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RESUMO

"PEPTIDOS DERIVADOS DA PROTEINA BPLP HUMANA,
POLINUCLEOTIDOS QUE CODIFICAM PARA OS REFERIDOS PEPTIDOS E

ANTICORPOS DIRIGIDOS CONTRA OS REFERIDOS PEPTIDOS"

A presente invencdo refere-se a um péptido que é
um produto de maturacdo da Proteina Lacrimal Bésica rica em
Prolina (BPLP) ou um péptido derivado ou um mimético do
referido produto de maturacdo, em que o péptido ou derivado
do péptido ou mimético apresenta uma propriedade inibidora
contra uma matalo-ectopeptidase, especialmente NEP e/ou
APN. A presente invencdo também se refere a polinucledtidos
que codificam os referidos péptidos e a anticorpos diri-
gidos contra os referidos péptidos. Para além disso, a
presente invencédo refere-se a utilizacdes de diagndstico e
terapéutica da proteina BPLP humana e a péptidos inibidores
dela derivados, polipéptidos que codificam a proteina BPLP
humana ou péptidos derivados desta, assim como anticorpos

dirigidos contra a proteina BPLP ou péptidos dail derivados.
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DESCRICAO

"PEPTIDOS DERIVADOS DA PROTEINA BPLP HUMANA,
POLINUCLEOTIDOS QUE CODIFICAM PARA OS REFERIDOS PEPTIDOS E

ANTICORPOS DIRIGIDOS CONTRA OS REFERIDOS PEPTIDOS"

A presente invencéo refere-se a péptidos
derivados da proteina BPLP humana, como novos inibidores de
metaloectopeptidases. A presente invencdo também de refere
a polinucledétidos que codificam para os referidos péptidos
e a anticorpos dirigidos contra os referidos péptidos. Para
além disso, a presente invencdo refere-se a utilizacdes de
diagnéstico e terapéutica da proteina BPLP humana, péptidos
dai derivados e seus miméticos, polipéptidos que codificam
a proteina BPLP humana ou péptidos dai derivados assim como
anticorpos dirigidos contra a proteina BPLP ou péptidos dai

derivados.

Numa abordagem gendémica, foi identificado um gene
regulado por androgénio, que é expresso predominantemente
na glandula submandibular (SMG) e na prdéstata de ratos
adultos (Rosinski-Chupin et al., 1988 e Patente Europeia
0 394 424). 0O gene codifica uma proteina precursora, a
proteina submandibular rat; (SMR1) que da origem a trés
péptidos estruturalmente relacionados gque sdo selectiva-
mente maturados a partir do precursor in vivo através da

clivagem em sitios multibasicos através de uma enzima que
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converte aminoadcidos basicos aos pares (Rougeot et al.,

1994).

Numa abordagem de pds-gendémica e fisidmica, foi
estabelecido que as bases moleculares e funcionais
proporcionam evidéncia para a existéncia em mamiferos de um
mensageiro hormonal da comunicacdo intercelular, i.e., o
péptido maduro final criado a partir da pré-prdé-hormona
SMR;: o Pentapéptido de SMR1, denominado actualmente
Sialorfina (de sequéncia QHNPR). Assim, a sialorfina & um
péptido sinal exbécrino e endbdcrino, cuja expressido estd sob
regulacdo androgénica activacional e a secrecdo & evocada
sob resposta mediada adrenérgica ao stress ambiental, em

ratos machos (Rougeot et al., 1997).

