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(57) Resumo: ~ )
O PRESENTE INVENTO DISPONIBILIZA COMPOSICOES E METODOS PARA O TRATAMENTO DE

DOENCAS NEOVASCULARES, COMO AS DOENGAS NEOVASCULARES DA RETINA E OS
TUMORES, MEDIANTE ADMINISTRAGAO A UM DOENTE QUE SOFRE DE UMA DOENCA
NEOVASCULAR OU DE UM TUMOR DE UMA QUANTIDADE INIBIDORA DO DESENVOLVIMENTO
VASCULAR DE UMA COMBINAGAO DE FARMACOS SUPRESSORES DA ANGIOGENESE
COMPREENDENDO UM FRAGMENTO ANGIOSTATICO DE TRIPTOFANIL-ARNTSINTETASE
(TRPRS) E PELO MENOS UM COMPOSTO SELECCIONADO ENTRE O GRUPO QUE CONSISTE
EM UM INIBIDOR DA SINALIZAGAO VIA O FACTOR DE CRESCIMENTO DO ENDOTELIO
VASCULAR (VEGF) E UM INIBIDOR DA SINALIZAGAO VIA INTEGRINAS. AS COMPOSICOES
DESTINADAS A UTILIZACAO NOS METODOS INCLUEM UMA COMBINAGAO DE UM FRAGMENTO
ANGIOSTATICO DE TRIPTOFANIL-ARNT-SINTETASE (TRPRS) E PELO MENOS UM COMPOSTO
ENTRE UM INIBIDOR DA SINALIZAGAO VIA O FACTOR DE CRESCIMENTO DO ENDOTELIO
VASCULAR (VEGF) E UM INIBIDOR DA SINALIZAGAO VIA INTEGRINAS, JUNTAMENTE COM UM
EXCIPIENTE FARMACEUTICAMENTE ACEITAVEL.
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RESUMO

“Composigdes e métodos para o tratamento de doengas
neovasculares”

T2-TrpRS (SEQ ID NO: 1}

MSARKGIDYDKLIVRFESSKIDKELINRIERATGORPHHFLRRGI FFSHRDMNQVLDAY BNKKP Y LY TGRAPSSEAM
HYGHLIPFIFTKWLODVENYRLVIOMTRDEKY LWKOLTLDQAY SYAVENAKD T YACGFDINKTFIFSDLDYMGMESG
FYRNYVE LIQKHVTFNQVREGTFGFTDSDCIGK I SFPAT QAAPS FSNSFPOIFRDRTIDIQCLIPCATDODEYFEMTRDY
APRIGYPRPALLHSTFFPALOGAOTKMSASDPNSS I FLTDTAKQIKTKVNKHAFSGGRDTI EEHROFGENCDVDVSE
MY LFFFLEDDDELEQI RKDYTSCAML TGELKKALIEVLOPLIAEEQARRKEVIDEIVEEFMTPRRLESFIIFQ

TZ-TrpRS-GD (8EQ ID NO: 2}

MSAKEIDYDKLIVRFGSSKIDKELINRIERATGORPHHFLRRGIFFSHROMNQVLDAYENKKPFYLYTGRGF SSEAM
HYGHLIPFIFTEWLODVENVPLYIQMTDDEKYLWKDL TLDQAYEDAVENARD T TACGFDINKTF IF SDLDYMGMS B5G
FYRNVVKIQKHVTFKQUKG I FEFTDSDCIGKISFPAIQAAPSFESNSFPQIFRDRTOIQCLI PCAIDODPYFRMTRDY
APRIGYPKPALLHSTFFPALQGAQTKMSASDPNSSIFLTDTAKQIKTKVNKHAFSGGRDTIEEHRQFGGNCIVDVEF
MYLTFFLEDDDKLEQTIRKDYTSGAMLTGELKEALIEVLOPLIARHOARRKEVTDEIVEKEFMTPRELEFDEQ

O presente invento disponibiliza composicdes e métodos
para o tratamento de doencas neovasculares, como as doenc¢as
neovasculares da retina e os tumores, mediante administracao
a um doente que sofre de uma doenca neovascular ou de um
tumor de uma quantidade inibidora do desenvolvimento vascular
de uma combinacdo de farmacos supressores da angiogénese
compreendendo um fragmento angiostatico de triptofanil-ARNt-
sintetase (TrpRS) e pelo menos um composto seleccionado entre
O grupo gue consiste em um inibidor da sinalizacado via o
factor de crescimento do endotélio wvascular (VEGF) e um
inibidor da sinalizacdao via integrinas. As composigdes
destinadas a utilizagdo nos métodos incluem uma combinacdo de
um fragmento angiostdatico de triptofanil-ARNt-sintetase
(TrpRS) e pelo menos um composto entre um inibidor da
sinalizacgdo via o factor de crescimento do endotélio vascular
(VEGE) e um inibidor da sinalizacéao via integrinas,
juntamente com um excipiente farmaceuticamente aceitéavel.
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DESCRICAO

“Composigdes e métodos para o tratamento de doengas
neovasculares”

Campo do invento

Este invento refere-se a composicdes compreendendo uma
combinagdo de féarmacos angiostaticos e antiangiogénicos, em
que as referidas composicdes sdao Uteis no tratamento de
doencgas neovasculares, tais como as doencas neovasculares da

retina.
Antecedentes do invento

A grande maioria das doencas que causa perda
catastréfica da visao féd-1lo em resultado da neovascularizacao
ocular. Por exemplo, a degenerescéncia macular relacionada
com a idade (DMI) afecta 12 a 15 milhbées de americanos acima
dos 65 anos e provoca perda da visao em 10-15% deles como
efeito directo da neovascularizacao coroideia (sub-
retiniana). A causa principal de perda da visao para os
americanos abaixo dos 65 anos € a diabetes; 16 milhdes de
individuos nos Estados Unidos sédo diabéticos e 40.000 deles
por ano sofrem complicacdes oculares da doencga, muitas vezes
um resultado da neovascularizacao retiniana. Embora a
fotocoagulacao por laser tenha sido eficaz na prevencao da
perda grave da visdo em subgrupos de doentes diabéticos de
alto risco, a 1incidéncia global de retinopatia a 10 anos
permanece praticamente inalterada. Para os doentes com
neovascularizacgao coroideia devido a DMI ou doenca
inflamatéria ocular como histoplasmose ocular, a
fotocoagulacao, com algumas excepcgdes, é ineficaz na
prevencao da perda da visdao. Apesar de as terapias
fotodindmicas ndo destrutivas, recentemente desenvolvidas,
parecerem promissoras para reduzir temporariamente a perda
individual em doentes com neovascularizacao coroideia
previamente ndo tratdvel, somente 61,4% dos doentes tratados
a intervalos de 3-4 meses apresentaram visao melhorada ou
estabilizada em comparacgao com 45,9% do grupo tratado com
placebo.
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A DMI e a retinopatia diabética sao as principais causas
de perda da visdo nas nacgdes industrializadas e sao-no em
resultado de uma neovascularizacadao andmala da retina. Como a
retina consiste em camadas bem definidas de elementos
neuronais, gliais e vasculares, perturbacdes relativamente
pequenas como as observadas no edema ou na proliferacao
vascular podem conduzir a uma perda significativa da funcéao
visual. As degenerescéncias hereditdrias retinianas, como a
retinite pigmentar (RP), também estdo associadas a anomalias
vasculares como © estreitamento arteriolar e a atrofia
vascular. Embora tenha sido feito um progresso significativo
na 1dentificacdo dos factores que promovem e inibem a
angiogénese, nao existe actualmente nenhum tratamento para
tratar especificamente a doenca wvascular ocular.

As degenerescéncias hereditdrias da retina afectam cerca
de 1 em 3.500 individuos e sao caracterizadas por cegueira
nocturna progressiva, perda do campo visual, atrofia do nervo
éptico, atenuacgao arteriolar, permeabilidade vascular
alterada e perda da visao central progredindo frequentemente
para cegueira completa (Heckenlively, J. R., editor, 1988;
Retinitis Pigmentosa, Philadelphia: JB Lippincott Co.). A
andlise genética molecular destas doencgas identificou
mutacdes em mais de 110 genes diferentes, explicando apenas
uma percentagem relativamente pequena dos individuos
afectados conhecidos (Humphries et al., 1992, Science
256:804-808; Farrar et al. 2002, EMBO J. 21:857-864.). Muitas
destas mutacdes estdo associadas a componentes enzimdticos e
estruturais da maquinaria de fototransdugao, incluindo a
rodopsina, a cGMP-fosfodiesterase, a periferina/rds e o gene
RPE65. Apesar destas observacdes, ainda nao héd tratamentos
eficazes para retardar ou inverter a progressao destas
doencas degenerativas da retina. Avancgos recentes no campo da
terapia génica conduziram a uma 1inversao com éxito dos
fendtipos rds (Ali et al. 2000, Nat. Genet. 25:306-310) e rd
(Takahashi et al. 1999, J. Virol. 73:7812-7816) em ratinhos e
do fendétipo RPE65 em céades (Acland et al. 2001, Nat. Genet.
28:92-95), quando o transgene do tipo selvagem é entregue a
fotorreceptores ou ao epitélio pigmentar da retina (EPR) em
animais com uma mutacdo especifica.
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A angiogénese é o processo através do qual se formam
novos vasos sanguineos. Em resposta a sinais quimicos
especificos, nascem capilares a partir de vasos existentes,
que eventualmente aumentam de tamanho conforme as
necessidades do organismo. Inicialmente as células
endoteliais, que revestem o0s vasos sanguineos, dividem-se
numa direcg¢ao ortogonal ao vaso existente, formando um
rebento novo. As células endoteliais adjacentes formam depois
vacuolos grandes, rearranjando-se de modo a gue o0s vacuolos
se orientem de um extremo ao outro e, eventualmente, se
fundam para formar o lumen de um novo capilar (formacdao do
tubo) .

A angiogénese ¢ estimulada por varias condigdes, por
exemplo em resposta a um ferimento, e acompanha virtualmente
todo o crescimento dos tecidos nos organismos vertebrados
como os mamiferos. A angiogénese também desempenha um papel
em determinados estados de enfermidade como certos cancros. O
crescimento de tumores, por exemplo, requer o crescimento dos
vasos sanguineos para fornecer oxigénio e nutrientes ao
tecido tumoral em crescimento. Além disso, a
neovascularizacdo ocular estd associada a grande maioria das
doencas oftalmoldgicas que conduzem a perda catastrdédéfica da
visao.

A angiogénese poderd ser contida ou inibida através de
interferéncia com os sinais quimicos gue estimulam o pProcesso
angiogénico. Por exemplo, as células endoteliais angiogénicas
produzem proteases para digerir a lamina basal gue rodeia os
vasos sanguineos, abrindo assim um caminho para o novo
capilar. A inibicao destas proteases, ou da sua formacao,
pode evitar a formagdo de novos vasos. De modo idéntico, as
células endoteliais proliferam em resposta a sinais gquimicos.
Sinais de proliferacao particularmente importantes incluem as
familias de proteinas do factor de crescimento do endotélio
vascular (VEGF de “wascular endothelial growth factor”) e do
factor de crescimento dos fibroblastos (FGF de “fibroblast
growth factor”). O envolvimento do VEGF na vascularizacao de
determinados tumores ja foi demonstrado. A interferéncia com
estes processos de sinalizacdao da proliferacdao também pode

inibir a angiogénese.
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A angiogénese envolve varios factores. As moléculas do
factor de crescimento dos fibroblastos &dcido e basico séao
mitogénios para as células endoteliais e outros tipos de
células. Um mitogénio extremamente selectivo para as células
endoteliais vasculares é o VEGF.

No adulto normal, a angiogénese é fortemente regulada e
estd limitada & cicatrizacdo de feridas, a gravidez e ao
ciclo wuterino. A angiogénese ¢é activada por moléculas
angiogénicas especificas como o factor de crescimento dos
fibroblastos badsico e &acido (FGF), o VEGF, a angiogenina, o
factor de crescimento transformante (TGF de “transforming
growth factor”), o factor de necrose tumoral o (INF-oa de
“tumor necrosis factor-o”) e o factor de crescimento derivado
de plaquetas (PDGF de “platelet derived growth factor”). A
angiogénese pode ser suprimida por moléculas inibidoras como
o interferdao «, a trombospondina 1, a angiostatina e a
endostatina. E o equilibrio entre estes estimuladores e
inibidores naturais gque controla a vasculatura capilar
normalmente quiescente. Quando este equilibrio é perturbado,
como acontece em determinados estados de enfermidade, as
células endoteliais dos capilares sao induzidas a proliferar,
migrar e, no final, a diferenciarem-se.

A angiogénese desempenha um papel central numa variedade
de doengas, incluindo o cancro e a neovascularizacao ocular.
Também foi demonstrado que o crescimento e a metédstase
sustentados de uma variedade de tumores estao dependentes do
crescimento de novos vasos sanguineos do hospedeiro para o
tumor em resposta a factores angiogénicos derivados do tumor.
A proliferacdao de novos vasos sanguineos em resposta a uma
variedade de estimulos ¢é a caracteristica dominante na
maioria das doencas oftalmoldgicas, 1incluindo a retinopatia
diabética proliferativa, a DMI, o glaucoma neovascular, a
queratite intersticial e a retinopatia da prematuridade.
Nestas doencas, as lesdes dos tecidos podem estimular a
libertacéao de factores angiogénicos, resultando numa
proliferacdao dos capilares. O VEGEF desempenha um papel
dominante na neovascularizacdao da 1iris e nas retinopatias
neovasculares. Embora os relatérios mostrem claramente uma
correlagdo entre o0s niveis de VEGF intra-ocular e a
neovascularizacdo ocular retinopatica isquémica, o FGF
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provavelmente também tem um papel. Sabe-se que o FGF basico e
dcido estd presente na retina do adulto normal, apesar de nao
existir wuma correlacdo consistente entre o0s seus niveis
detectdveis e a neovascularizacdo. Isto poderd dever—-se, em
grande medida, ao facto de o FGF se ligar muito fortemente a
componentes carregados da matriz extracelular, podendo nao
estar prontamente disponivel numa forma de difusdo livre qgue
seria detectada pelos ensaios padrao de fluidos intra-
oculares.

