade de FGF2 para ligar a PTX3 imobilizada a um
"sensorchip" de BIAcore. Para este propdésito, PTX3 (2,2
nM) foi deixada reagir com uma célula de fluxo de um
"sensorchip" CM4 que 20 foi previamente ativado com 50 pi
de uma mistura de 0,2 M de hidrocloreto de N-etil-N'-(3-
dimetilaminopropil)-carbodiimida e 0,05 M de N-
hidroxissuccinimida. Estas condicdes experimentais
permitiram a imobiliza-géao de 5.000 unidades de
ressondncia (RUs), correspondentes a aproximadamente 0,1
pmoles de PTX3. Resultados similares foram obtidos para
imo-25 bilizacdo de gelatina, agqui usado como um controle
negativo e para subtragdo em branco. Concentracdes
crescentes de FGF2 com ou sem peptideos sintéticos de PTX3
foram em seguida injetadas em tampdo de diluicdo (PBS mais
0,005% de tensoativo P20, 5,0 pg/mL de CaClz; e MgCl;) sobre
a superficie de PTX3 durante 4 minutos (para permitir sua
associacdo com PTX3 30 imobilizada) e em seguida lavadas

até que dissociacao fosse observada.

Ensaio de membrana coriocalantdica de embrido de galinha

(CaM)

Contas de alginato (5 pl) contendo veiculo ou 16 pmoles de
FGF2 com ou sem peptideos sintéticos de PTX3 foram
preparadas tal como descrito?* e colocadas no topo da CAM
de ovos de galinha de White Leghorn fertilizados no dia 11
de incubacdao (10 ovos por grupo experimental). Depois de
72 horas, vasos sanguineos convergindo para o implante
foram contados por dois observadores de um modo duplo-cego

sob um estereomicroscédpio (STEMI-SR, x2/0,12; Zeiss).

Resultados

Regido N-terminal de PTX3 liga FGF2
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Proteina PTX3 €& caracterizada por um dominio de 203
aminodcidos de C-terminal (Ctern—PTX3) que compartilha
homologia com as pentraxinas curtas cldssicas CRP e SAP e
por uma extensdo de 178 aminocdcidos N-terminal (Ntern—PTX3)
gque nao mostra qualguer homologia significante com
qualquer outra proteina conhecida®. Na tentativa de
identificar o(s) dominio(s) de ligacgao de FGF2
antiangiogénico(s) de PTX3, as duas porg¢des Crerm OU Nierm—
PTX3 foram avaliadas quanto a sua capacidade de interagir

com FGF2.

Observacgdes anteriores mostraram gue a superexpressdo de
PTX3 de tamanho natural resultou na inibicao de
proliferagao dependente de FGF2 em células endoteliais
devido a ligacgao de PTX3 liberada ao fator de
desenvolvimento exdgeno e sSua sequestracdo no ambiente
extracelularl’. Nesta base, células endoteliais adrticas de
murino (MAE) foram infetadas com retroviroses abrigando
PTX3 humana de tamanho natural, a extensao N-terminal de
PTX3 Nterm—PTX3, ou o C-terminal de PTX3 fundido a
sequéncia lider de PTX3 ©para secrecgao (sCtern—PTX3) .
Células de controlo foram infetadas com um retrovirus
abrigando EGFP. Células infetadas superexpressaram e
liberaram as proteinas correspondentes em quantidades
similares (Figura 1A) e mostraram uma taxa similar de
desenvolvimento sob condicdes basais. No entanto, Neern—
PTX3 superexpressao causou uma diminuigdo significante na
capacidade de células 1infetadas ©para proliferar em
resposta a FGF2 exdgeno, similar a superexpressao de PTX3
de tamanho natural (Figura 1 B). Nenhuma inibig¢do foi ao
invés exercida por superexpressdao de SCtern—PTX3 quando