O facto de, em ratos machos sexualmente maduros,
a sialorfina regulada por androgénio ser segregada de forma
aguda em resposta ao stress ambiental agudo, conduziu ao
postulado de que este mediador de sinalizacdo pode
desempenhar um papel em alguma integracdo fisioldgica e
comportamental ligada a reproducdo. Por 1isso, 0SS mesmos
autores investigaram os efeitos induzidos pela sialorfina
no padrdo de comportamento sexual masculino, gque incluiu a
frequéncia e a laténcia de montarias, intromissdes e
ejaculacdes, assim como interaccdes socio-sexuais. Os
resultados obtidos demonstraram que a sialorfina possui a
capacidade para modular, em doses relacionadas com niveis
de circulacdo fisioldgica, o padrdo de acasalamento dos

ratos, 1i.e., exercendo, de um modo dependente da dose, um
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efeito duplo de facilitador/inibidor sobre o desempenho
sexual, embora estimulando em todas as doses a aparente
excitacdo ou motivacdo sexual. Assim, ¢é proposto que a
sialorfina regulada por androgénio enddgeno ajuda a modular
0 equilibrio adaptativo entre os mecanismos de excitacdo e
de inibicdo que servem uma resposta sexual de ratos machos

apropriados, dependendo do contexto.

O Pedido de patente internacional WO 01/00221
descreve a utilizacdo de produtos de maturacdo de SMR1 para
0 tratamento de disturbios interpessoais e comportamentais

deficientes, incluindo defeitos sexuais.

Para além disso, estes autores descobriram que os
produtos de maturacdo de SMR1 reconhecem sitios alvo
especificos em 6rgdos que estdo profundamente envolvidos na
concentracdo de 1ides minerais. 0O Pedido de ©patente
internacional WO 98/37100 descreve a utilizacdo terapéutica
dos produtos de maturacdo de SMR1 para a prevencao ou
tratamento de doencas associadas com um desequilibrio de

id0 mineral num corpo humano ou animal.

Em resposta aos contextos de stress, a sialorfina
¢ libertada de forma aguda, distribuida rapidamente e por
Gtltimo recuperada pelos seus alvos associados a membrana
sistémicos (Rougeot et al., 1997). Os autores demonstraram
que a molécula de superficie celular principal a qual a
sialorfina se 1liga in vivo é a metaloecto-endopeptidase

ancorada a membrana, NEP (Endopeptidase Neutra; Neprilisina
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EC 3.4.24.11), ou encefalinase (Rougeot et al., 2003). Além
disso, a sialorfina demonstrou ser um antagonista
fisioldgico da actividade de NEP ex vivo; e a interaccéo
directa de NEP e sialorfina avaliada num ensaio in vitro
utilizando NEP renal purificada soluvel e DGNPA
fluorogénica artificial (Dansil-Gly- (pNO2)Phe-BAla) como
substrato proporciona evidéncia directa de gque a sialorfina
inibiu a actividade de NEP (IC 50 da sialorfina: 0,6 uM). A
sialorfina, é o primeiro inibidor fisioldgico da actividade
da NEP-encefalinase identificado até ao presente em
roedores (Rougeot et al., 2003 e Pedido de Patente Europeia

EP 1 216 707).

A NEP estd localizada na superficie de células
nos tecidos nervoso e sistémico, onde desempenha uma funcédo
importante como uma ectoenzima que catalisa o processamento
pbs-secretor ou o metabolismo de varios neuropéptidos e
péptidos reguladores. Os principais substratos fisiologi-
camente relevantes para NEP sdo as encefalinas, substéncia
P e péptido natriurético atrial (ANP). Estes péptidos de
sinal de mamifero estdo envolvidos no controlo de percepcéo
central e periférica, fendmenos inflamatdrios, tdénus arte-
rial e homeostasia mineral. A sua importancia fisioldgica e
o papel critico da ectoenzima NEP na modulacdo da sua
poténcia funcional fazem com gque seja importante investigar
e conhecer a sua possivel proteccdo através de inibidores
enddbgenos, de um ponto de wvista fisioldgico assim como