Uma via comum final na resposta angiogénica envolve a
troca de informacdes mediada por integrinas entre uma célula
endotelial wvascular proliferativa e a matriz extracelular.
Esta classe de receptores de adesao, denominados integrinas,
€ expressa como heterodimeros que possuem uma subunidade o e
P em todas as células. Uma destas integrinas, oypz, € o0
membro mais promiscuo desta familia e permite que as células
endoteliais interajam com uma ampla variedade de componentes
da matriz extracelular. 0Os antagonistas peptidicos e do tipo
anticorpo desta integrina inibem a angiogénese mediante uma
inducdao selectiva da apoptose das células endoteliais
vasculares proliferativas. Existem duas vias de angiogénese
dependentes de citocinas e estas poderao ser definidas pela
sua dependéncia de diferentes integrinas das células
vasculares, oyfBs e  oyfs. Especificamente, a angiogénese
induzida por FGF basico e a angiogénese induzida por VEGF
dependem, respectivamente, da integrina oypPs e da integrina
oyBs, uma vez que antagonistas do tipo anticorpo de cada
integrina blogueiam selectivamente uma destas vias
angiogénicas nos modelos de cdérnea de coelho e de membrana
coricalantdéide (CAM) de pintainho. Os antagonistas peptidicos
que Dblogqueiam todas as integrinas oy inibem a angiogénese
estimulada por FGF e por VEGF. Embora os vasos sanguineos
oculares do ser humano normal nao apresentem nenhuma das
integrinas, as integrinas oyPs e oyPs sao selectivamente
apresentadas nos vasos sanguineos de tecidos de doentes com
uma doenca oftalmoldgica neovascular activa. Apesar de apenas
a oyPs ter sido observada de forma consistente no tecido de
doentes com DMI, ambas as integrinas oyPfs e oyfs estavam
presentes nos tecidos de doentes com retinopatia diabética
proliferativa. Antagonistas peptidicos das integrinas,
administrados de forma sistémica, bloguearam a formacado de
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novos vasos sanguineos num modelo de vasculogénese da retina

em ratinho.

Por esse motivo, o0s agentes antiangiogénicos desempenham
um papel no tratamento da degeneracao retiniana, para evitar
os efeitos prejudiciais destes factores tréficos e de
crescimento. 0Os agentes angiogénicos também desempenham um
papel na promocdo de uma vascularizacdo desejavel ©para
atrasar a degeneracao retiniana, através do aumento do fluxo
sanguineo para as células.

Amplos esforcos de pesquisa tém contribuido para a nossa
compreensao dos mecanismos da angiogénese durante a
progressao da doenga e, em resultado destes estudos, um
grande numero de moléculas angiostdaticas tem sido, ou esta
actualmente a ser, testado em ensaios clinicos. Contudo, até
ao momento, os resultados destes ensaios clinicos tém sido
decepcionantes e 0s beneficios destes tratamentos
antiangiogénicos em doentes tém sido, na melhor das
hipdbéteses, minimos.

Poderd ser necessdrio considerar muitos factores antes
de as terapias angiostédticas serem finalmente bem-sucedidas.
Os mecanismos compensatérios naturais poderao, no final,
tornar as monoterapias angiogénicas obsoletas. Os farmacos
angiostdticos geralmente visam uma uUnica citocina ou uma via
angiogénica intracelular isolada. In vivo, a angiogénese &
provavelmente iniciada pela sinalizacao combinada de
maltiplas vias. Assim, o bloqueio de uma via singular podera
ser insuficiente ©para prevenir a angiogénese durante o
tratamento das doencgas neovasculares. Complicando ainda mais
a questdo, também €& provavel que o Dblogqueio de uma via
isolada induza uma compensacgcao e papéis acrescidos por parte
das outras vias angiogénicas.

WO 03/080648 refere-se a composicdes de vectores virais
adeno-associados recombinantes (rAAV) compreendendo segmentos
de &4cido nucleico que codificam produtos génicos terapéuticos
e a sua utilizacdo no fabrico de medicamentos para o
tratamento de vAarias perturbacbes do olho, incluindo, por
exemplo, a neovascularizacao retiniana, ocular ou coroideia
(CNV) .
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Constatou-se agora que uma administracao concomitante de
uma combinacao de compostos angiostaticos que visam
diferentes vias reforca a poténcia angiostdtica e interfere
também com o0 mecanismo compensador natural.

Sumario do invento

O presente invento refere-se a composicdes que sao Uteis
num método de tratamento de uma doenga neovascular, como seja
uma doencg¢a neovascular retiniana, mediante administracdao a um
mamifero que sofre de uma doenga neovascular de uma
determinada quantidade de uma combinacao de farmacos
supressores da angiogénese que € suficiente para inibir a
formagao de novos vasos sanguineos.

Num primeiro aspecto, o presente invento disponibiliza
uma composicdo compreendendo (i) um fragmento angiostatico de
triptofanil-ARNt-sintetase (TrpRS), em que o fragmento
angiostatico de TrpRS possuli uma sequéncia de residuos de
aminodcidos seleccionada entre o grupo que consiste na SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 e SEQ ID NO: 4; (ii) o
pegaptanib sddico e (iii) o Composto 1 possuindo a férmula:

I RO

0 fragmento angiostdtico de TrpRS possuil preferencialmente a
sequéncia de residuos de aminodcidos da SEQ ID NO: 1. A
composicdo poderd compreender ainda pelo menos um agente
terapéutico seleccionado entre o grupo gue consiste em um
esterdéide angiostdtico, um agente antineopldsico, um agente
antibacteriano, um agente antiviral e um agente anti-
inflamatério. Preferencialmente, o fragmento angiostdtico de
TrpRS é um dimero.

Numa concretizacgao, a composicao do primeiro aspecto do
presente invento destina-se ao tratamento de uma doenca
neovascular.
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Num segundo aspecto, o presente invento disponibiliza a
utilizacdo de (i) um fragmento angiostdtico de TrpRS, em que
o fragmento angiostdtico da TrpRS possui uma sequéncia de
residuos de aminodcidos seleccionada entre o grupo que
consiste na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 e SEQ ID
NO: 4; (ii) o pegaptanib sédico e (iii) o Composto 1
possuindo a férmula

NH

e Yo

para a preparacao de uma composigao farmacéutica destinada ao
tratamento de uma doenga neovascular num mamifero através da
administracao de uma quantidade inibidora do desenvolvimento
vascular de uma combinacdo de farmacos compreendendo (i) um
fragmento angiostatico de TrpRS, em que O fragmento
angiostatico de TrpRS possui uma sequéncia de residuos de
aminodcidos seleccionada entre o grupo que consiste na SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 e SEQ ID NO: 4; (ii) o
pegaptanib sdédico e (iii) o Composto 1. A doenca poderd ser
uma doenga neovascular retiniana. Preferencialmente, a
combinacdo de farmacos destina-se a ser administrada por
injeccgdo intravitrea no olho de um mamifero que sofre de uma
doenca neovascular retiniana, de preferéncia seleccionada
entre o grupo que consiste em uma retinopatia isquémica, uma
hemorragia wvascular, uma fuga vascular, uma coroidopatia, uma
degenerescéncia macular relacionada com a idade, uma
retinopatia diabética, uma pseudo-histoplasmose ocular, uma
retinopatia da prematuridade, uma anemia das células
falciformes e uma retinite pigmentar.

Num terceiro aspecto, o presente invento disponibiliza a
utilizacdo de (i) um fragmento angiostdtico de TrpRS, em que
o fragmento angiostdatico da TrpRS possui uma sequéncia de
residuos de aminodcidos seleccionada entre o grupo que
consiste na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 e SEQ ID
NO: 4; (ii) o pegaptanib sdédico e (iii) o Composto 1
possuindo a férmula:
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para a preparacao de uma composigdo farmacéutica destinada ao
tratamento de um tumor num mamifero através da administracao
de uma quantidade inibidora do desenvolvimento vascular de
uma combinacdo de farmacos compreendendo (i) um fragmento
angiostatico de TrpRS, em que o fragmento angiostatico de
TrpRS possul uma sequéncia de residuos de aminoédcidos
seleccionada entre o grupo que consiste na SEQ ID NO: 1, SEQ
ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 e SEQ ID NO: 4; (ii) o pegaptanib
sédico e (iii) o Composto 1. Numa concretizacdo, o mamifero é
um ser humano. Preferencialmente, o fragmento angiostatico de
TrpRS possul a sequéncia de residuos de aminodcidos da SEQ ID
NO: 1.

Num quarto aspecto, o presente invento disponibiliza uma
composicdo farmacéutica compreendendo uma composicdo do
primeiro aspecto do presente invento e um veiculo
farmaceuticamente aceitédvel para ela.

As doencas neovasculares que podem ser tratadas pelas
composigcdes do presente invento incluem, sem limitacao,
doencas oculares como as doencas degenerativas da retina, as
doencas degenerativas vasculares da retina, as retinopatias
isquémicas, as hemorragias vasculares, a fuga vascular e as
coroidopatias em mamiferos neonatos, Jjuvenis ou totalmente
maduros. As composicdes do presente invento também podem ser
utilizadas para tratar, por exemplo, doencas neovasculares
como 0s cancros do tipo tumor sdélido (por exemplo, O cancro
do pulmdo, o cancro da mama e o cancro da prdstata) e a
artrite reumatdide.

Breve descrigdo das figuras

A Figura 1 representa as sequéncias de aminodcidos dos
fragmentos angiostaticos de triptofanil-ARNt-sintetase
designados por T2-TrpRS, SEQ ID NO: 1, e T2-TrpRS-GD, SEQ ID
NO: 2 (um mutante desta).
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A Figura 2 representa a sequéncia de aminodcidos dos
fragmentos angiostdticos de triptofanil-ARNt-sintetase
designados por mini-TrpRS, SEQ ID NO: 3, e T1-TrpRS, SEQ ID
NO: 4.

A Figura 3 representa a sequéncia de aminodcidos da
TrpRS completa (SEQ ID NO: 5) e 1indica a posicao dos seus
fragmentos T1l, T2 e Mini.

A Figura 4 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundaria das retinas dos ratinhos de
controlo do Exemplo 1, injectados por via intravitrea com
PBS.

A Figura 5 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundaria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 1, injectados por via intravitrea com (A) uma
concentracdo 0,5x (10 mg/ml) do Composto (1) inibidor
peptidomimético da sinalizagao via 1ntegrinas; (B) uma
concentracado 1x (2 mg/ml) do Composto (2) aptédmero de VEGF; e
(C) uma combinacao do Composto (1) inibidor da sinalizacao
via integrinas e do Composto (2) aptamero de VEGF.

A Figura 6 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundaria das retinas dos ratinhos de
controlo do Exemplo 2, injectados por via intravitrea com
solucao salina tamponada com fosfato (PBS).

A Figura 7 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundaria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 2, injectados por via intravitrea com uma
concentracado 0,1x (0,05 mg/ml) de T2-TrpRS.

A Figura 8 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundaria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 2, injectados por via intravitrea com uma
concentracdo 0,1x do Composto (2) aptédmero de VEGF.

A Figura 9 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundaria das retinas dos ratinhos do

Exemplo 2, injectados por via intravitrea com uma combinacgéo
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de uma concentracao 0,1x de T2-TrpRS e uma concentracao 0,1x
do Composto (2) aptédmero de VEGEF.

A Figura 10 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundaria das retinas dos ratinhos de
controlo do Exemplo 3, injectados por via intravitrea com
PBS.

A Figura 11 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundaria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 3, injectados por via intravitrea com uma

concentracao 1x de T2-TrpRS.

A Figura 12 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundaria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 3, injectados por via intravitrea com uma
concentracdo 1x do Composto (2) aptémero de VEGF.

A Figura 13 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundaria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 3, injectados por via intravitrea com uma
concentracao 1x de T2-TrpRS e uma concentracao 1x do Composto
(2) aptamero de VEGF.

A Figura 14 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundaria das retinas dos ratinhos de
controlo do Exemplo 4, injectados por via intravitrea com
solucgdo salina tamponada com fosfato (PBS).

A Figura 15 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundaria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 4, injectados por via intravitrea com uma
concentracado 1lx de T2-TrpRS.

A Figura 16 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundaria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 4, injectados por via intravitrea com uma
concentracdo 0,5x do Composto (2) aptédmero de VEGF.

A Figura 17 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundaria das retinas dos ratinhos do

Exemplo 4, injectados por via intravitrea com uma combinacéo
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de uma concentracao 1lx de T2-TrpRS e uma concentracao 0,5x do
Composto (2) aptédmero de VEGE.

A Figura 18 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundaria das retinas dos ratinhos de
controlo do Exemplo 5, injectados por via intravitrea com
PBS.

A Figura 19 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundaria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 5, injectados por via intravitrea com uma
concentracao 1x de T2-TrpRS.

A Figura 20 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundaria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 5, injectados por via intravitrea com uma
concentracao 0,5x do Composto (1) inibidor peptidomimético da
sinalizacdo via integrinas.

A Figura 21 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundaria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 5, injectados por wvia intravitrea com uma combinacgao
de uma concentracao 1x de T2-TrpRS e uma concentracao 0,5x do
Composto (1) dinibidor peptidomimético da sinalizacdo via
integrinas.

A Figura 22 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundédria das retinas dos ratinhos de
controlo do Exemplo 6, injectados por via intravitrea com
PBS.

A Figura 23 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundédria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 6, injectados por via intravitrea com  uma
concentracao 1x de T2-TrpRS

A Figura 24 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundédria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 6, injectados por via intravitrea com  uma
concentracdo 1lx do Composto (2) aptémero de VEGF.
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A Figura 25 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundaria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 6, injectados por via intravitrea com  uma
concentracao 0,5x do Composto (1) inibidor peptidomimético da
sinalizacao via integrinas.

A Figura 26 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundédria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 6, injectados por via intravitrea com uma combinagao
de uma concentracaoc 1x de T2-TrpRS e uma concentracao 1x do
Composto (2) aptédmero de VEGEF.

A Figura 27 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundédria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 6, injectados por via intravitrea com uma combinacéo
de uma concentracao 1lx de T2-TrpRS e uma concentracao 0,5x do
Composto (1) inibidor peptidomimético da sinalizacgao via
integrinas.

A Figura 28 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundaria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 6, injectados por via intravitrea com uma combinacao
de uma concentracao 1x de T2-TrpRS, uma concentracdo 0,5x do
Composto (1) dinibidor peptidomimético da sinalizacdo via
integrinas e uma concentracdo normal do Composto (2) aptémero
de VEGF.

A Figura 29 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundédria das retinas dos ratinhos de
controlo do Exemplo 7, injectados por via intravitrea com
PBS.

A Figura 30 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundédria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 7, injectados por via intravitrea com uma
concentracao 1x de T2-TrpRS.

A Figura 31 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundédria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 7, injectados por via intravitrea com uma
concentracdo 1lx do Composto (2) aptémero de VEGF.
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A Figura 32 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundaria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 7, injectados por via intravitrea com  uma
concentracao 0,5x do Composto (1) inibidor peptidomimético da
sinalizacao via integrinas.

A Figura 33 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundédria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 7, injectados por via intravitrea com uma combinagao
de uma concentracgao 0, 5x do Composto (1) inibidor
peptidomimético da sinalizacao via integrinas e uma

concentracdo 1x do Composto (2) aptémero de VEGF.

A Figura 34 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundaria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 7, injectados por via intravitrea com uma combinacgéo
de uma concentracao 1x de T2-TrpRS, uma concentracao 0,5x do
Composto (1) inibidor peptidomimético da sinalizagao via
integrinas e uma concentracdo 1lx do Composto (2) aptéamero de
VEGF .