comparado a células infetadas por EGFP de controlo.
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Para também avaliar a capacidade de N, m-PTX3 de agir como
um antagonista de FGF2, meios condicionados de células MAE
infetadas foram avaliados qguanto a capacidade de afetar
proliferagdo dependente de FGF2 de células GM7373
endoteliais (Figura 1C). Tal como antecipado, incubacao de
células GM7373 com FGF2 na presenca do meio condicionado
de células MAE infetadas por Ntern—PTX3 ou infetadas por
PTX3 causou uma inibig¢do significante da atividade
mitogénica do fator de desenvolvimento, enquanto os meios
condicionados de células MAE infetadas por sSCrern—PTX3 e
infetadas por EGFP foram ineficazes (Figura 1 C). Nenhum
dos meios condicionados causou uma inibig¢do significante
de proliferacadao celular GM7373 ativada por FCS a 10%,

desta forma confirmando a especificidade do efeito.

Para confirmar que a atividade de antagonista de FGF2 de
Nterm—PTX3 foi devido a sua capacidade para interagir
diretamente com o fator de desenvolvimento, Nierm-PTX3 foi
expressada e purificada de células de E. coli
transformadas como uma proteina rotulada por 6xHis
recombinante; Ctern—PTX3 rotulada por 6xHis recombinante
purificada foi usada como um controle (Figura 2A, final).
Quando avaliado gquanto a 1interacadao de FGF2, PTX3 de
tamanho natural e o fragmento de Ntern—PTX3 recombinante
mostraram a capacidade de ligar FGF2 imobilizado a
plédstico de cultura de nédo tecido. Nenhuma interagdo foi
ao invés observada com Ctern—PTX3 recombinante (Figura 2A).
Consequentemente, um excesso molar de 10 vezes de Nierm—
PTX3 recombinante ou de PTX3 de tamanho natural, mas nao
de Ctern—PTX3, preveniu a ligacdao de PTX3 biotinilada
(bPTX3) a FGF2 imobilizado (Figura 2B).

Considerados juntos, estes resultados envolvem a regiao N-

terminal de PTX3 para interacdo de FGF2.
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Inibigdo de interagdo de FGF2/PTX3 por um anticorpo anti-

Neprm—PTX3 monoclonal

A andlise de um grupo de anticorpos monoclonais de rato
elevados contra PTX3 humana de tamanho natural identificou
0s anticorpos mAb-MNB420 (Numero de MNB4 cat. ALX-804-464,
Alexis Biochemicals) e mAb-16B51¢ (Numero de MNBl cat. ALX-
804-463, Alexis Biochemicals) que seletivamente ligam
Ntern—PTX3 e Cterm—PTX3 recombinante, respetivamente, em um

western blot (Figura 3A).

Para mapear os epitopos de PTX3 reconhecidos pelos dois
anticorpos, 08 autores tomaram vantagem da técnica de
sintese SPOT2® através da qual 128 peptideos de 13-mero de
sobreposicdao abrangendo a sequéncia de PTX3 humana
integral foram dispostos em uma membrana de celulose.
Quando a membrana foi sondada com os dois anticorpos
monoclonais, detecdo imunocomplexa revelou gque mAb-MNR4
reconhece o epitopo PTX3(87-99) presente na extensao N-
terminal de PTX3 enquanto que mAb-16B5 reconhece o epitopo
PTX3(306-312) 1localizado na regido de C-terminal de PTX3

(Figura 3B).

Quando testados quanto a capacidade de afetar interacdo de
FGF2/PTX3, mAb-MNB4, mas nao mAb-16B5, previne a
capacidade de DbPTX3 de ligar FGF2 imobilizado, similar a
um excesso molar de PTX3 nao-rotulada livre (Figura 424).
Consequentemente, mAb-MNB4 abole a capacidade de PTX3 de
tamanho natural de inibir a atividade mitogénica exercida
por FGF2 em células GM7373 endoteliais enquanto mAb-16B5 é
ineficaz (Figura 4B). Desta forma, mAb-MNB4 reconhecendo o