fisiopatoldégico e terapéutico.
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Utilizando modelos diferentes de farmacologia
molecular e comportamental, os autores demonstraram que o
mediador fisioldgico, a sialorfina previne que a NEP espi-
nal e renal degrade os seus dois substratos fisiologi-
camente relevantes, a Substédncia P e Met-encefalina in
vitro. A sialorfina inibiu a degradacdo da substdncia P com
uma IC50 de 0,4-1 uM e comportou-se como um inibidor
competitivo da NEP ligada a membrana que tem origem a
partir dos tecidos nervosos (medula espinal) ou a partir de
tecidos sistemicamente (rim, osso, dente, placenta, prdbs-
tata, GSM, intestino). A sialorfina in vivo, intravenosa
produziu respostas antinociceptivas potentes em dois
modelos de rato comportamentais de dor aguda e tdnica
induzida por lesdo, o teste de dor por picadela (algesia
mecénica) e teste formalina (algesia quimica). A analgesia
induzida pela sialorfina necessitou da activacdo de
receptores u- e d0-opidides, consistentes com o envolvimento
de receptores opidides enddbgenos na transmissdo ence-
falinérgicas. Na verdade, estes receptores estdo envolvidos
na transmissdo dos sinais opioidérgicos enddbgenos, tais
como as encefalinas que sdo inactivadas pela NEP e a
aminopeptidase APN, e também do opiato exdgeno, a morfina
que interactua principalmente com o receptor p-opidide. Foi
concluido que a sialorfina protege as encefalinas enddgenas
libertadas apbds estimulos nociceptivos através da inibicéo
de ecto-encefalinases, in vivo, € assim potencializa o seu
efeito analgésico. Por outro lado, o sistema opidide endd-
geno, em particular a via mediada por O-opidide, também foi

ligada a etiologia de comportamento depressivo; por exemplo
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utilizando um modelo de andlise de desespero comportamental
(teste de natacdo forcada), os autores demonstraram que a
sialorfina apresenta uma actividade antidepressiva
significativa em ratos machos. A sialorfina é o primeiro
regulado natural sistemicamente activo da actividade de NEP
identificada até ao presente em mamiferos. Para além disso,
foi proporcionada evidéncia que é um novo modulador fisio-
l6gico de percepcdo da dor apds lesdo, e pode ser o proge-
nitor de uma nova classe de moléculas terapéuticas, como
novos antinociceptivos putativos e agentes antidepressivos

(Rougeot et al., 2003; EP 1 343 519 e EP 1 343 520).

O poderoso efeito analgésico da sialorfina esté
associado a sua capacidade para proteger inteiramente as
encefalinas da inactivacdo pelas ectoenzimas de degradacédo
da encefalina. In vivo, as encefalinas sdo inactivadas com
uma eficiéncia extraordindria (em poucos segundos) por
ambas as ectopeptidases, NEP e APN. Em concordéncia, os
primeiros inibidores sintéticos desenvolvidos, que sé&o
apenas esgpecificos para NEP (tais como Tiorfano) ou
especificos para APN (tais como Bestatina) exibem um efeito
antinociceptivo né&o significativo ou fraco. Assim, a
sialorfina de rato é um duplo inibidor fisioldégico das
metaloectopeptidases NEP e APN; para além disso, este
mensageiro de sinal enddcrino da resposta adaptativa ao
stress é um inibidor poderoso da percepcdo da do em ratos e
o seu efeito analgésico é mais potente do que o dos inibi-
dores sintéticos duplos de NEP/APN tais como celatorfano,

que foram desenvolvidos noutro local através de métodos de
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modelo. Assim, a sialorfina estd consideravelmente adaptada
em termos de especificidade e Dbiodisponibilidade as
caracteristicas conformacionais e distributivas dos seus
alvos e como uma consequéncia ¢ mais eficaz de um ponto de
vista integrativa. Considerando estas observacgdes, de um
ponto de vista funcional assim como fisiopatoldgico e
terapéutico, a importédncia bioldgica das funcgdes reguladas
pela sialorfina de rato torna crucial investigar e identi-

ficar a sialorfina de rato enddgena funcional em humanos.