A Figura 35 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundédria das retinas dos ratinhos de
controlo do Exemplo 9, injectados por via intravitrea com
PBS.

A Figura 36 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundédria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 9, injectados por via intravitrea com  uma
concentracao 1x do Composto (1) inibidor peptidomimético da
sinalizacadao via integrinas.

A Figura 37 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundédria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 9, injectados por via intravitrea com uma
concentracdo 1x do Composto (2) aptémero de VEGF.

A Figura 38 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundédria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 9, injectados por via intravitrea com uma
concentracao 1x de T2-TrpRS.
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A Figura 39 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundaria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 9, injectados por via intravitrea com  uma
concentracao 1lx de cada um dos compostos T2-TrpRS e Composto
(1) inibidor peptidomimético da sinalizacao via integrinas.

A Figura 40 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundédria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 9, injectados por via intravitrea com  uma
concentracao 1x de <cada um dos compostos (1) inibidor
peptidomimético da sinalizacdo via integrinas e (2) aptéamero
de VEGF.

A Figura 41 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundaria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 9, injectados por via intravitrea com uma combinacgéo
de uma concentracdao 1x de cada um dos compostos T2-TrpRS e
Composto (2) aptédmero de VEGEF.

A Figura 42 representa fotomicrografias das camadas
vasculares primdria e secundaria das retinas dos ratinhos do
Exemplo 9, injectados por via intravitrea com uma combinacao
de uma concentragcao 1lx de cada um dos inibidores T2-TrpRS,
Composto (1) dinibidor peptidomimético da sinalizacdo via
integrinas e Composto (2) aptdmero de VEGF.

A Figura 43 é uma representacao grafica dos resultados
de uma experiéncia de doseamento de T2-TrpRS

A Figura 44 é uma representacdo grafica dos resultados
de uma experiéncia de doseamento do aptédmero de VEGF.

A Figura 45 é uma representacdo grafica de resultados
que mostra a inibicao da formacao do plexo wvascular profundo
como uma funcdo da concentracdo Oéptima administrada de
aptamero de VEGEF e de composto T2-TrpRS, isoladamente e em
combinacao.

A Figura 46 ¢é uma representacdo grafica dos resultados
de uma experiéncia de doseamento de um antagonista das
integrinas oyPz: e oyPs.
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A Figura 47 €& uma representacdo grafica de resultados
que mostra a inibicao da formacadao do plexo vascular profundo
como uma funcado da concentracdo O¢ptima administrada de um
antagonista das 1integrinas oyf:s e oyPs do tipo pequena
molécula e de T2-TrpRS, isoladamente e em combinagao.

A Figura 48 é um resumo grafico de resultados que mostra
a 1inibicdo da formacdo do plexo vascular profundo com
diversas combinagdes de terapias.

A Figura 49 ¢é uma representacdo grafica de resultados
que mostra o grau de inibicdo da formacao do plexo vascular
profundo com diversas combinagdes de terapias.

A Figura 50 consiste numa série de fotomicrografias das
camadas vasculares primdria e profunda (secunddria) com
diversas terapias e combinagdes destas, aos niveis de
doseamento indicados na Figura 49.

A Figura 51 € uma representacdo grafica dos niveis de
inibicao da formagao do plexo vascular com terapia de
combinac¢do tripla, a diversos niveis de doseamento.

A Figura 52 € uma representacdo grafica semelhante a
Figura 51, mas mostrando inibicao >75%, >90% e igual a 100%.

A Figura 53 é uma representacdo grafica dos niveis de
inibicdo da formacao do plexo vwvascular, que compara
monoterapias versus terapias de combinacdo a diversos niveis
de doseamento.

A Figura 54 é uma representacdao grafica de niveis de
inibicdao >75%, >90% e iguais a 100% da formacao do plexo
vascular, que compara monoterapias versus terapias de
combinacdo a diversos niveis de doseamento.

A Figura 55 €& uma representacdo grafica de resultados
que mostra uma area de tufos neovasculares como uma funcgdo de
diversas monoterapias, bem como de uma terapia de combinacao
tripla, utilizando uma injeccdo Unica de um agente ou agentes
terapéutico(s).
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A Figura 56 é semelhante a Figura 55, mas apresenta oS
resultados de uma injeccdo dupla de um agente ou agentes
terapéutico(s).

A Figura 57 é uma representacdao grafica de resultados
que mostra Aareas de tufos neovasculares como uma funcao de

vdrias monoterapias, terapias duplas e uma terapia tripla.

A Figura 58 consiste numa série de fotomicrografias que
mostra as retinas de ratinhos tratadas com compostos
angiostdticos isoladamente e em combinacgéao.

A Figura 59 ilustra a estrutura do Composto (2) aptémero
de VEGF (SEQ ID NO: 6), o pegaptanib sdédico.

A Figura 60 representa um grafico de sobrevivéncia para
ratos portadores de tumores tratados com uma composicao do
invento (quadrados) versus ratos de controlo tratados apenas
com PBS (tridngulos).

Descrigdo detalhada das concretizagdes preferidas

Os fragmentos angiostdticos de TrpRS sdo um fragmento de
43 kDa (isto é, o fragmento T2, "T2-TrpRS", SEQ ID NO: 1, ou
um mutante de T2-TrpRS, "T2-TrpRS-GD", SEQ ID NO: 2; ambos
apresentados na Figura 1), o fragmento de 48 kDa conhecido
como mini-TrpRS (SEQ ID NO: 3, apresentado na Figura 2) e o
fragmento de 46 kDa conhecido como T1-TrpRS (SEQ ID NO: 4,

apresentado na Figura 2). A sequéncia de residuos de
aminodcidos de T2-TrpRS-GD (SEQ ID NO: 2) difere da SEQ 1ID
NO: 1 ao nivel de duas substituigdes de residuos de

aminodcidos (ou seja, S121G e Y122D). A sequéncia de residuos
de aminodcidos da TrpRS humana completa (SEQ ID NO: 5) esta
apresentada na Figura 3, Jjuntamente com uma 1indicacao da
posicao dos seus fragmentos T1, T2 e mini. Sem se ser
limitado por aspectos tedricos, cré-se que os fragmentos
angiostdticos de TrpRS podem formar dimeros nao covalentes
(ver, por exemplo, Yu et al. J. Biol. Chem. 2004, 279: 8378-
8388), que poderdo contribuir para a actividade bioldgica dos
fragmentos. Por conseguinte, qualquer referéncia a um
fragmento angiostdtico de TrpRS (por exemplo, TI1-TRpRS, T2-
TrpRS, mini-TrpRS), agqui e nas revindicacdes anexas, deve ser
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interpretada como uma referéncia a forma monomérica, a forma

dimérica ou a uma sua mistura.

O composto gque possul a fdérmula do Composto (1) esta
disponivel através de Merck KGaA (Darmstadt, Alemanha) como

EMD 472523 e é um inibidor peptidomimético da sinalizacédo via

integrinas.

Composto (1)

I g

O inibidor da sinalizacao via VEGF pegaptanib sdédico
[Composto (2)] é um aptédmero a base de ARN contendo 2'-
fluoropirimidinas, resistente a nucleases e especifico para
VEGF-165 e € um oligonucledétido polietoxilado possuindo a

seguinte fdérmula [SEQ ID NO: 6; Figura 59, R na Figure 59 é
uma cadeia de polietilenoglicol (PEG) de 40 quilodalton]:

5'-PEG 40K-elemento de ligacao (Cb)amino-CfGmGmArArUfCfAmGm-
UfGmAMAMUEGMCfULULfAMULAMCEAMULCECECM3 ' -3 'dT

em que:

Cf = 2'fluoro C Ar = 2'OH (ribo) A

Uf = 2'fluoro U 3' = 3'dT = desoxiT invertido

Am = 2'OMe A elemento de ligacao (C5)amino = elemento
de ligacao pentilamino

Gm = 2'0OMe G PEG 40K = amida de polietilenoglicol de

40K

Um oligonucledtido polietoxilado de SEQ ID NO: 6 &
comercializado sob a designacao comercial MACUGEN® por
Eyetech Pharmaceuticals, Inc. e ¢é também conhecido como
NX1838 ou pegaptanib sdédico.
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Numa concretizacdo, a combinacdo de farmacos também
inclui pelo menos um agente terapéutico adicional tal como um
esterdéide angiostdtico, um agente antineopldsico, um agente
antibacteriano, um agente antiviral, um agente anti-
inflamatdério e similares.

Os exemplos de esterdides angiostaticos adequados
incluem e} acetato de anecortave e e} acetonido de
triancinolona.

Os exemplos de agentes antineoplédsicos adegquados incluem
aclarrubicina; cloridrato de acodazol; acronina; adozelesina;
aldesleucina; altretamina; ambomicina; acetato de
ametantrona; aminoglutatimida; amsacrina; anastrozol;
antramicina; asparaginase; asperlin; azacitidina; azetepa;
azotomicina; batimastat; benzodepa; bicalutamida; cloridrato
de bisantreno; dimesilato de bisnafida; bizelesina; sulfato
de Dbleomicina; Dbreguinar sdédico; bropirimina; bussulfano;

cactinomicina; calusterona; caracemida; carbetimero,
carboplatina; carmustina; cloridrato de carubicina;
carzelesina; cedefingol; clorambucilo; cirolemicina;
cisplatina; cladribina; mesilato de crisnatol;
ciclofosfamida; citarabina; dacarbazina; dactinomicina;

cloridrato de daunorrubicina; decitabina; dexormaplatina;
dezaguanina; mesilato de dezaguanina; diaziquona; docetaxel;
doxorrubicina; cloridrato de doxorrubicina; droloxifeno;

citrato de droloxifeno; propionato de dromostanolona;

duazomicina; edatrexato; cloridrato de eflornitina;
elsamitrucina; enloplatino; empromato; epipropidina;
cloridrato de epirrubicina; erbulozol; cloridrato de

esorubicina; estramustina; fosfato sdédico de estramustina;

1311

etanidazol; 6leo etiodado ; etoposido; fosfato de

etoposido; etoprine; cloridrato de fadrozol; fazarabina;

fenretinida; floxuridina; fosfato de fludarabina;
fluorouracilo; flurocitabina; fosquidona; fostriecina sddica;
gencitabina; cloridrato de gencitabina; ouro %8 au;
hidroxiureia; cloridrato de idarrubicina; ifosfamida;

imofosine; interferao alfa-2a; interferao alfa-2b; interferao
alfa-nl; interferao alfa-n3; interferao beta-Ia; interferao
gama—-Ib; iproplatino; cloridrato de irinotecano; acetato de
lanreotida; 1letrozol; acetato de leuprolida; cloridrato de
liarozol; lometrexol sdédico; lomustina; cloridrato de
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losoxantrona; masoprocol; maitansina; cloridrato de
mecloretamina; acetato de megestrol; acetato de melengestrol;
melfalano; menogarilo; mercaptopurina; metotrexato;
metotrexato sédico; metoprine; meturedepa; mitindomida;
mitocarcina; mitocromina; mitogilina; mitomalcina;
mitomicina; mitospero; mitotano; cloridrato de mitoxantrona;
dcido micofendélico; nocodazol; nogalamicina; ormaplatino;
oxisurano; paclitaxel; pegaspargase; peliomicina;
pentamustine; sulfato de peplomicina; perfosfamida;
pipobromano; pipossulfano; cloridrato de piroxantrona;
plicamicina; plomestano; porfimero sdédico; porfiromicina;
prednimustina; cloridrato de procarbazina; puromicina;
cloridrato de puromicina; pirazofurina; riboprina;
rogletimida; safingol; cloridrato de safingol; semustina;
simtrazeno; esparfosato sdédico; esparsomicina; cloridrato de
espirogermanio; espiromustina; espiroplatino;
estreptonigrina; estreptozocina; cloreto de estrdéncio ®°sr;
sulofenur; talisomicina; taxano; taxdide; tecogalan sddico;
tegafur; cloridrato de teloxantrona; temoporfina; teniposido;
teroxirona; testolactona; tiamiprina; tioguanina; tiotepa;
tiazofurina; tirapazamina; cloridrato de topotecano; citrato
de toremifeno; acetato de trestolona; fosfato de triciribina;
trimetrexato; glucuronato de trimetrexato; triptorelina;
cloridrato de tubulozol; mostarda de uracilo; uredepa;
vapreotida; verteporfina; sulfato de vinblastina; sulfato de
vincristina; vindesina; sulfato de vindesina; sulfato de
vinepidina; sulfato de vinglicinato; sulfato de vinleurosina;
tartarato de vinorelbina; sulfato de vinrosidina; sulfato de
vinzolidina; vorozol; zeniplatino; zinostatina e cloridrato
de zorrubicina.

Os exemplos de agentes antibacterianos apropriados
incluem, embora nao estejam limitados a estes, penicilinas,
aminoglicésidos, macrdlidos, monobactamas, rifamicinas,
tetraciclinas, cloranfenicol, clindamicina, lincomicina,
imipenem, 4acido fusidico, novobiocina, fosfomicina, fusidato
de sdédio, neomicina, polimixina, capreomicina, colistimetato,
colistina, gramicidina, minociclina, doxiciclina, wvanomicina,
bacitracina, canamicina, gentamicina, eritromicina e
cefalosporinas.
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Os exemplos de agentes anti-inflamatdérios adequados
incluem, embora nao estejam limitados a estes, aspirina
(dcido acetilsalicilico), indometacina, indometacina de sdédio
tri-hidratada, salicilamida, naproxeno, colchicina,
fenoprofeno, sulindac, diflunisal, diclofenac, indoprofeno e
salicilamida de sdédio.

Os exemplos de agentes antivirais apropriados incluem,
embora nao estejam limitados a estes, alfa-metil-p-
adamantanometilamina, l1-D-ribofuranosil-1,2,4-triazol-3
carboxamida, 9-(2-hidroxi-etoxi)metilguanina, adamantanamina,
5-iodo-2'-desoxiuridina, trifluorotimidina, interferao,
adenina arabinosideo, CD4, 3'-azido-3'-desoxitimidina (AZT),
9-(2-hidroxietoximetil)guanina (aciclovir), acido
fosfonofdédrmico, l-adamantanamina, péptido T e 2',3"-
didesoxicitidina.

As doencas neovasculares que podem ser tratadas pelas
composicbes do presente invento incluem, sem limitacao, as
doencas neovasculares do olho (por exemplo, as doencas
neovasculares retiniana e coroideia), o glaucoma neovascular,
o pterigio, os cancros do tipo tumor sdélido (por exemplo, ©
cancro do pulméo, o cancro da mama € o cancro da proéstata), a
osteoartrite, a artrite reumatdide, as anomalias e
malformacdes vasculares (por exemplo, hemangiomas,

linfangiomas e similares) e a psoriase.