epitopo de PTX3(87-99) N-terminal neutraliza interacgao de

FGF2/PTX3.
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Peptideos relacionados a  Ntern—PTX3 sintéticos como

antagonistas de FGF2

Para também definir a regido de ligagdo de FGF2 na
extensdo N-terminal de PTX3, o0s autores avaliaram a
atividade de antagonista de FGF2 do peptideo sintético
PTX3(82-110), que contém o© epitopo de PTX3(87-99)
reconhecido pela neutralizacdo de mAb-MNB4 (veja acima),
junto com trés peptideos sintéticos distintos PTX3(31-60),
PTX3(57-85), e PTX3(107-132) parcialmente abrangendo a

sequéncia de aminocdcido de Neerm—PTX3 (Figura 5A).

Em um primeiro grupo de ensaios, os quatro fragmentos de
PTX3 sintéticos foram avaliados gquanto a sua capacidade de
interagir com FGF2 em um ensaio de ligacado de fase sdlida.
Tal como mostrado na Figura 5B, FGF2 livre liga a PTX3(82-
110) imobilizada em plastico de cultura de nao-tecido mas
nao a PTX3(31-60) ou PTX3(57-85) 1imobilizada, mostrando
apenas uma interacao limitada com PTX3(107-132)

imobilizada.

Logo depois, ressondncia de plasménio de superficie foi
explorada para avaliar a capacidade dos quatro peptideos
para afetar interacdo de FGF2/PTX3. Resultados mostram que
FGF2 (0,8 uM) liga a PTX3 imobilizada a um "sensorchip" de
BIAcore com alta capacidade (350 a 400 RU 1ligadas no
término da fase de injecdo) (Figura 5C, painel superior).
Especificidade da interacdo ¢é demonstrada pela falta de
ligacdo a um "sensorchip" revestido por gelatina. Também,
concentragdes crescentes de FGF2 (de 0,1 a 1,1 pM, Figura
5C, painel inferior) foram injetadas sobre a superficie de
PTX3 para avaliar os pardmetros cinéticos de interacdo de
FGF2/PTX3. 0Os dados de ligacdo demonstram que a interacéo

ocorre com uma dissociacdao cinética constante (kors) de 6 X
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10> S7! e uma associacdo cinética constante (Kon) de 0,2 x
10° s M1, desta forma resultando em um valor de Kgq igual
a 0,3 x 10°% M1!., Nesta base, 0s quatro peptideos
sintéticos de PTX3 foram avaliados gquanto a sua capacidade
de sequestrar FGF2 na fase moével, desta forma prevenindo
sua interacdao com o "sensorchip" de PTX3. Tal como
mostrado na Figura 5D, PTX3(82-110) inibe a 1ligacgao de
FGF2 a superficie de PTX3 de uma maneira dependente de
dose com uma poténcia 30 vezes inferior do que aquela
mostrada por PTX3 de tamanho natural livre (IDsp igual a
1,0 pM e 30 pM para peptideo de PTX3 e PTX3(82-110) livre,
respetivamente). Sob as mesmas condic¢des experimentais,
nenhum efeito inibidor foi ao invés exercido por peptideos
de PTX3(31-60), PTX3(57-85), e PTX3(107-132) (Figura 5D e
outros dados coletados). Também, um peptideo sintético
misturado com composicdo de aminodcido igual a PTX3(82-
110) [sPTX3(82-110), Tabela 1} mostrou um efeito inibidor
limitado (IDso > 3000 M) (Figura b5D), desta forma
indicando que a sequéncia de aminodcido primaria em

PTX3(82-110) & de importancia para interacdo de FGF2.