A sialorfina ¢ o Unico regulador fisioldgico
sistemicamente activo identificado da actividade de encefa-
linase ligada a membrana em mamiferos. Isto levanta a
questdo da existéncia desse inibidor de NEP-ectopeptidase
enddbgena na saliva e sangue humanos. N&do foi detectado o
péptido QHNPR imunorreactivo (sialorfina) na saliva humana
de macho utilizando radioimunoensaio altamente sensitivo e
especifico (Rougeot et al., 1994). Contudo, os dados bibli-
ogrédficos deixam supor a presenca de substidncias de baixo
peso molecular (£ 3000 Da), inibindo a actividade de ecto-
peptidase NEP em humanos, nomeadamente na saliva humana.
Embora este(s) componente(s) salivar(es) n&do tenha(m) sido
caracterizados bioquimicamente, foi observada uma diferenca
relacionada com o género na producdo salivar deste(s)
inibidor(es) de ectoenzimas humanas de degradacdo da
encefalina (Marini e Roda, 2000). Surpreendentemente, a
situacdo ¢é muito semelhante aquela identificada pelos
inventores em ratos machos, em que a gladndula submandibular
e a saliva representaram os compartimentos de principal

sintese e secrecdo da sialorfina, respectivamente.
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O gene que codifica o precursor da sialorfina
SMR1 pertence a uma familia de multigenes cujos membros
foram identificados em humanos. Todavia, o gene humano
homélogo stricto sensu do gene SMRI de rato (VCSAI gue
codifica para SMR1) ndo foi encontrado em humanos (clonagem
de cDNA e andlise do genoma humano). Para além disso, a
poténcia inibidora de sialorfina de rato contra NEP humano
ancorado a membrana, que é expressa por linhas celulares da
préstata humana (LNCaP), existe mas é cerca de 10 vezes
inferior aquela que foi obtida contra NEP de roedor (rato,
coelho). Esta aparente selectividade na interaccéo
funcional entre sialorfina de rato e ectoenzima NEP é pelo
menos surpreendente considerando o facto de a NEP de rato e
humana terem uma analogia de sequéncia de aminoacidos
relativamente elevada (cerca de 85%). Por outro lado, a
caracterizacdo dos genes humanos da familia multigénica a
qual pertence o gene que codifica para o precursor da
sialorfina de rato (SMR1), revelou que existem em humanos,
varios genes desta familia, entre as quais trés foram
caracterizados, i.e., 0s genes hPB, hPBI e BPLP que estéo
aglomerados na mesma regido do cromossoma, gl3-21 do
Cromossoma 4 (Isemura, 2000) (Isemura e Saitoh, 1997)

(Dickinson e Thiesse, 1996).

Os inventores identificaram agora um novo péptido
que ¢é considerado como o homdélogo humano funcional da

sialorfina pentapéptido SMRI1.
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Os numerosos resultados recolhidos pelos inven-
tores apoiam o facto de este novo péptido, de sequéncia
QRFSR, derivar da proteina BPLP ("Proteina Lacrimal Bé&sica

rica em Prolina").

O gene BPLP humano codifica uma sequéncia de
polipéptido de 201 aminoédcidos (com o ©péptido sinal
potencial da secrecdo) previsto a partir do cDNA clonado e
caracterizado por Dickinson et al. (Dickinson e Thiesse,
1996). O gene BPLP ¢é expresso nas glandulas humanas
lacrimais e submandibulares. Na listagem de sequéncias
anexas, a SEQ ID N°. 1 apresenta a sequéncia de cDNA gue
codifica BPLP, e a SEQ ID N°. 2 apresenta a sequéncia de

aminodcidos de BPLP.

Os inventores definiram os sitios de consenso na
regido N-terminal melhor conservada (entre o rato, murganho
e humano) da proteina BPLP secretada, com base no pro-
cessamento de maturacdo da sialorfina de rato a partir do

precursor de SMRI1.

Por exemplo, estes sitios de consenso foram
definidos como os sitios de clivagem do péptido sinal numa
regido que possui a sequéncia necessédria para a peptidase
sinal e em residuos bésicos aos pares com ligacdes R-R
reconhecidas como o processamento sinal para a convertase

de aminodcidos bédsicos aos pares.