As composicdes do presente invento poderao ser
utilizadas num método para o) tratamento de doencas
neovasculares retinianas num mamifero. Preferencialmente, o
método compreende a injecc¢ao por via intravitrea, no olho de
um mamifero que sofre de uma doenga neovascular, de uma
quantidade inibidora do desenvolvimento vascular de uma
combinacdo de composicdes antiangiogénicas e angiostaticas
que fornecem um fragmento angiostadtico de TrpRS como descrito
acima, o inibidor da sinalizacao via VEGF pegaptanib sdédico e
o Composto (1) inibidor da sinalizacao via integrinas.

Este método pode ser wutilizado para tratar doencgas
oculares como sejam as doencas degenerativas vasculares, as
retinopatias isquémicas, as hemorragias vasculares, a fuga

vascular e as coroidopatias em mamiferos neonatos, Jjuvenis ou
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totalmente maduros. Os exemplos destas doencas incluem a

degenerescéncia macular relacionada com a idade, a
retinopatia diabética, a pseudo-histoplasmose ocular, a
retinopatia da prematuridade, a anemia das células

falciformes, o hemangioma, o pterigio, a oclusado isquémica da
veia central da retina, a oclusadao de ramo da veia retiniana,
o melanoma ocular, o blastoma da retina e a retinite

pigmentar, assim como lesdes da retina.

Outro aspecto do presente invento consiste numa
composicdo terapéutica util para o tratamento de doencas
neovasculares, que compreende um fragmento angiostdtico de
TrpRS como descrito acima, o inibidor da sinalizacdo via VEGE
pegaptanib sédico e o Composto (1) inibidor da sinalizagao
via integrinas, juntamente com um ou mais excipientes
farmaceuticamente aceitéaveis.

Numa concretizacao preferida, a composicao compreende
ainda pelo menos um agente terapéutico adicional, tal como um
esterdide angiostdtico, um agente antineopldsico, um agente
antibacteriano, um agente antiviral, um agente anti-

inflamatdério e similares.

As composicdes do presente invento poderao ser
utilizadas num método para o tratamento de uma doencga
neovascular, que compreende administrar a um mamifero gue
sofre de uma doenca neovascular uma quantidade inibidora do
desenvolvimento vascular de uma combinacdo de farmacos que
compreendem um fragmento angiostdtico de triptofanil-ARNt-
sintetase (TrpRS) como descrito acima, 0 1inibidor da
sinalizagdo via o factor de crescimento do endotélio vascular
(VEGF) pegaptanib sdédico e o Composto (1) inibidor da
sinalizacdo via integrinas.

Geralmente, uma quantidade inibidora do desenvolvimento
vascular de uma composicao do presente invento € pelo menos
igual a cerca de 10 ug/kg de peso corporal e, na maioria dos
casos, ndo ultrapassa cerca de 8 mg/kg de peso corporal por
dia para os tratamentos sistémicos. Preferencialmente, a dose
encontra-se compreendida no intervalo entre cerca de 10 ng/kg
de peso corporal e cerca de 1 mg/kg de peso corporal por dia.
Para o tratamento ocular por via intravitrea de doentes
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humanos, a dose preferida encontra-se compreendida no
intervalo entre cerca de 0,1 e cerca de 5 miligramas por olho
para um dado tratamento. As composicdes poderao ser
administradas numa dose Unica ou em doses multiplas ao longo
do tempo. Um perito no campo médico serd capaz de determinar
a dose terapéutica eficaz déptima de uma composicao do
presente invento, tendo em consideracao o doente particular,
os farmacos presentes na composicdo, o estado da doenca e
outros factores que sao bem conhecidos no campo médico.

As composicdes terapéuticas deste invento podem ser
concretizadas sob uma variedade de formas fisicas. Estas
formas incluem, por exemplo, formas farmacéuticas sdlidas,
semi-sdlidas e liquidas, tais como comprimidos, pilulas, pds,
solugdes ou suspensdes liguidas, aerossodis, lipossomas,
supositdrios, solugdes injectdveis e para infusdo e formas de
libertacdo controlada. Um perito no campo médico seleccionarad
uma forma farmacéutica adequada dependendo do modo de
administracao pretendido e da doenca dque deseja tratar,
utilizando principios farmacoldgicos bem conhecidos na
técnica.

Uma composicao terapéutica de acordo com este invento
pode ser administrada utilizando vias de administracao
convencionais, tais como a via parentérica, subcuténea,
intravenosa, intramuscular, intralesional, intra-esternal,
intravitrea, intracraniana ou em aerossol. Também é possivel
usar vias de administracao tépicas, com aplicacao das
composicdes localmente numa parte particular do corpo (por
exemplo, olho, ©pele, tracto intestinal inferior, vagina,
recto) conforme apropriado. As composicdes terapéuticas
também incluem veiculos e excipientes farmaceuticamente
aceitadveis convencionais que sdo conhecidos pelos peritos na
técnica.

Geralmente, as composicdes terapéuticas do presente
invento podem ser formuladas e administradas utilizando
métodos e composicdes similares aqueles utilizados para as
classes individuais de 1ingredientes activos presentes nas
composicdes. Os peritos na técnica compreenderao que as doses
convencionais podem variar dependendo dos ingredientes

activos particulares na composicao, bem como da saude, peso,
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idade, sexo e condicdo ou doenca do doente e do modo de
administracao pretendido.

As composicgdes terapéuticas deste invento incluem
veiculos, excipientes e transportadores farmacologicamente
apropriados e farmaceuticamente aceitdveis. Em geral, estes
veiculos incluem solugdes, emulsdes ou suspensdes aquosas ou
alcodlicas/aquosas, incluindo solucgéao salina e meios
tamponados como a solucao salina tamponada com fosfato (PBS).
Os veiculos parentéricos podem incluir solucdo de cloreto de
s6édio, dextrose de Ringer, dextrose e cloreto de sdédio,
solugdo de lactato de Ringer ou ¢leos fixos. Adicionalmente,
os veiculos intravenosos podem incluir reabastecedores de
fluidos e de nutrientes e reabastecedores de electrdédlitos,
como aqueles a base de dextrose de Ringer. Também podem estar
presentes excipientes como conservantes e outros aditivos,
tais como, ©por exemplo, antimicrobianos, antioxidantes,
agentes quelantes e gases inertes. Os adjuvantes de
formulacdo, veiculos e outros excipientes adequados, bem como
os métodos de formulacdao de composicdes farmacéuticas estéo
descritos em Remington's Pharmaceutical Sciences, 14th Ed.,
Mack Publishing Co., 1970, particularmente em Part VIIT,
"Pharmaceutical Preparations and Their Manufacture", pp. 1461
- 1762.

As composicdes terapéuticas do presente invento podem
ser embaladas em garrafas ou frascos adequadamente
esterilizados, em formas multidose ou de dose unitdria. Os
recipientes sao preferencialmente selados de modo hermético
apds serem cheios com a composicao do invento. De
preferéncia, as composicdes sdao embaladas num recipiente
contendo uma etiqueta aposta, em que a etiqueta identifica os
fadrmacos presentes na composicdo e contém um aviso numa forma
prescrita por uma agéncia governamental, como seja a Food and
Drug Administration dos Estados Unidos, que reflecte a
aprovacao da composicao ao abrigo das leis apropriadas,
informagdes posoldgicas e similares. A etiqueta contém
preferencialmente 1nformacdes sobre a composigcao gue sao
Uteis para um profissional de cuidados de saude que vai
administrar a composicdao a um doente. De preferéncia, a

embalagem também contém materiais informativos impressos



EP 1 765 362/PT
25

relacionados com a administracao da composicao, instrugdes,

indicag¢des e quaisquer avisos exigidos necessdrios.
METODOS
Modelo de angiogénese retiniana em ratinho neonato

Descricdo do modelo. Imediatamente apds o nascimento
(dia zero pds-natal; “P0”), a wvasculatura retiniana esté
virtualmente ausente no ratinho. As quatro semanas apds O
nascimento (P28), a retina atingiu um padrao adulto de vasos
sanguineos retinianos coincidente com o inicio da wvisdo. A
neovascularizacadao fisiocldgica da retina ocorre durante este
periodo através de um padrdo de desenvolvimento bifdsico e
estereotipico de angiogénese. Durante a fase primaria do
desenvolvimento vascular retiniano, o0s vasos peripapilares
semelhantes a raios de uma roda crescem radialmente a partir
da artéria e da veia retiniana central, ficando
progressivamente interligados por um plexo capilar que se
forma entre eles. Este “plexo retiniano interno” cresce em
drea, volume e complexidade, de forma centrifuga, como uma
monocamada no interior da camada de fibras nervosas durante
0s primeiros sete a dez dias apds o nascimento.

A segunda fase de formacao de vasos sanguineos
retinianos comeca entre os dias 7 (P7) e 10 (P10) pds—natais,
quando ramificacdes colaterais brotam dos capilares do plexo
superficial e penetram na retina, onde as suas pontas se
ramificam e anastomosam lateralmente para formar um “plexo
vascular profundo” plano. Embora o plexo vascular profundo
esteja em posicdao por volta do dia Pl4, ele sofre uma
remodelacdo extensa desde o dia P14 até ao dia P2l. E
interessante salientar que a formacao destas redes vasculares
no ratinho neonato é inegavelmente similar aos eventos gque
ocorrem no feto humano do terceiro trimestre.

Vantagens e quantificag¢do do modelo. A reprodutibilidade
do processo de desenvolvimento retiniano murino e a sua féacil
acessibilidade em animais neonatos proporciona uma
oportunidade para avaliar a eficacia de compostos
antiangiogénicos num modelo de angiogénese fisiologicamente

relevante. As vantagens adicionais do modelo de ratinho
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neonato sao a capacidade de avaliar qualitativa e
quantitativamente o efeito angiostdtico de antagonistas
putativos da angiogénese. A actividade angiostatica foi
avaliada com base no grau de angiogénese na camada vascular
retiniana externa profunda (camada secundéaria) que se
desenvolve entre os dias P8 e Pl2. O aparecimento da rede de
vasos sanguineos interna (camada primaria) foi avaliado
relativamente ao desenvolvimento normal e a sinais de
toxicidade. ©Nao foram observadas guaisquer anomalias na
camada vascular interna em nenhum dos ensaios aqui efectuados
e descritos. A avaliacao qualitativa da vascularizacao da
camada secunddria pode ser efectuada mediante fotografia
microscédépica das camadas superficial e profunda, coradas de
modo apropriado, de retinas excisadas e determinacao da
percentagem de olhos em que a formagao da camada vascular
profunda é total ou parcialmente inibida. Todos os resultados
aqui apresentados baseiam-se numa andlise qualitativa da
percentagem de olhos que demonstraram uma inibicdo de 75 a
100% da formagdo da rede vascular retiniana profunda apds o
tratamento. Na maioria dos casos, € também apresentada a
percentagem de ratinhos que exibiu uma inibicdao >95% e igual

a 100% da formacao da rede vascular retiniana profunda.

Preparacdo de composigbes. O Composto (1) inibidor
peptidomimético da sinalizacao via integrinas foi
solubilizado em PBS a uma concentracdo de cerca de 20 mg/ml
em PBS (concentracao 1x). O T2-TrpRS foi solubilizado em PBS
a uma concentracdo de cerca de 0,5 mg/ml (concentracdo 1x). O
aptédmero de VEGF (pegaptanib sdédico; Composto (2)) foi
solubilizado em PBS a uma concentragdo de cerca de 2 mg/ml
(concentracao 1x) para obter uma injeccao de aproximadamente
1 ung/olho a concentragao 1lx. Para todos os ensaios de
combinacdo, os compostos foram preparados a 2 ou 3 vezes a
concentracao 1x de cada material e depois combinados para
produzir uma solucao final contendo cada composto individual
a mesma concentracdo em que foi wutilizado sozinho (por
exemplo, 1x; 0,5x; 0,25x ou 0,1x consoante os casos). Para
todos o0s ensaios, administrou-se por via intravitrea uma
injeccdo unica de 0,5 pl das solugdes de PBS dos féarmacos,
independentemente do numero de compostos injectados. Tal como
aqui wutilizado, o termo "0,1x" refere-se a um décimo da

concentracao 1lx de um dado material; "0,25x" refere-se a um
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quarto da concentracao 1x de um dado material; "0,5x" refere-
se a metade da concentracao 1x de um dado material e assim
por diante para designagdes similares.

Modelo de retinopatia induzida por oxigénio (RIO) em
ratinho. Este modelo ¢é descrito por Smith, L., Invest.
Ophthalmol. Vis. Sci. 35, 101-111 (1994). Os ratinhos séo
colocados em hiperdxia (75% de 0,) de P7 a P12, seguida de
retorno a normdxia. Enguanto estdo sob hiperdxia, os vasos
retinianos centrais sofrem obliteragcao e a vasculatura
profunda nao se pode formar. Ao voltarem a normdéxia, a retina

torna-se hipdxica e ocorre uma neovascularizacao patoldgica.

A guantificacdao da neovascularizagcao no modelo RIO
envolveu a quantificacao da formacdao de tufos neovasculares,
bem como a quantificacao da obliteracao. Prepararam-se
montagens totais das retinas e os seus vasos sanguineos foram
corados com isolectina GS-IBs. Utilizou-se um sistema de
imagiologia confocal, com focagem imediatamente acima do
plexo vascular superficial, e efectuou-se uma montagem de
quatro quadrantes. Identificaram-se os tufos neovasculares
(Adobe PHOTOSHOP®) e quantificou-se a 4rea de pixelacéao.
Adicionalmente, tragaram-se as &areas de obliteracdo (Adobe
PHOTOSHOP®) e a &area de pixelacdo foil quantificada. Aplicou-
se depois um factor de conversao baseado na agquisicao das

imagens (resolucao, tamanho, etc.) para obter um valor em

pm?.

Procedimento geral do ensaio de angiogénese.

Utilizou-se um ensaio de angiogénese in vivo no ratinho
neonato (Balb/C, The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine)
para avaliar a actividade angiostatica do Composto (1)
inibidor da sinalizacao via integrinas, de T2-TrpRS e do
Composto (2) aptédmero de VEGF. A injecgdo intravitrea e o
isolamento da retina foram efectuados com um microscdpio de
disseccao (SMZ 645, Nikon, Japao). Criou-se uma fissura na
padlpebra com um bisturi fino no dia 7 pds-natal (P7), para
expor o globo para a injeccao. As amostras (0,5 pl) foram
injectadas com uma seringa de Hamilton equipada com uma
agulha de calibre 32 (Hamilton Company, Reno, Nevada). A
injecgcdo foi aplicada entre o equador e o limbo da cdrnea.
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Durante a injeccgao, a localizacao da ponta da agulha foi
monitorizada por visualizacao directa para determinar que se
encontrava na cavidade vitrea. 0Os o0lhos com danos no
cristalino ou na retina induzidos pela agulha foram excluidos
do estudo. Apds a injecgdo, as palpebras foram reposicionadas
para fechar a fissura.