A capacidade de peptideo de PTX3(82-110) de ligar FGF2
induziu os autores a avaliar sua capacidade para agir como
um antagonista de FGF2. Quando testados em células de
GM7373 endoteliais, ambas as PTX3 de tamanho natural e
PTX3(82-110) inibem a atividade mitogénica exercida por
FGF2 exdgeno, enquanto que peptideos de PTX3(82-110),
PTX3(31-60), PTX3(57-85), e PTX3(107-132) misturados foram
ineficazes (Figura 5E). Curvas de resposta a dose
confirmaram que a atividade de antagonista de FGF2 de
PTX3(82-110) era dependente de dose (IDso igual 30 uM e 30

nM para PTX3(82-110) e PTX3, respetivamente).
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Identificagdo de uma sequéncia de ligagdo de FGF2 linear

minima na extensdo de PTX3 N-terminal

Considerados  juntos, os dados acima indicam que @ a
sequéncia 82-110 de aminodcido linear na extensdo de PTX3
N-terminal desempenha um importante papel em interacao de
FGF2. Na tentativa de identificar uma sequéncia de ligacao
de FGF2 linear minima, trés peptideos sintéticos de so-
breposicao PTX3(82-906), PTX3(82-101), e PTX3(97-110)
abrangendo a sequéncia de PTX3(82-110) integral (Figura 6A
e Tabela 1 ) foram avaliados quanto a capacidade de
interagir com FGF2 em um ensaio de ligacdo de fase sdélida.
Sob as mesmas condicgdes experimentais, FGF2 livre liga a
PTX3(97-110)imobilizada, assim como a PTX3(82-110)
parental e PTX3 de tamanho natural, sem interacdo com
PTX3(82-96) ou PTX3(82-101) (Figura 6B). Consequentemente,
PTX3(97-110) 1liga FGF2 na fase moével, desta forma preve-
nindo sua interacgdo com PTX3 imobilizada a um "sensorchip"
de BIAcore (Figura 6C). A atividade inibidora de PTX3(97-
110) foi similar aquela mostrada pelo peptideo parental
PTX3(82-110), enquanto que PTX3(82-96) e PTX3(82-101)
foram ineficazes (Figura 6C). De acordo com estas
observacdes, PTX3(97-110), mas nao PTX3(82-96) ou PTX3(82-
101 ), inibe a atividade mitogénica exercida por FGF2 em

células GM7373 endoteliais (Figura 6D).

Para também investigar a sequéncia de 1ligacdo de FGF2
linear minima abrangendo peptideo PTX3(97-110), os autores
analisaram a ligacadao dos seguintes peptideos menores a
FGF2 através de medicao de sua interacdo com PTX3
imobilizada a um "sensorchip" de BIAcore: PTX3(97-107),
PTX3(97-104), PTX3(100-104) e PTX3(100-110), (Figura ©6E).
Peptideos PTX3(97-107) e PTX3(100-104) mostraram uma

ligagao significante a FGF2. Em contraste, peptideos
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PTX3(97-104) e PTX3(100-110) nao previnem a ligacao de
FGF2 livre a PTX3 imobilizada a um "sensorchip" de BIA-
core. (Figura ©6E). Desta forma, PTX3(100-104) parece
representar a sequéncia de aminodcido de ligacdo de FGF2
linear minima na extensao de PTX3 N-terminal.
Conseqglientemente, PTX3(100-104) inibe ©proliferacdao de

célula endotelial induzida por FGF2.

Peptideos relacionados a Nie:n—PTX3 sintéticos inibem a

atividade angiogénica de FGF2

Para avaliar a capacidade de peptideos relacionados a
Niern—PTX3 para afetar neovascularizacdao induzida por FGF2
in vivo, esponjas de gelatina adsorvidas com FGF2 sozinho
ou adicionadas com peptideos de PTX3 foram implantadas no
topo de CAMs de embrido de galinha de 11 dias de idade.
Tal como mostrado na Figura 7, contas de alginato
adsorvidas com FGF2 (16 pmoles/embrido) exercem uma
resposta angiogénica potente gquando comparado a contas
adsorvidas com veiculo (vasos macroscdodpicos convergindo
para o implante sendo igual a 44 + 7 e 11 45 vasos/embrido
para os dois grupos experimentais, respectivamente). De
acordo com as observacgdes in vitro, a resposta angiogénica
dependente de FGF2 in vivo foi significantemente reduzida
(28 + 5 vasos/embrido, p<0,05 por ANOVA) pela adicdo de
3,0 nmoles de peptideo de PTX3(82-110) nos implantes de
FGF2 (Figura 7). Consequentemente, 80 nmoles de PTX3(97-
110) causaram uma inibicdo de 50% na resposta angiogénica
ativada por FGF2; nenhum efeito foi ao invés exercido por

PTX3(82-96).