Nesses sitios de consenso, 0s inventores encon-
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traram entdo uma sequéncia QRFSR, do ponto de vista
estrutural, intimamente relacionada com a da sialorfina

QOHNPR de rato.

Este péptido foi sintetizado e analisado quanto a
sua capacidade para inibir a degradacdo do substrato de NEP

fisioldgico, i.e., substancia P.

Este péptido foi entdo identificado como o homd-

logo funcional humano da sialorfina.

A presente invencdo revela péptidos derivados da
proteina BPLP humana, como novos inibidores de metaloecto-

peptidase.

Mais particularmente, a presente invencdo revela
produtos de maturacdo da proteina BPLP, em particular o
péptido QRFSR, assim como derivados de péptido e seus
miméticos, Uteis para potenciar os efeitos dos mensageiros
de péptido neuroenddcrino que controlam a transmissdo noci-
ceptiva (e.g. encefalinas) e/ou as permutas homeostdticas
principalmente de Na/Pi/Ca/H,;0 (e.g. péptidos natriuréti-

cos) .

A invencdo é definida pelas reivindicacdes.

Em particular, a invencdo dirigida a um péptido
que é um produto de saturacdo da Proteina Lacrimal Bésica
rica em Prolina (BPLP) ou um péptido derivado do referido

produto de maturacdo, em que:
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- 0 péptido ou derivado de péptido que apresenta uma
propriedade inibidora contra a metalo-ectopeptidase
NEP e/ou APN;

- o referido péptido inclui desde 3 até 15 aminoadcidos e
tendo sido obtido através da clivagem do precursor da
proteina BPLP pela furina, convertases de PC ou PACE
4, e o referido derivado de péptido que deriva do
referido péptido através de uma a duas substituicdes
de aminoé&cidos e reter a especificidade de 1ligacéo
e/ou actividade fisioldgica do referido péptido; e

- o referido péptido ou derivado de péptido compreende a
sequéncia X1-X2-Arg-Phe-Ser-Arg, em que:

- X1 representa o adtomo de H ou um aminoacido Tyr; e

- X2 representa Gln ou Glp gquando X1 é H, ou X2

representa Gln gquando X 1 é Tyr;

em que a referida sequéncia X1-X2-Arg-Phe-Ser-Arg é a parte

C-terminal do referido péptido ou derivado de péptido.

Esse péptido é ainda referido como "péptido de

acordo com a invencdo".

A presente invencédo é também dirigida a
polinucledtidos que codificam os referidos péptido de
acordo com a invencdo assim como a anticorpos dirigidos

contra o referido péptido de acordo com a invencéo.

Para além disso, a presente invencdo vrevela
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utilizacgdes de diagndstico e terapéutica de proteina BPLP
humana, péptidos derivados da proteina BPLP humana, e
derivados de ©péptidos e seus miméticos, assim como
utilizacdes de diagndstico e terapéutica de polinucledtidos
que codificam para a proteina BPLP humana, péptidos
derivados da proteina BPLP humana e seus derivados de
péptidos e de anticorpos dirigidos contra a proteina BPLP
humana, péptidos derivados da proteina BPLP humana e seus

derivados peptidicos.

Deve ser entendido que os péptidos, proteinas, ou
4dcidos nucleicos da invencdo estdo na forma i1isolada ou

purificada.