No dia 12 pdés-natal (P12), os animais foram submetidos a
eutandsia e os olhos foram enucleados. Apds cerca de 10
minutos em paraformaldeido (PFA) a %, a cobérnea, 0
cristalino, a esclerdtica e o vitreo foram excisados através
de uma incisdo limbica. A retina isolada foi preparada para
coloracdo através de imersdo em metanol durante cerca de 10
minutos em gelo, seguida de bloqueio em soro fetal de bovino
a 50% (Gibco, Grand Island, Nova Iorgue) com Soro normal de
cabra a 20% (The Jackson Laboratory, Bar Harbor, Maine) em
PBS durante cerca de uma hora em gelo. 0Os vasos sanguineos
foram especificamente visualizados por coloragao da retina
durante aproximadamente 18 horas, a cerca de 4°C, com um
anticorpo de coelho anti-colagénio IV de ratinho (Chemicon,
Temecula, Califdérnia) diluido de 1:200 em tampdao de blogueio
ou com uma isolectina conjugada de forma fluorescente
(Griffonia simplicifolia, Molecular Probes). Um anticorpo de
cabra anti-IgG de coelho conjugado com um corante ALEXA
FLUOR® 594 (Alexa) (Molecular Probes, Eugene, Oregon)
(diluicédo de 1:200 em tampao de bloqueio) foi incubado com a
retina durante aproximadamente 2 horas a cerca de 4°C. As
retinas foram depois montadas para avaliacdao microscédpica com
meio de montagem “Slow-Fade” (Molecular Probes, Eugene,
Oregon) .

Exemplo 1. Tratamento de olhos de ratinho neonato com
uma combinagdo de um inibidor peptidomimético da sinalizacgédo
via integrinas e um inibidor da sinalizag¢do via VEGF.

De acordo <com o ©procedimento geral do ensaio de
angiogénese (“procedimento geral”) descrito acima, os olhos
de ratinhos Balb/C neonatos foram injectados por via
intravitrea no dia 8 pds-natal (P8) com uma concentracgao
0,25x do Composto (1) inibidor da sinalizacao via integrinas
(cinco ratinhos), wuma concentracao 0,5x do Composto (2)
aptémero de VEGF (cinco ratinhos) ou uma combinacgdo de uma
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concentracao 0,25x do Composto (1) e uma concentracao 0,5x do
Composto (2) (seis ratinhos). Como controlo, outro grupo de
seis ratinhos recebeu apenas uma injeccgdo intravitrea de PBS.
No dia P12, os ratinhos foram submetidos a eutandsia e as
retinas foram removidas dos olhos injectados, coradas,
montadas e avaliadas microscopicamente conforme descrito no
procedimento geral. A vascularidade da camada secundaria
(vascular retiniana externa) foi avaliada com base na
percentagem de vascularizacao em comparagao com os olhos de
controlo. Os resultados estao apresentados na Tabela 1 e nas
Figuras 4 e 5.

Tabela 1.

% de inibigéo: 0-10% 10-25% 25-50% 50-75% 75-100%
PBS 100 0 0 0 0
Composto (2) 0,5x 20 20 20 20 40
Composto (1) 0,1x 40 0,5 20 20 20
Combinacao 0 17 0 0 83

Exemplo 2. Tratamento de olhos de ratinho neonato com
uma combinagdo de um fragmento angiostatico de TrpRS e um
inibidor da sinalizagdo via VEGF.

De acordo com o procedimento geral, os olhos de ratinhos
Balb/C neonatos foram injectados por via intravitrea no dia
P4 com uma concentracao 0,1x de T2-TrpRS (oito ratinhos), uma
concentracdo 0,1x do Composto (2) aptamero de VEGF (oito
ratinhos) ou uma combinacao de uma concentracao 0,1x de T2-
TrpRS e uma concentracao 0,1x do Composto (2) (dez ratinhos).
Como controlo, outro grupo de oito ratinhos recebeu apenas
uma 1injecgdo intravitrea de PBS. No dia P12, os ratinhos
foram submetidos a eutandsia e as retinas foram removidas dos
olhos injectados, coradas, montadas e avaliadas
microscopicamente conforme descrito no procedimento geral. A
vascularidade da camada secundaria (vascular retiniana
externa) foi avaliada com base na percentagem de
vascularizacao em comparacao com o0s olhos de controlo. Os
resultados estao apresentados na Tabela 2 e nas Figuras 6, 7,
8 e 9.
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Tabela 2.
% de inibicdo: 0-10% 10-25% 25-50% 50-75% 75-100% >95% 100%

PBS 100,0 0 0 0 0 0 0
Comp. (2) 0,1x 87,5 12,5 0 0 0 0 0
T2-TrpRS 0,1x 50 37,5 12,5 0 0 0 0
Combinacao 10 30 20 20 20 0 0

Exemplo 3. Tratamento de olhos de ratinho neonato com
uma combinacdo de um fragmento angiostatico de TrpRS e um
inibidor da sinalizagdo via VEGF.

De acordo com o procedimento geral, os olhos de ratinhos
Balb/C neonatos foram injectados por via intravitrea no dia
P4 com uma concentracadao 1x de T2-TrpRS (oito ratinhos), uma
concentracdo 1x do Composto (2) aptamero de VEGEF (oito
ratinhos) ou uma combinacao de uma concentracao 1lx de T2-
TrpRS e uma concentracao 1x do Composto (2) (dez ratinhos).
Como controlo, outro grupo de seis ratinhos recebeu apenas
uma injecgao intravitrea de PBS. No dia P12, os ratinhos
foram submetidos a eutandsia e as retinas foram removidas dos
olhos injectados, coradas, montadas e avaliadas
microscopicamente conforme descrito no procedimento geral. A
vascularidade da camada secunddria (vascular retiniana
externa) foi avaliada com base na percentagem de
vascularizacao em comparacao com o0s olhos de controlo. Os
resultados estao apresentados na Tabela 3 e nas Figuras 10,
11, 12 e 13.

Tabela 3.
% de inibigdo: 0-10% 10-25% 25-50% 50-75% 75-100% >95% 100%

X

PBS 100 0 0 0 0 0 0
Comp. (2) 1x 37,5 12,5 12,5 12,5 25 0 0
T2-TrpRS 1x 12,5 12,5 0 12,5 62,5 12,5 12,5

Combinacao 0 0 10 10 80 40 20
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Exemplo 4. Tratamento de olhos de ratinho neonato com
uma combinagdo de um fragmento angiostdtico de TrpRS e um
inibidor da sinalizagdo via VEGF.

De acordo com o procedimento geral, os olhos de ratinhos
Balb/C neonatos foram injectados por via intravitrea no dia
P4 com uma concentracao 1lx de T2-TrpRS (oito ratinhos), uma
concentracao 0,5x do Composto (2) aptémero de VEGF (dez
ratinhos) ou uma combinacado de uma concentracao 1lx de T2-
TrpRS e uma concentracao 0,5x do Composto (2) (dez ratinhos).
Como controlo, outro grupo de seis ratinhos recebeu apenas
uma 1injecgdo intravitrea de PBS. No dia P12, os ratinhos
foram submetidos a eutandsia e as retinas foram removidas dos
olhos injectados, coradas, montadas e avaliadas
microscopicamente conforme descrito no procedimento geral. A
vascularidade da camada secunddaria (vascular retiniana
externa) foi avaliada com base na percentagem de
vascularizacao em comparacao com o0s olhos de controlo. Os
resultados estdao apresentados na Tabela 4 e nas Figuras 14,
15, 16 e 17.

Tabela 4.
% de inibigdo: 0-10% 10-25% 25-50% 50-75% 75-100% >95% 100%

X

PBS 66,6 16,7 16,7 0 0 0 0
Comp. (2) 0,5x 60 30 0 0 10 0 0
T2-TrpRS 1x 12,5 37,5 12,5 12,5 25 0 0
Combinacao 0 0 10 10 70 30 20

Exemplo 5. Tratamento de olhos de ratinho neonato com
uma combinagdo de um fragmento angiostatico de TrpRS e um
inibidor da sinalizag¢do via integrinas.

De acordo com o procedimento geral, os olhos de ratinhos
Balb/C neonatos foram injectados por via intravitrea no dia
P4 com uma concentracao 1lx de T2-TrpRS, uma concentracao 0,5x
do Composto (1) inibidor da sinalizacao via integrinas ou uma
combinacao de uma concentracao 1x de T2-TrpRS e uma
concentracao 0,5x do Composto (1), em grupos de seis ratinhos
para cada regime de tratamento. Como controlo, outro grupo de
quatro ratinhos recebeu apenas uma injeccgdo intravitrea de
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PBS. No dia P12, os ratinhos foram submetidos a eutandsia e
as retinas foram removidas dos olhos injectados, coradas,
montadas e avaliadas microscopicamente conforme descrito no
procedimento geral. A vascularidade da camada secunddria
(vascular retiniana externa) foi avaliada com base na
percentagem de vascularizacao em comparagcao com os olhos de
controlo. Os resultados estao apresentados na Tabela 5 e nas
Figuras 18, 19, 20 e 21.

Tabela 5.
% de inibicdo: 0-10% 10-25% 25-50% 50-75% 75-100% >95% 100%

PBS 50 25 25 0 0 0 0
Comp. (1) 0,5x 50 33,3 16,7 0 0 0 0
T2-TrpRS 1x 33,3 16,7 33,3 0 16,7 16,7 O
Combinacao 0 33,3 16,7 0 50 16,7 0

Exemplo 6. Tratamento de olhos de ratinho neonato com
uma combinagdo de um fragmento angiostatico de TrpRS, um
inibidor da sinalizagdo via VEGF e um inibidor da sinalizacgéao
via integrinas.

De acordo com o procedimento geral, os olhos de ratinhos
Balb/C neonatos foram injectados por via intravitrea no dia
P4 com uma concentracao lx de T2-TrpRS, uma concentracao 0,5x
do Composto (1) inibidor da sinalizacdo via integrinas, uma
concentracdo 1x do Composto (2) aptédmero de VEGF, uma
combinacao de uma concentracao 1x de T2-TrpRS e uma
concentracao 0,5x do Composto (1), uma combinacao de uma
concentracao 1x de T2-TrpRS e uma concentragcao 1x do Composto
(2) ou uma combinacao de uma concentracao 1x de T2-TrpRS, uma
concentracao 0,5x do Composto (1) e uma concentracao 1x do
Composto (2), em grupos de oito ratinhos para cada regime de
tratamento. Como controlo, outro grupo de oito ratinhos
recebeu apenas uma injecgdo intravitrea de PBS. No dia P12,
os ratinhos foram submetidos a eutandsia e as retinas foram
removidas dos olhos injectados, coradas, montadas e avaliadas
microscopicamente conforme descrito no procedimento geral. A
vascularidade da camada secunddria (vascular retiniana
externa) foi avaliada com base na percentagem de
vascularizacao em comparacaco com o0s olhos de controlo. Os
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resultados estdo apresentados na Tabela 6 e nas Figuras 22,
23, 24, 25, 26, 27 e 28.

Tabela 6.

% de inibigédo: 0-10% 10-25% 25-50% 50-75% 75-100% >95% 100%
PBS 100 0 0 0 0 0 0

Comp. (1) 0,5x 50 12,5 12,5 12,5 12,5 0 0

Comp. (2) 1x 37,5 25 12,5 25 0 0 0

T2-TrpRS 1x 50 25 12,5 12,5 0 0 0

T2-TrpRS + Comp. (2) 25 25 25 0 25 25 12,5
T2-TrpRS + Comp. (1) 50 0 0 0 50 37,5 25

T2-TrpRS + (1) + (2) 0 0 0 0 100 87,5 75

Exemplo 7. Tratamento de olhos de ratinho neonato com
uma combinagdo de um fragmento angiostatico de TrpRS, um
inibidor da sinalizagdo via VEGF e um inibidor da sinalizagéo
via integrinas.

De acordo com o procedimento geral, os olhos de ratinhos
Balb/C neonatos foram injectados por via intravitrea no dia
P4 com uma concentracao 1lx de T2-TrpRS, uma concentracao 0,5x
do Composto (1) inibidor da sinalizac¢ao via integrinas, uma
concentracdo 1x do Composto (2) aptdmero de VEGF, uma
combinacdao de uma concentracao 0,5x do Composto (1) e uma
concentracao 1x do Composto (2) ou uma combinacao de uma
concentracao 1x de T2-TrpRS, uma concentracao 0,5x do
Composto (1) e uma concentracao 1lx do Composto (2), em grupos
de oito ratinhos para cada regime de tratamento. Como
controlo, outro grupo de seis ratinhos recebeu apenas uma
injeccao intravitrea de PBS. No dia P12, os ratinhos foram
submetidos a eutandsia e as retinas foram removidas dos olhos
injectados, coradas, montadas e avaliadas microscopicamente
conforme descrito no procedimento geral. A vascularidade da
camada secunddria (vascular retiniana externa) foi avaliada
com base na percentagem de vascularizacgcdao em comparacgao com
0os olhos de controlo. 0Os resultados estao apresentados na
Tabela 7 e nas Figuras 29, 30, 31, 32, 33 e 34.



EP 1 765 362/PT
34

Tabela 7.

% de inibicgdo: 0-10% 10-25% 25-50% 50-75% 75-100% >95% 100%
PBS 100 0 0 0 0 0 0

Comp. (1) 0,bx 12,5 25 12,5 12,5 37,5 0 0

Comp. (2) 1x 25 25 0 12,5 37,5 0 0

T2-TrpRS 1x 25 12,5 12,5 0 50 12,5 0

Comp. (1) + (2) 0 12,5 12,5 25 50 25 25
T2-TrpRS + (1) + (2) 0 0 0 0 100 62,5 50

Exemplo 8. Tratamento de olhos de ratinho neonato com
uma combinagdo de um fragmento angiostdtico de TrpRS e um
inibidor da sinalizagdo via VEGF.

De acordo com o procedimento geral, os olhos de ratinhos
Balb/C neonatos foram injectados por via intravitrea no dia
P4 com uma concentracao 1x de T2-TrpRS (dez ratinhos), uma
concentracdo 0,25x do Composto (2) aptédmero de VEGE (onze
ratinhos) ou uma combinacao de uma concentracao 1x de T2-
TrpRS e uma concentracao 0,25x do Composto (2) (onze
ratinhos). Como controlo, outro grupo de oito ratinhos
recebeu apenas uma injecc¢do intravitrea de PBS. No dia P12,
0s ratinhos foram submetidos a eutandsia e as retinas foram
removidas dos olhos injectados, coradas, montadas e avaliadas
microscopicamente conforme descrito no procedimento geral. A
vascularidade da camada secundaria (vascular retiniana
externa) foi avaliada com base na percentagem de
vascularizagcao em comparacao com o0s olhos de controlo. Os
resultados estao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8.
% de inibigdo: 0-10% 10-25% 25-50% 50-75% 75-100% >95% 100%

PBS 100 0 0 0 0 0 0
Comp. (2) 0,25x 54,5 36,4 0 0 9,1 0 0
T2-TrpRS 1x 30 30 20 10 10 0 0
Combinacao 18,2 18,2 9,1 18,2 27,3 0 0
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Exemplo 9. Tratamento de olhos de ratinho neonato com
uma combinagdo de um fragmento angiostatico de TrpRS, um
inibidor da sinalizagdo via VEGF e um inibidor da sinalizacgéo
via integrinas.