Discusséao
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Os autores mostram que interacdo de FGF2 é mediada pela
extensdo N-terminal em PTX3. Também, ensaios desempenhados
com neutralizacdo de anticorpos monoclonais e peptideos
relacionados a PTX3 sintéticos didentificam a sequéncia
linear de aminodcido PTX3(97-110) como responsavel por
esta interacdo. Estas conclusdes sao com base nas seguin-
tes evidéncias experimentais: 1) as pentraxinas curtas CRP
e SAP sao aglutinantes de FGF2 ineficientes 17 a despeito
de sua homologia de sequéncia com o C-terminal de PTX37;
ii) transdugdo retroviral do fragmento N-terminal PTX3(1-
178) (Ntern—PTX3), mas nao de sCtern—PTX3, inibe a atividade
mitogénica exercida por FGF2 exdgeno em células
endoteliails; 111) Ntern—PTX3 recombinante, mas nao Crerm—
PTX3, 1liga a FGF2 imobilizado e 1inibe interagado de
PTX3/FGF2; iv) o anticorpo monoclonal mAb-MNB4, mapeando o
epitopo linear PTX3(87-99), previne interacdo de FGF2/PTX3
e abole o antagonista de atividade de FGF2 de PTX3 em
células endoteliais; v) o peptideo sintético PTX3(82-110)
e 08 peptideos menores PTX3(97-110), PTX3(97-107) e
PTX3(100-104), mas nado outros peptideos com Dbase em
diferentes regides do terminal de N de PTX3, previnem
interacdo de FGF2/PTX3 por ligacdo de FGF2, desta forma
inibindo proliferacdo de célula endotelial dependente de

FGF2 in vitro e angiogénese in vivo.

PTX3 é produzida por macréfagos?’, fibroblastos?,
mioblastos 28, microglia??, e células endoteliais®,
indicando que ela pode exercer funcgdes pardcrinas e
autdédcrinas no endotélio. Similarmente, varios estimulos,
inclu-indo o0s mediadores inflamatdérios IL-1 e ¢éxido
nitrico induzem expressao de FGF2 em células endoteliais
que sofrem uma alca autdcrina de estimulacdo. Desta forma,
células endoteliais e outros tipos de célula podem expres-

sar ambos PTX3 e FGF2. Desta forma, PTX3 produzida por
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células inflamatérias ou pelas préoprias células
endoteliais pode afetar a atividade autdcrina e parécrina
exercida por FGF2 em endotélio in vitro e in vivo. Isto
deve permitir uma fina modulagdo de neovascularizacgdo por
meio da produgdao de ambos inibidores e estimuladores de

angiogénese.

FGF2 ¢é um fator de desenvolvimento pleiotrépico que
estimula varios tipos de célula de origem endodérmica e
mesodérmica’?. Por esse motivo, o papel exercido por FGF2
em varias condig¢des patofisioldgicas nao € limitado a sua
atividade angiogénica. Por exemplo, FGF2 estimula a mi-
gracao e proliferacdo de fibroblastos durante cicatrizacao
de ferimento e de células de musculo liso durante
aterosclerose?3 34 e restenose3. Também, ele pode favorecer
sobrevivéncia celular neuronal e proliferagao celular
glial no sistema nervoso central lesionado®®. Em todas
estas condicdes, a producdo concomitante de PTX337/3% modula
a atividade exercida por FGF2 nestas células. Realmente,
PTX3 inibe ativacgao de célula de musculo liso dependente
de FGF2 in vitro e espessamento da intima depois de leséao

arterial in vivo's.