Por «purificada» e «isolada» entende-se, quando
se refere a uma proteina ou péptido (incluindo anticorpos)
ou uma segquéncia de nucledbdétidos, que a molécula indicada
estd presente na auséncia substancial de outras macro-
moléculas bioldbgicas do mesmo tipo. O termo "purificada",
como agui utilizado significa de um modo preferido que
estdo presentes pelo menos 75% em peso, mais preferen-
cialmente pelo menos 85% em peso, ainda mais preferencial-
mente pelo menos 95% em peso, e muito preferencialmente
pelo menos 98% em peso, de macromoléculas bioldbgicas do
mesmo tipo. Uma molécula de 4&acido nucleico "isolada"™ ou
"purificada" que codifica um polipéptido particular refere-
se a uma molécula de &acido nucleico que ¢ substancialmente
isento de outras moléculas de &cido nucleico que ndo codi-

ficam o polipéptido sujeito. Contudo, a molécula pode
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incluir algumas bases adicionais ou unidades que né&o
afectam de modo prejudicial as caracteristicas bésicas da

composicédo.

Péptidos

Para os objectivos da invencdo, um "péptido" ¢&
uma molécula compreendida por uma sequéncia linear de
residuos de aminoédcidos ligados um ao outro na sequéncia
linear através de 1ligacdes peptidicas. Essa sequéncia
linear pode ser opcionalmente ciclica, i.e., as extremi-
dades do péptido linear ou as cadeias laterais de
aminodcidos no péptido podem ser ligadas, e.g., por uma
ligacdo quimica. Esses péptidos, de acordo com a invencéo,
podem incluir desde cerca de trés até cerca de 500
aminoacidos, preferencialmente desde cerca de 3 até cerca
de 100 aminodcidos, e muito preferencialmente desde cerca
de 3 até cerca de 50 aminocdcidos e especialmente desde
cerca de 3 até 15 aminoédcidos e pode ainda incluir
estruturas secundérias, tercidria ou quaterndrias, assim
como associacdes intermoleculares com outros péptidos ou
outras moléculas né&do péptidos. Essas associac¢des intermole-
culares podem ser através de, sem limitacdo, ligacéo
covalente (e.g., através de ligagbdes persulfureto), ou
através de quelacdo, interaccgdes electrostdticas, interac-
cdes hidrofdbicas, ligacdo de hidrogénio, interaccdes ido-
dipolo, interaccgdes dipolo-dipolo, ou qualquer combinacédo

das opcgdes acima.
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Nestes péptidos, por ciclizacgdo/desciclizacdo N-

terminal, Glp e Gln interconvertem-se.

E aqui revelado um péptido que ¢é derivado da
proteina BPLP humana e que possuil actividade inibidora em

metalo-ectopeptidases.

"Derivado da proteina BPLP humana" significa que
compreende, consiste essencialmente em, ou consiste num
fragmento da proteina BPLP. Numa forma de realizacéo
preferida, o referido péptido consiste em 3 até cerca de
150 aminoacidos. Muito preferencialmente, o referido

péptido consiste em menos de 100 aminoacidos.

Particularmente um produto de maturacdo da
proteina BPLP, assim como o0s seus derivados de péptido, sé&o

aqui revelados.

Mais particularmente, é aqui revelado um péptido
que ¢ um produto de maturacdo da Proteina Lacrimal Bé&sica
rica em Prolina (BPLP) ou derivado peptidico do referido
produto de maturacdo, em que o péptido ou derivados pepti-
dicos apresentam uma propriedade inibidora contra uma
metalo-ectopeptidase, especialmente NEP e/ou APN, e mais

particularmente NEP.

Ainda mais ©particularmente, um objectivo da
presente invencdo é o péptido de acordo com a invencdo aqui

definida acima. Um "produto de maturacédo" é um péptido que
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é obtido através de clivagem do precursor da proteina BPLP
por enzimas que convertem a prdé-hormona ou maturases
naturais, tais como furina, convertases de PC ou PACE 4

(Seidah, 1995), por exemplo.

Os péptidos da invencdo incluem "derivados de

péptido".