De acordo com o procedimento geral, os olhos de ratinhos
Balb/C neonatos (em grupos de oito ratinhos cada) foram
injectados por via intravitrea no dia P4 com uma concentracgao
1x de T2-TrpRS, uma concentracao 1x do Composto (1) inibidor
da sinalizacao via integrinas, uma concentracao 1x do
Composto  (2) aptédmero de VEGF, uma combinacdo de uma
concentracao 1x de T2-TrpRS e uma concentracao 1x do Composto
(1), uma combinacao de uma concentracao 1x do Composto (1) e
uma concentracao 1x do Composto (2) ou uma combinacao de uma
concentracao 1x de T2-TrpRS, uma concentracao 1lx do Composto
(1) e uma concentracao 1lx do Composto (2). Como controlo,
outro grupo de oito ratinhos recebeu apenas uma injeccao
intravitrea de PBS. No dia P12, os ratinhos foram submetidos
a eutandsia e as retinas foram removidas dos olhos
injectados, coradas, montadas e avaliadas microscopicamente
conforme descrito no procedimento geral. A vascularidade da
camada secundédria (vascular retiniana externa) foi avaliada
com base na percentagem de vascularizacdo em comparacao com
os olhos de controlo. Os resultados estao apresentados na
Tabela 9 e nas Figuras 35-42.

Tabela 9.

% de inibicé&o: 0-10% 10-25% 25-50% 50-75% 75-100% >95% 100%
PBS 75 25 0 0 0 0 0

Comp. (1) 1x 25 12,5 12,5 37,5 12,5 0 0

Comp. (2) 1x 25 0 12,5 12,5 50 25 12,5
T2-TrpRS 1x 12,5 0 25 12,5 50 12,5 0

Comp. (1) + T2-TrpRS 0 12,5 12,5 25 50 25 12,5
Comp. (1) + (2) 12,5 12,5 0 12,5 62,5 62,5 50

T2-TrpRS + Comp. (2) 0 12,5 12,5 12,5 62,5 37,5 25

T2-TrpRS + (1) + (2) 0 25 0 0 75 75 62,5
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Exemplo 10. Tratamento de olhos de ratinho neonato com
doses variaveis de um fragmento angiostédtico de TrpRS.

De acordo com o procedimento geral, os olhos de ratinhos
Balb/C neonatos (em grupos de oito a doze ratinhos cada)
foram injectados por via intravitrea no dia P4 com T2-TrpRS,
a concentracdes de 0,1x (8 ratinhos), 0,3x (12 ratinhos), 1x
(12 ratinhos), 2x (12 ratinhos) e 3x (12 ratinhos). Como
controlo, outro grupo de 10 ratinhos recebeu apenas uma
injecgao intravitrea de PBS. No dia P12, os ratinhos foram
submetidos a eutandsia e as retinas foram removidas dos olhos
injectados, coradas, montadas e avaliadas microscopicamente
conforme descrito no procedimento geral. A vascularidade da
camada secundaria (vascular retiniana externa) foi avaliada
com base na percentagem de vascularizagcdao em comparacao com
0os olhos de controlo. 0Os resultados estao apresentados na
Tabela 10.

Tabela 10.

% de inibicéo: 0-10% 10-25% 25-50% 50-75% 75-100%
PRS 100 0 0 0 0
T2-TrpRS 0,1x 75 25 0 0 0
T2-TrpRS 0, 3x 33,3 16,7 8,3 16,7 25
T2-TrpRS 1x 8,3 16,7 25 8,7 41,7
T2-TrpRS 2x 8,3 25 0 16,7 41,7
T2-TrpRS 3x 66,7 25 8,7 0 0

Exemplo 11. Tratamento de olhos de ratinho neonato com
doses varidveis de um fragmento angiostdtico de TrpRS.

De acordo com o procedimento geral, os olhos de ratinhos
Balb/C neonatos (em grupos de seis a catorze ratinhos cada)
foram injectados por via intravitrea no dia P4 com T2-TrpRS,
a concentracdes de 0,3x (6 ratinhos), 1x (14 ratinhos), 2x (8
ratinhos), 3x (7 ratinhos) e 5x (6 ratinhos). Como controlo,
outro grupo de 10 ratinhos recebeu apenas uma injeccgao
intravitrea de PBS. No dia P12, os ratinhos foram submetidos
a eutandsia e as retinas foram removidas dos olhos

injectados, coradas, montadas e avaliadas microscopicamente
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conforme descrito no procedimento geral. A vascularidade da
camada secundéadria (vascular retiniana externa) foi avaliada
com base na percentagem de vascularizacdo em comparagao com
os olhos de controlo. Os resultados estao apresentados na
Tabela 11.

Tabela 11.

% de inibicgéo: 0-10% 10-25% 25-50% 50-75% 75-100%
PBS 60 40 0 0 0
T2-TrpRS 0, 3x 33,3 16,7 0 0 50
T2-TrpRS 1x 14,3 14,3 7,1 14,3 50
T2-TrpRS 2x 12,5 12,5 12,5 12,5 50
T2-TrpRS 3x 14,3 14,3 14,3 28,5 28,5
T2-TrpRS 5x 16,6 33,3 33,3 16,6 0

Os resultados para os ratinhos que apresentam inibicgao
>95% e igual a 100% nos Exemplos anteriores demonstram que
mesmo as composigcdes que compreendem pelo menos dois
materiais seleccionados entre o Jgrupo gue consiste em um
fragmento angiostdtico de TrpRS, um inibidor da sinalizacgéao
via VEGF e um inibidor da sinalizacdo via integrinas obtém
inesperadamente maior eficacia na inibicgao da
neovascularizacao no modelo de olho de ratinho neonato que os
niveis esperados de inibicdo a partir dos efeitos aditivos
simples da combinagdo dos componentes 1individuais. Isto
também ¢é evidente quando os resultados dos varios exemplos
sao combinados como na Tabela 12, que compila os resultados
dos Exemplos a concentracgdes de 1x a 2x do Composto (1)
inibidor das integrinas; 0,5x a 1x do Composto (2) aptémero
de VEGF; e 1x de T2-TrpRS, bem como as composigdes (valores
de inibicdo em negrito na Tabela 12) que compreendem
combinacdes de pelo menos dois elementos entre o Composto
(1), o Composto (2) e T2-TrpRS. O numero de ratinhos em cada
grupo estd indicado entre paréntesis para cada agrupamento.
Os resultados na Tabela 12 mostram claramente um nivel
inesperadamente mais alto de inibicao da formacao de vasos
sanguineos na camada vascular profunda para olhos de ratinho
tratados com as composigdes que compreendem combinagdes de
pelo menos dois elementos entre o Composto (1), o Composto
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(2) e T2-TrpRS em comparacgao com os niveis de inibicédo dos
tratamentos com os inibidores individuais isolados ou a sua

soma numérica.

Tabela 12. Resultados combinados dos Exemplos

% de inibicgdo: 0-10% 16-15% 15-50% 50-75% 75-100% >95% 100%
PBS (38 ratinhos) 84,2 10,5 5,3 0 0 0 0
Comp. (1) 1x-2x 33,3 20 13,3 16,7 16,7 0 0
(30 ratinhos)

Comp. (2) 1x 39,1 20 7,6 11,9 21,4 4,7 2,4
(30 ratinhos)

T2-TrpRS 1x 23,9 17,4 15,2 8,7 34,8 8,7 2,2
(46 ratinhos)

Comp. (1) + T2-TrpRS 18,2 13,6 9,1 9,1 50 27,3 13,6
(22 ratinhos)

Comp. (1) + (2) 6,3 12,5 6,3 18,8 56,3 43,7 37,5

(16 ratinhos)
T2-TrpRS + Comp. (2) 5,6 11,1 13,9 8,3 61,1 33,3 19,4
(36 ratinhos)
T2-TtpRS + (1) + (2) 0 8,3 0 0 91,7 79,2 62,5
(24 ratinhos)

Os resultados dos Exemplos 10 e 11 (Tabelas 10 e 11)
mostram que a eficdcia de T2- TrpRS atingiu um valor maximo a
uma concentracao de cerca de 1x a 2x e nao permitiu que mais
de 50% dos ratinhos apresentassem uma inibicdo de 75-100% na
camada vascular profunda. A eficdcia comegou a diminuir a uma
concentracao de 2x e superior. Assim, mesmo com doses
crescentes, T2 ndo proporcionou uma eficdcia superior a cerca
de 50% ao nivel de inibicao de 95-100%.

Exemplo 12. Efeitos sinérgicos da administragdo do
fragmento angiostatico T2-TrpRS, do aptédmero de VEGF e do
inibidor peptidomimético da sinalizagdo via as integrina o.ps
e OyPps.

Para estudar o efeito da combinacao de diferentes
moléculas angiostaticas, utilizaram-se trés compostos

angiostdticos conhecidos por visarem vias angiogénicas
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criticas, mas separadas: um antagonista das integrinas oyf: e
oyPBs do tipo pequena molécula (Composto (1); "EMD 472523"
obtido de Merck KGaZA, Darmstadt, Alemanha), um antagonista do
VEGF1¢5 (Composto (2); pegaptanib sdédico) e uma forma truncada
da triptofano-ARNt-sintetase (T2-TrpRS, obtida de Angiosyn
Inc., La Jolla, Califdérnia). Embora o mecanismo exacto de
accao para T2-TrpRS nao tenha sido totalmente elucidado, o
seu mecanismo de acgdo ndo estda directamente ligado ao
antagonismo do VEGFE ou das integrinas.

O modelo de angiogénese retiniana em ratinho neonato foi
utilizado para testar a eficdcia de cada monoterapia e de
varias combinacdes destes compostos individuais. Como
indicado acima, os ratinhos nascem sem uma vasculatura
retiniana. Durante as ©primeiras trés semanas apdés o
nascimento, desenvolve-se uma vasculatura similar a do
adulto. A vasculatura retiniana forma trés plexos planos
distintos, em que o plexo vascular superficial se desenvolve
durante a primeira semana pds-natal. No dia 8 pds—-natal (P8),
0os vasos do plexo superficial ramificam-se e migram na
direccao do plexo profundo na borda externa da camada nuclear
interna. Para testar as propriedades angiostdticas de cada
solucao de monoterapia ou de combinacao, aplicaram-se
injecgdes intravitreas no dia P7, quando a formagdoc da rede
superficial estda quase completa, mas antes de a formacdo dos
plexos profundos ter comecado. Os efeitos sobre a formacao do
plexo vascular profundo foram depois analisados cinco dias
mais tarde (P12). O grau de inibicdo para cada retina
injectada foi classificado como sendo de 0-10%, 10-25%, 25-
50%, 50-75% ou 75-100% (Figura 48), com o grupo de inibicgao
de 75-100% adicionalmente separado nos niveis de inibicéao
>90% e 100% (Figura 49). O aspecto do plexo vascular primario
previamente formado, assim como a morfologia retiniana global
foram avaliados gquanto a sinais de toxicidade.

Preparagdo das amostras. O antagonista das integrinas

oyPs e  oyPs (Composto (1)) foi armazenado como um pd
liofilizado num exsicador a temperatura ambiente (I.A.) ou a
-20°C (V.A.) e solubilizado em PBS 1x estéril e isento de

ARNase imediatamente antes da utilizacdo. O aptédmero de VEGFE
(Composto (2)) foi sintetizado como um composto conjugado com
PEG de 40 kDa (Transgenomic Inc, Boulder, Colorado) com base
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em informacao publicada (Bridonneau, et al., J. Chromatogr:
B. Diomed. Sci. App. 726: 237-47 (1999)). Determinou-se que O
composto era puro por cromatografia liquida de fase reversa.
As concentragdes aqui referidas referem-se a concentragdo
final do aptémero de VEGF activo e ndo a concentragdo total
do composto conjugado com PEG e foram determinadas por
andlise espectrofotométrica a 260/280 nm. O péptido T2-TrpRS
foi preparado como um composto recombinante da forma descrita
em Otani et al., Proc. Nat'l. Acad. Sci., USA 99: 178-183
(2002) e no pedido provisdério de patente U.S. com o n.° de
série 60/598,019, apresentado em 2 de Agosto de 2004. O
produto purificado foi armazenado em glicerol a 50% a -20°C e
dialisado para PBS 1x estéril imediatamente antes da
utilizagdao. As solugdes de combinagcao foram preparadas
mediante a preparacgao inicial de solugbes-stock 3x de cada
composto individual. Os compostos foram depois misturados uns
com os outros, e com PBS nos casos apropriados, para preparar
uma solugao final contendo cada composto desejado a uma
concentracao equivalente a cada concentracao de monoterapia
correspondente.

Injecgdes intravitreas. Todo o trabalho com animais
aderiu a directrizes protocolares estritas para uma
utilizacao e tratamento humanocs dos animais. Efectuaram-se as
injecgdes intravitreas, as retinas foram dissecadas e
visualizou-se a vasculatura. A RIO foi induzida de acordo com
0 protocolo descrito por Smith et al., Invest. Ophthalmol.
Vis. Sci., 35: 101-111 (1994), mediante exposicdo das crias
de 7 dias pds-natais (P7) e das suas maes a um ambiente de
75% de oxigénio (hiperdéxia) durante 5 dias, seguida de
retorno ao ar ambiente (normdxia). As injecgdes intravitreas
foram realizadas no dia P12, imediatamente apds o retorno a
norméxia, e as retinas foram analisadas no dia P17. Os vasos
sanguineos foram corados utilizando isolectina GS-IB,; de
Griffonia simplicifolia (lectina GS), conjugada com o corante
Alexa Fluor 594 (Molecular Probes, diluicao de 1:150 em PBS).
As imagens confocais foram obtidas utilizando uma objectiva
4x, focando cuidadosamente mesmo acima da membrana limitrofe
interna da retina, tornando proeminentes 0s tufos
neovasculares pré-laminares. Adquiriram-se quatro imagens
sobreponiveis de cada retina, e cada imagem individual foi

convertida para um tamanho de 5,08 x 5,08 cm com 300 pixeis
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por polegada. As areas de tufos neovasculares foram
quantificadas por individuos com mascaras utilizando
montagens totais da retina. Os tufos foram especificamente
seleccionados com base no seu aspecto caracteristico e na
maior intensidade da coloracao com isolectina, utilizando a
ferramenta “varinha magica” no software PHOTOSHOP® da Adobe.
Determinou-se depois a 4&area total em pixeis. As é&reas de
formacdo de tufos neovasculares foram normalizadas em relacgao
a retinas de RIO de controlo injectadas com PRS.