Em conclusdo, os autores demonstram pela primeira vez dque
terminal de N de PTX3 é envolvido em interacdo de FGF2.
PTX3 ¢é um recetor de reconhecimento padrdo soluvel
multifuncional nas estradas transversais entre imunidade
inata, inflamacdo, deposicdao de matriz, e fertilidade
feminina. Ela exerce sua atividade multifuncional por
interacao com numerosos ligantes com propriedades

moleculares distintas.
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REIVINDICAGOES

1. Peptideo de ligacao de FGF2, de fdérmula I:

Ri-Ala-X1-Pro—-X;-Ala-Ry (I)

em que:

X; € um aminodcido selecionado entre Arg e Lys;

X; € um aminodcido selecionado entre Cys e Thr;

R1 estd ausente ou consiste na sequéncia de aminodacido
selecionado a partir de SEQ ID N9: 1 e SEQ ID N9: 3;

R, esta ausente ou consiste na sequéncia de aminoacido
selecionado a partir de SEQ ID N9: 2 e SEQ ID Ne: 4, com as
seguintes condicgdes: gquando Ri; estd ausente, também gz, esta
ausente; quando Ri é a sequéncia de aminodcido de SEQ ID Ng:
1, Ry é a sequéncia de aminodcido de SEQ ID N9: 2; quando R; é
a sequéncia de aminodcido de SEQ ID N9: 3, Rz € uma sequéncia
de aminodcido selecionada entre SEQ ID N9: 2 e SEQ ID N9: 4;

um precursor ou um sal farmaceuticamente aceitédvel dos

mesmos.
2. Peptideo de acordo com a reivindicacao 1, em que X; é
Arg.

3. Peptideo de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, em que X
é Cys.

4. Peptideo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1

a em qgue consiste na sequéncia de aminodcido selecionada
entre SEQ ID N9: 5, SEQ ID N9: 6, SEQ ID NQ: 7 e SEQ ID N9:
10.



5. Molécula de &cido nucleico, que codifica o peptideo de
acordo com qualgquer uma das reivindicacdes anteriores ou
hibridiza com o &acido nucleico acima, ou inclui uma sequéncia

degenerada dos mesmos.

6. Vetor de expressdo, em que compreende a molécula de

dcido nucleico de acordo com a reivindicacédo 5.

7. Célula hospedeira transformada com o vetor de expressao

de acordo com a reivindicacao 6.

8. Célula hospedeira de acordo com a reivindicacédo 7, em
que o peptideo €& secretado ou expresso na superficie de

membrana da célula.

9. Peptideo das reivindicacdes 1 a 4, em que & usado como

um medicamento.

10. Peptideo das reivindicacgdes 1 a 4 para ser usado contra
uma doenca conduzida aproximadamente por uma angiogénese

alterada.

11. Peptideo de acordo com a reivindicacao 10, em que a
angiogénese alterada é provocada por uma ativacao alterada do

fator de desenvolvimento FGF2.

12. Peptideo de acordo com a reivindicacdo 10 ou 11, em gue
a doenca ¢é selecionada do grupo consistindo em doenca
artritica, metastase de tumor, retinopatia diabética,

psoriase, inflamacdo crdénica, arteriosclerose ou tumor.

13. Peptideo de acordo com a reivindicagao 12, em que ©
tumor ¢é selecionado do grupo de: sarcoma, carcinoma,

carcinoide, tumor &ésseo ou tumor neuro enddcrino.



14. Peptideo das reivindicacdes da 1 a 4 que é usado contra
a doenca associada com proliferacdo dependente de FGF2 nao
controlada de fibroblastos ou células musculares 1lisas,
cicatrizacdo ligada a resposta fibrobladstica excessiva, e

restenose depois da angiopléstica.

15. Composicao farmacéutica, gque compreende uma gquantidade
terapeuticamente eficaz do peptideo como definido em qualquer
uma das reivindicagdes 1 a 4 e diluentes e/ou excipientes

e/ou adjuvantes adequados.
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