Doseamento. As experiéncias de doseamento foram
inicialmente efectuadas para determinar a dose eficaz maxima
para cada composto individual. Verificou-se que cada composto
tem uma curva de eficédcia em forma de sino com doses eficazes
6ptimas de 5-10 pg (10-20 nmoles) por olho para o antagonista
das integrinas (Figura 46); 1,0-2,0 pg (108-215 pmoles) por
olho para o aptémero de VEGF (Figura 44) e 0,25-0,5 pg (5,2-
10,4 pmoles) por olho para T2-TrpRS (Figura 43). Efectuaram-
se depois injecgdes Unicas de cada monoterapia a dose Optima
e de solucgbdes que contém combinacdes apropriadas de cada
composto em doses equivalentes, para comparar as actividades
angiostdticas. As doses individuais mdximas, cerca de 35% das
retinas nao foram afectadas pela injeccao gquer do antagonista
das integrinas quer do aptdmero de VEGF. 0Os outros 67% de
retinas basicamente distribuiram-se uniformemente pelos
intervalos de 10-25%, 25-50%, 50-75% ou 75%-100% (Tabela 13A
abaixo). A inibicdo da rede vascular profunda com o péptido
T2-TrpRS foi ligeiramente melhor. 24% das retinas injectadas
com o péptido T2-TrpRS desenvolveram um plexo vascular
profundo completo normal, ao passo dgque 35% das retinas
injectadas com o péptido T2-TrpRS apresentaram uma inibicéo
superior a 75% em comparacao com 17% e 21% para o antagonista
das integrinas e o aptédmero de VEGF, respectivamente (Tabela
13A abaixo). Quando 0s compostos angiostaticos foram
injectados em combinacdo, os efeitos angiostdticos sobre a
neovascularizacao foram surpreendentes. Cada combinacao
dupla, antagonista das integrinas + T2-TrpRS, antagonista das
integrinas + aptdmero de VEGF e T2-TrpRS + aptdmero de VEGF,
demonstrou uma melhoria significativa da actividade
angiostatica em relacao as monoterapias. Um namero
significativamente menor de <retinas foi <resistente ao

tratamento angiostdtico utilizando as terapias de combinacéo.
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A neovascularizacao foi inibida em mais de 75% na maioria das
retinas tratadas com qualquer uma das combinag¢des duplas
(Tabela 13 A abaixo).

Quando a totalidade dos trés compostos foi injectada em
conjunto as mesmas doses Optimas das injeccgdes de monoterapia
correspondentes (combinacao tripla 1x), mais de 90% das
retinas tiveram uma inibicdo >75%. Ao contrdrio das retinas
tratadas com monoterapia ou uma combinacao dupla, todas as
retinas tratadas com a combinacao tripla apresentaram algum
grau de inibi¢do neovascular. Além disso, apenas 8% das
retinas injectadas apresentaram ainda qualquer nivel
significativo de neovascularizacdo. Observou-se uma inibicéao
quase completa da angiogénese nos restantes 92% de retinas
injectadas com os compostos em combinacdo tripla (Tabela 134
abaixo; Figura 48). As diferencas em termos de eficacia
angiostdtica tornaram-se ainda mais pronunciadas gquando a
categoria de inibicao >75% foi subdividida em inibicdo >90% e
inibicdo de 100% (Figura 49). Mais de 80% das retinas
injectadas com a combinacao tripla apresentaram uma inibicao
da formacao do plexo vascular profundo superior a 90% e 63%
revelaram uma inibicdo de 100% da neovascularizacao, em qgque
nem mesmo um uUnico rebento neovascular pdde ser observado.
Este resultado € uma melhoria substancial em relacdo tanto as
monoterapias, gque demonstraram uma inibicao de 100% em <5%
das retinas tratadas, como as terapias de combinacdo dupla.
Além disso, o plexo vascular superficial de muitas das
retinas tratadas com a combinacado tripla assemelhou-se ao de
uma retina normal do dia P7 em vez das retinas do dia P12, o
que 1indica que o crescimento vascular adicional no interior
do plexo superficial também foi impedido pela combinacao
tripla imediatamente apdés a 1injecgcdo. Nao se observou
inibicdo do crescimento do plexo superficial em nenhuma
retina tratada com monoterapia ou terapia dupla. Os wvasos
sanguineos mais centrais do plexo vascular superficial que ja
se tinham formado antes da injecgcao permaneceram normais, o
que indica niveis de toxicidade insignificantes para a
vasculatura pré-existente. Adicionalmente, nao se observaram
quaisquer sinais de toxicidade neuronal e a morfologia
retiniana permaneceu inalterada, indicando a nao ocorréncia
de efeitos secunddrios negativos observaveis por injeccao da
solucao de combinacao tripla. As imagens dos plexos
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vasculares superficial e profundo de uma experiéncia

representativa completa estao apresentadas na Figura 50.

Para analisar a sinergia e para testar a possibilidade
de manter uma actividade angiostatica potente wutilizando
doses mais baixas da combinacao tripla, testaram-se diluigdes
em série. A combinacadao tripla ainda foi extremamente eficaz
na inibigcao da angiogénese quando diluida até 100x
(combinacao tripla 0,01x) (Tabela 13B abaixo; Figuras 52 e
53). Quando a combinacadao tripla foli preparada através de
combinacgdo dos compostos individuais a um décimo da sua dose
6ptima, quase 80% das retinas tratadas ainda apresentaram uma
inibicdao >75%, e 50% das retinas apresentaram uma inibicéao
completa (100%) da neovascularizacdo. As concentracdes 0,1x
(1 ng/olho de antagonista das integrinas; 0,2 nug/olho de
aptémero de VEGF e 0,025 pg/olho de T2-TrpRS), a inibicdo da
neovascularizacdo pelos compostos angiostdaticos individuais
foli desprezavel (Tabela 13C abaixo; Figura 54). Observou-se
alguma eficdcia apds injeccdo da combinacgdo dupla T2-TrpRS
0,1x e aptamero de VEGF 0,1x. Contudo, apesar de esta
combinacado ter sido a mais eficaz de todas as combinagodes
duplas testadas em termos angiostaticos, a actividade
angiostatica ainda foi minima em comparacdo com os niveis de
inibicao observados por injeccao da combinagao tripla 0,1x.
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TABELA 13

A. Experiéncia de combinagdo no modelo de angiogénese em ratinho neonato

Percentagem de retinas com os niveis indicados de inibig¢ao neovascular

Injeccédo N 0-10% | 10-25% | 25-50% | 50-75% [ >75% | >90% [100%
PBS 38 84,2 10,5 5,3 0,0 0,0 0,0 | 0,0
5-10 pg antagonista 30 33,3 20,0 13,3 16,7 16,7 0,0 | 0,0
de integrinas

1-2 pg aptamero VEGF 42 39,1 20,0 7,6 11,9 21,4 4,7 2,4
0,25 pg T2-TrpRS 46 23,9 17,4 15,2 8,7 34,8 8,7 | 2,2
T2-TrpRS + ant. 22 18,2 13,6 9,1 9,1 50,0 | 27,3 |13,6
integrinas

Ant. integrinas + 21 6,3 12,5 6,3 18,8 56,3 43,7 | 28,5
apt. VEGF

T2-TrpRS + apt. VEGF 36 5,6 11,1 13,9 8,3 61,1 | 38,3 19,4
Combinacgdo tripla 24 0 8,3 0 0 91,7 83,2 |62,6
B. Experiéncia de diluigdo em série da combinacgdo tripla

Injeccdo N |0-10%]10-25%(25-50%[50-75%| >75% |>96%[100%
PBS 14 71,4 14,3 | 14,3 0,0 0,0 |o,0f0,0
Combinacdo tripla 1x 16| 0,0 0,0 0,0 7,1 |92,8]71,4(57,1
Combinacdo tripla 0,5x 16| 0,0 0,0 0,0 0,5 |100,0]87,5(50,0
Combinacdo tripla 0,25x 16| 0,0 0,0 0,0 0,5 |[100,0(68,8]43,8
Combinacdo tripla 0,1x 18| 0,0 5,5 11,1 5,5 | 77,8 |61,1]44,4
Combinacdo tripla 0,05x 10 o,0 [ 10,0 | 20,0 [ 20,0 | 50,0 (30,0(20,0
Combinacdo tripla 0,01x 10| 10,0 | 10,0 | 30,0 [ 30,0 | 20,0 ]20,0(10,0
C. Experiéncia de monoterapia versus combinacdo em doses baixas
Niveis de inibicédo: N |0-10%]10-25%(25-50%(50-75%| >75% [>90%[100%
PBS 8| 100 0 0 0 0 0
Ant. Integrina 0,1x (1,0 nug) [10] 90 10 0 0 0 0
Apt. VEGF 0,1x (0,20 ug) 81 75 25 0 0 0 0
T2-TrpRS 0,1x (0,025 ug) 10| 50 37,5 | 12,5 0 0 0
T2-TrpRS + Apt. VEGF 0, 1x 10] 10 30 20,0 20 0 0
Combinacdo tripla 0,1x 18] © 5,5 11,1 5,5 | 77,8 |61,1]44,4

Exemplo 13. Efeitos sinérgicos de uma “terapia tripla”
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0O modelo de retinopatia induzida por oxigénio (RIO) em
ratinho descrito acima é um modelo bem aceite de

neovascularizacgao induzida por hipdxia na retina. As
alteracdes vasculares associadas sao consistentes,
reprodutiveis e quantificaveis. Em anos recentes, a

utilizacao deste modelo foi alargada ao estudo geral de
vasculopatias isquémicas relacionadas com a doenca e
intervencgdes antiangiogénicas relacionadas. Para estudar as
propriedades sinérgicas destes compostos angiostdticos num
modelo mais patoldégico de angiogénese, os efeitos de
monoterapias e de terapias de combinacdo na formacao da
neovascularizagcao patoldégica foram testados no modelo de RIO
em ratinho. Para as experiéncias iniciais, utilizaram-se as
doses Oéptimas obtidas a partir do modelo de angiogénese

neonatal. Em cada caso, as terapias de combinacgéao
demonstraram actividades angiostéaticas melhoradas em
comparacao com as monoterapias. Contudo, devido as

actividades angiostdticas de cada monoterapia, foi dificil
determinar se o0s resultados da combinacdo dos varios
compostos foram sinérgicos ou simplesmente aditivos. Assim,
com base nos resultados observados utilizando o modelo de
angiogénese retiniana em ratinho neonato, que demonstraram
eficdcias equivalentes das terapias de combinacgdo a doses
relativamente baixas, cada monoterapia e as varias terapias
de combinacdo foram testadas a um décimo das doses dptimas.
Mais uma vez, a concentracao de cada composto nas solucgdes de
combinagao foi equivalente a concentragdo de monoterapia
correspondente. As concentragdes inferiores, nao se observou
uma inibicao significativa da formacao dos tufos
neovasculares patoldgicos apds os tratamentos de monoterapia.
Contudo, observaram-se reducdes significativas das formacdes
de tufos neovasculares wutilizando cada combinagao dupla
(Figura 57). Quando o antagonista das integrinas foi
combinado com o péptido T2-TrpRS, a formagcao de tufos
patoldégicos foi reduzida em >50%. A combinacgdo do antagonista
das integrinas com o aptédmero de VEGF reduziu a formacdo de
tufos em >40%. Quando o péptido T2-TrpRS foi combinado com o
aptémero de VEGF, a neovascularizacgdo patoldgica foi reduzida
em quase 80% em comparacao com as retinas tratadas de
controlo. Muitas das retinas tratadas com a combinacao dupla
T2-TrpRS/aptémero de VEGF aparentaram uma quase normalidade,
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sem praticamente nenhuma neovascularizacgao patoldgica

evidente (Figura 58).

Demonstrou—-se a existéncia de um aumento dramdtico da
actividade angiostdtica através da combinacgdo de multiplos
compostos angiostaticos que visam vias de angiogénese
distintas. Observaram-se actividades angiostaticas fortes
tanto num modelo de desenvolvimento como num modelo
patoldégico de angiogénese, mesmo apds combinar os compostos
em doses gque nao tém qualgquer actividade monoterapéutica.
Isto sugere um efeito sinérgico em vez de um efeito
simplesmente aditivo. Estes resultados também sugerem gue
poderd ser necessdrio visar mialtiplas vias para obter uma
terapia antiangiogénica clinica eficaz e poderdo fornecer um
novo paradigma para o tratamento de doencas neovasculares.
Preferencialmente, combinam-se pelo menos duas terapias
antiangiogénicas (por exemplo, uma combinacdao de um inibidor
da sinalizacdo via VEGF, como um aptédmero de VEGF, combinado
com um fragmento angiostdtico de TrpRS, como o fragmento T2
de TrpRS, e opcionalmente um antagonista das integrinas).

Ao visar e 1inibir trés vias angiogénicas separadas,
obteve-se uma inibicdo quase completa da angiogénese em dois
modelos de angiogénese separados. A inibicdo completa da
neovascularizagdo poderd ser 1importante para o tratamento
eficaz de doencas relacionadas com angiogénese utilizando
terapias angiostaticas. Nos modelos do invento, mesmo o0s
melhores resultados de injecgdes de monoterapia geralmente
bloquearam apenas 50-75% do crescimento de novos vasos. Isto
significa que, na maior parte dos casos, ainda se desenvolveu
uma quantidade significativa de neovascularizacao. Em
contraste, dois tercos das retinas de ratinhos neonatos
injectados com a terapia de combinacgcao tripla tiveram uma
inibicdo completa de 100% da formacgao neovascular (Tabela
13). De modo idéntico, no modelo de RIO de angiogénese
patoldgica, uma grande parte dos ratinhos tratados demonstrou
pouca ou nenhuma formacdao de tufos neovasculares patoldgicos
(Figura 58). Durante o tratamento do cancro, poderao ser
necessarios niveis elevados de inibicdo da angiogénese para
causar a inanicdo completa das células tumorais e prevenir o
crescimento adicional do tumor. As monoterapias que 1inibem

somente 50% do crescimento neovascular apenas saoc plausiveis
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de reduzir, em vez de eliminar, o oxigénio e o0s nutrientes
disponiveis para as células tumorais em crescimento réapido.
Embora isto possa inicialmente abrandar o crescimento, poderé
nao ser suficiente para evitar o crescimento adicional do
tumor. Nestes casos, as terapias de combinacao que conseguem
obter uma inibicao completa da neovascularizagao poderiam
melhorar grandemente 0s resultados das terapias
antiangiogénicas durante 0s tratamentos do cancro.
Adicionalmente, usando doses relativamente baixas ao mesmo
tempo gque se mantém um potencial angiostatico forte, &
possivel minimizar a eventualidade de efeitos secundarios
adversos gerados pelos tratamentos angiostaticos. No seu
conjunto, o0s resultados anteriores demonstram a utilidade
benéfica de combinar diferentes moléculas angiostdticas para
0 tratamento da neovascularizacdo associada a doenca.

As composicdes do presente invento, que compreendem um
fragmento angiostdtico de triptofanil-ARNt-sintetase (TrpRS),
um inibidor da sinalizacdo via o factor de crescimento do
endotélio wvascular (VEGF) e um inibidor da sinalizacgdo via
integrinas, proporcionam um regime de tratamento novo e
surpreendentemente eficaz para as doencas neovasculares,
particularmente para as doengas neovasculares do olho.

Exemplo 14. Tratamento de um tumor

O glioblastoma multiforme € um tumor cerebral maligno
incurdvel, geralmente fatal no espaco de um ano apds o
diagnéstico. A linha de células de gliossarcoma de rato 9L é
utilizada como um modelo para o0s gliomas malignos. Em ambas
as formas de glioma, o tumor ¢é altamente vascularizado e
infiltra-se no tecido cerebral normal. O animal na&o tratado
que recebe um bolus de células 9L intracerebralmente tem um
tempo de sobrevivéncia de aproximadamente 3 semanas, uma vez
implantadas as células do tumor. No dia 0, estabeleceram-se
o0s tumores 9L intracerebrais por inoculacdo estereotdactica de
cerca de 50.000 células em cerca de 2 pl de meio de Eagle
modificado por Dulbecco (DMEM; Life Technologies,
Gaithersburg, Maryland) no lobo frontal direito de ratos
Fisher CD 344, que haviam sido previamente anestesiados com

cetamina e xilazina.
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No dia 6, injectou-se de modo estereotdctico um bolus de
10 pl de uma composicdo do invento (4,5 mg/l de T2-TrpRS, 30
mg/1 de Composto (1) e 6 mg/l de Composto (2); pegaptanib
sédico) ao longo de cerca de 2 minutos na mesma regidao do
cérebro em que as células 9L foram implantadas. Apds injeccgao
do bolus, inseriu-se uma bomba numa bolsa subcutdnea entre as
omoplatas. Introduziu-se um cateter ligado a bomba via uma
tubagem no mesmo orificio de Dbroca efectuado para a
introducao das células 9L e prendeu-se em posicao. Cada bomba
tinha um caudal de cerca de 8 pul por hora. Uma quantidade
adicional da composicao do invento foi bombeada de forma
continua para o interior do cérebro de cada animal durante
cerca de 24 horas. 0O bombeamento continuo distribuiu a
composicgao por todo o hemisfério do cérebro onde as células
tumorais haviam sido implantadas. Nove ratos receberam a
composicao do invento e nove ratos receberam PBS puro como

grupo de controlo.

No dia 13, efectuou-se uma incisao entre as omoplatas, e
a bomba foi removida e substituida por uma bomba nova. O
tratamento com a composicao do invento ou com PBS foi
retomado durante 24 horas adicionais com a bomba nova,
utilizando os mesmos caudais de bombeamento. Verificou-se um
aumento de 21% da sobrevivéncia para os ratos tratados com a
composicao do invento em comparagao com O grupo de controlo
tratado com PBS (Ver Figura 60).
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Asp
Asp
LYS
Fhe
Ala
215
Thr
Phe
Ala
LYS
Ala
285
Arg
ASD
Lgu
Glu
His
375
Met

Thr
ser
ser
Gln
Asp
Leu
Leu
Pro
120
Lau
Ie
Leu
Ile
Thr
200
Ala
ASp
Arg
Leu
55
Lys
ASp
val
Glu
Leu
Gln

Thr

Glu
Ala
Lys
Arg
mMet
TYr
Ile
105
Leu
Thr
Ile
Asp
Gin
1B5
Asp
Pro
Ile
Met
Leu
265
ser
Gln
Thr
ser
Gn
345
Lys
Ala

Pro

Ala
10
LyS
Ile
Pro
ASN
Thr
90
Pro
val
Leu
Ala
r
170
Lys
ser
sar
Glin
Thr
250
His
Ala
Ile
Ile
Phe
330
Ile
Lys
Arg
Arg

53

Glu
Gly
Asp
His
GIn
Gly
Phe
Ile
Asp
it
Met
His
Asp
Phe
L
Arg
ser
Ser
Lys
sl
Met
Arg
Ala
Arg
LYS

Glu
Ile
Lys
His
val
Arg
Ile
Gln
GlIn
140
Gly
Gly
val
Ccys
ser
220
Lev
Asp
Thr
Asp
;:;a
Glu
T)’F
Lys
Leu
Lys

380
Lev

ASp
AsSp
Glu
Phe
Leu
Gly
rPhe
Met
125
Ala
Phe
Met
Thr
Ile
205
ASn
Ile
val
Phe
Pro
2BS
Lys
His
Leu
Asp
Ile
365
Glu

Ser

Phe
Tyr
30

teu
Leu
Asp
Prop
Thr
110
Thr
Tyr
ASp
ser
Phe
190
Gly
ser
Pro
Ala
phe
270
AsSnh
val
Arg
Thr
TYr
3!0
Glu
val

Phe

val
ASp
Ile
Arg
Ala
ser
LYS
ASp
Ser
Ite
ser
175
Asn
LyS
Phe
Cys
Pro
255
Pro
ser
Asn
Gln
Phe
335
Thr
val
Thr

ASp

Asp
LysS
ASnN
Arg
Tyr
BO

Saer
Trp
Asp
Tyr
Asn
160
Gly
Gln
Ile
Pro
Ala
2490
Arg
Ala
ser
Lvs
Phe
320
Phe
ser
Leu
ASp

Phe
400

Ala Thr G1In G1y G1u Leu vVal Arg ggr Leu Lys Ala Gly Agn A1a ser

Lys Asp Glu I1e Asp 5er Ala Xg1 Lys Met Leu val ier Leu Lys Met
b

Ser Tyr Lys Ala Ala Ala Gly Glu Asp Tyr Lys Ala Asp Cys Pro Pro
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50 55 60
Gly Asn Proe Ala Pro Thr Ser Asn His Gly Pro Asp Ala Thr Glu Ala

Glu Glu Asp Phe §§1 Asp Pro Trp The ;g] G1n Tht Ser Ser gga LyS
Gly 1le Asp Tyr Asp Lys Leu 1le val Arg Phe Gly Ser Ser Lys Ile
100 105 110
asp Lys Glu Leu Ile Asn Arg Ile Glu Arg Ala Thr Gly Gln Arg Pro
115 120 _ 125
His HiS Phe Leuv Arg Arg Gly Ile Phe Phe Ser His Arg Asp Met Asn
130 135 140
_GIn val Leu Asp Ala Tgr Glu Asn Lys Lys Pro Phe Tyr Leu Tyr Thr
145 150 155 160
Gly Arg Gly Pro Ser Ser Gly Ala Met His val Gly Wis Leu Ile Pro
165 170 175
Phe I1e Phe Thr Lys Trp Leu GIn Asp val Phe Asn val Pro Leu val
180 185 180
ITe GIn Met Thr Asp Asp Glu Lys Tyr Leu Trp Lys Asp Leu Thr Leu
195 200 205
asp GIn Ala Tyr Ser Tyr Ala val Glu Asn Ala Lys asp Ile Ile Ala
210 215 220
Cys Gly Phe Asp Ile Asn Lys Thr Phe Ile Phe Ser Asp Leu Asp Tyr
225 230 235 240
Met Gly Met Ser Ser Gly Phe Tyr Lys Asn val val Lys Ile Gln Lys
245 250 255
His val Thr Phe Asn GIn val Lys Gly Tle pPhe Gly Phe Thr asp Ser
260 265 270
Asp Cys Ile Gly Lys Ile Ser Phe Pro Ala Ile GIn Ala Ala Pro Ser
275 280 285
phe Ser Asn Ser Phe Pro Gln Ile Phe Arg Asp Arg Thr Asp Ile GIn
290 295 30
Cys Leu Ile Pro Cys Ala Ile Asp GIn Asp Pro Tyr Phe Arg Met Thr
305 310 315 320
arg Asp val Ala Proe Arg Ile Gly Tyr Pro Lys Pro Ala Leu Leu His
. 325 330 335
ser Thr Fhe Phe Pro Ala Leu GIn Gly Ala GIn Thr Lys Met Ser Ala
340 345 350
ser Asp Pro Asn ser ser ITe phe Leu Thr Asp Thr ala Lys GIn Xle
: 355 . 380 365
Lys Thr Lys val asn Lys His Ala Phe ser Gly Gly arg Asp Thr Ile
370 375 380
Glu Glu His Arg GIn Phe Gly Gly Asn Cys Aasp va) Asp val Ser phe
385 390 395 400
Met Tyr Leu Thr Phe Phe Leu Glu Asp Asp Aasp Ly5 Leu Glu ¢In Ile
405 410 415
Arg Lys Asp Tyr Thr Ser Gly Ala Met Leu Thr Gly Glu Leu Lys Lys
Ala Leuw ITe Glu val Leu GIn Pro Leu Ile Ala Glu His Gln Ala Arg
435§ 440 445
Arg Lys Glu val Thr Asp Glu Ile val tys Glu Phe Met Thr Pro Arg
450 45S 460

Lys tLeu Ser Phe asp Phe GIn
465 470

<210> 6

<211> 27

<212> ADN

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> 0Oligonucledétido sintético

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> 2'fluoro C ligado na posicao 5' via um elemento de
ligacao pentilamino a uma cadeia de polietilenoglicol de 40
quilodalton
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<220>

<221> misc_feature

<222> (2), (3), (9), (11), (15)
<223> 2'0Me G

<220>

<221> misc_feature
<222> (4), (5)
<223> 2'OH (ribo) A

<220>

<221> misc_feature

<222> (6), (10), (14), (17), (18), (20), (24)
<223> 2'fluoro U

<220>

<221> misc_feature

<222> (1), (16), (22), (25), (26)
<223> 2'fluoro C

<220>

<221> misc_feature

<222> (8), (12), (13), (19, (21), (23)
<223> 2'0OMe A

<220>
<221> misc_feature

<222> (27)..(27)

<223> 2'OMe G ligado na posicdo 3' a extremidade 3' de
desoxiT

<400> 6
cggaaucagu gaaugcuuau acauccg 27

Lisboa, 2012-05-28
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REIVINDICACOES

1. Composicdo compreendendo (i) um fragmento angiostatico
de triptofanil-ARNt-sintetase (TrpRS), em que o fragmento
angiostatico de TrpRS possui uma sequéncia de residuos de
aminodcidos seleccionada entre o grupo que consiste na SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 e SEQ ID NO: 4; (ii) o
pegaptanib sdédico e (iii) um composto possuindo a fdérmula

Urjﬂ&@

2. Composicao de acordo com a reivindicacao 1, em que O
fragmento angiostédtico de TrpRS possul a sequéncia de
residuos de aminodcidos da SEQ ID NO: 1.

3. Composicao de acordo <com a reivindicagcao 1 ou 2,
compreendendo adicionalmente pelo menos um agente terapéutico
seleccionado entre o grupo que consiste em um esterdide

angiostatico, um agente antineoplasico, um agente
antibacteriano, um agente antiviral e um agente anti-
inflamatério.

4. Composicao de acordo com qualquer uma das reivindicacdes

1 a 3, em que o fragmento angiostdatico de TrpRS € um dimero.

5. Composicao de acordo com qualguer uma das reivindicacdes
1 a 4 para utilizacdo num método para o tratamento de uma
doenc¢a neovascular.

6. Utilizacao de (1) um fragmento angiostatico de
triptofanil-ARNt-sintetase (TrpRS), em que o) fragmento
angiostdtico de TrpRS possui uma sequéncia de residuos de
aminodcidos seleccionada entre o grupo que consiste na SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 e SEQ ID NO: 4; (ii) o
pegaptanib sdédico e (iii) um composto possuindo a fdérmula:
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NH

para a preparacao de uma composicdo farmacéutica destinada ao
tratamento de uma doenga neovascular num mamifero através da
administracao de uma quantidade inibidora do desenvolvimento
vascular de uma combinacdo de farmacos compreendendo (i) um
fragmento angiostdtico de triptofanil-ARNt-sintetase (TrpRS),
em que o fragmento angiostdtico de TrpRS possui uma sequéncia
de residuos de aminodcidos seleccionada entre o grupo gue
consiste na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 e SEQ ID
NO: 4; (ii) o pegaptanib sdédico e (iii) um composto possuindo
a férmula:

NH
ONa
N NH H 0
\Y ’KT;
b Ik
7. Utilizacao de acordo com a reivindicagao 6, em gque a

doenca € uma doenca neovascular retiniana.

8. Utilizacao de acordo com a reivindicacao 6, em que a
combinagcdo de farmacos destina-se a ser administrada por
injecgdo intravitrea no olho de um mamifero que sofre de uma
doenca neovascular retiniana.

9. Utilizacao de acordo com a reivindicacao 8, em que a
doenca ¢é seleccionada entre o grupo dque consiste em uma
retinopatia isquémica, uma hemorragia vascular, uma fuga
vascular, uma coroidopatia, uma degenerescéncia macular
relacionada com a idade, uma retinopatia diabética, uma
pseudo-histoplasmose ocular, uma retinopatia da
prematuridade, uma anemia das células falciformes e uma
retinite pigmentar.

10. TUtilizacao de (1) um fragmento angiostatico de
triptofanil-ARNt-sintetase (TrpRS), em que o) fragmento
angiostatico de TrpRS possul uma sequéncia de residuos de
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aminodcidos seleccionada entre o grupo gque consiste na SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 e SEQ ID NO: 4; (ii) o
pegaptanib sdédico e (iii) um composto possuindo a férmula:

NH

NH

o8 YL

para a preparacdao de uma composicdao farmacéutica destinada ao
tratamento de um tumor num mamifero através da administracao
de uma quantidade inibidora do desenvolvimento wvascular de
uma combinacdo de farmacos compreendendo (i) um fragmento
angiostatico de triptofanil-ARNt-sintetase (TrpRS), em que o
fragmento angiostdtico de TrpRS possuli uma sequéncia de
residuos de aminodcidos seleccionada entre o grupo que
consiste na SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3 e SEQ ID
NO: 4; (ii) o pegaptanib sdédico e (iii) um composto possuindo
a férmula:

NH
ONa

a Lk

NH o

11. Utilizacado de acordo com a reivindicacdo 6 ou 10, em gue
o mamifero & um ser humano.

12. Utilizacao de acordo com qualguer uma das reivindicacodes
6 a 11, em que o fragmento angiostdatico de TrpRS possui a
sequéncia de residuos de aminocdcidos da SEQ ID NO: 1.

13. Composicao farmacéutica compreendendo uma composicdo de
acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 4 e um veiculo

farmaceuticamente aceitédvel para ela.

Lisboa, 2012-05-28
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