Os "derivados de péptido" sdo péptidos que
possuem substituicdes de aminodcidos a partir de um péptido
parental, preferencialmente de uma a duas substituicdes de
aminodcidos de um péptido parental particularmente gquando o
referido péptido parental que compreende menos de 15
aminoadcidos e preferencialmente menos de 10 aminoacidos,
mas retendo a especificidade de ligacdo e/ou actividade
fisioldgica do péptido parental. Como aqui utilizado,
"reter a especificidade de 1ligacdo do péptido parental"”
significa ser capaz para se ligar a um anticorpo monoclonal
ou policlonal que se liga a um dos produtos de maturacdo de
BPLP com uma afinidade que é pelo menos um décimo, mais
preferencialmente pelo menos um meio, e muito preferencial-
mente pelo menos tédo grande como aquela de um dos péptidos
que sdo produtos de maturacdo de BPLP. A determinacdo dessa
afinidade ¢é preferencialmente realizada em condicdes de
imunoensaio de ligacdo competitiva convencional. "Retencéo
da actividade fisioldgica do péptido parental" significa
reter a capacidade de qualquer um dos péptidos de maturacéo
da BPLP para se ligar e para modular a actividade de uma
metalo-ectopeptidase, especialmente NEP e/ou APN, e mais

particularmente NEP, e para optimizar o nociceptivo local e
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sistémico, inflamatdrio, pressor, e/ou respostas homeosté-
ticas idénicas ao stress. Determinar se essa actividade &

modulada ¢ ainda descrito mais adiante nesta especificacéo.

Os péptidos da invencdo incluem péptidos que
compreendem, consistem essencialmente em, ou consistem na
sequéncia X1-X2-Arg-Phe-Ser-Arg, em que X1 representa o
dtomo de H ou um aminoadcido Tyr, X2 representa Gln ou Glp
em que X1 é H, ou X2 representa Gln em que X1 & Tyr. Quando
o0 péptido da invencdo compreende ou consiste essencialmente
na sequéncia X1-X2-Arg-Phe-Ser-Arg, a referida sequéncia é

a parte C-terminal do péptido da invencéo.

Os péptidos preferidos de acordo com a invencéo
compreendem, consistem essencialmente em, ou consistem na

sequéncia QRFSR.

Mais particularmente, um péptido da invencdo & o
péptido que consiste na sequéncia QRFSR (SEQ ID N°. 3).
Outro péptido da invencdo ¢é o péptido que

consiste na sequéncia YQRFSR (SEQ ID N°. 4).

Ao longo do texto,

Glp é piroglutamato,
Tyr ou Y é Tirosina,
Gln ou Q é glutamina,
Arg ou R é Arginina,
Phe ou F é Fenilalanina,

Ser ou S é Serina.
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Os péptidos de acordo com a presente invencéo
podem ser preparados de um modo convencional através da
sintese de péptidos na fase liquida ou sdélida através de
acoplamentos sucessivos dos diferentes residuos de
aminodcidos a serem incorporados (da extremidade N-terminal
para a extremidade C-terminal na fase liquida, ou da
extremidade C-terminal para a extremidade N-terminal na
fase s6lida) em que as extremidades N-terminais e as
cadeias laterais reactivas sdo previamente bloqueadas por

grupos convencionais.

Para a sintese da fase sé6lida, a técnica descrita
por Merrifield pode ser utilizada em particular. Alterna-
tivamente, a técnica descrita por Houbenweyl em 1974 também

pode ser utilizada.

Para mais detalhes, a referéncia pode ser

realizada para WO 98/37100.

Os péptidos de acordo com a presente invencéo
podem também ser obtidos utilizando métodos de engenharia

genética.

Os miméticos de acordo com a invencgdo sdo obtidos
(i) por substituicdo de uma ou mais amidas ligadas por uma
ligacdo ndo amida, (ii) por substituicdo da cadeia lateral
de um ou mais aminodcidos por uma unidade quimica

diferente, (iii) por proteccdo de um ou mais do terminal N,
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o terminal C ou uma ou mais cadeias laterais por um grupo
protector, (iv) introduzindo cadeias duplas e/ou ciclizacédo
e/ou modificacdes de estereoespecificidade na cadeia
lateral amino para aumentar a rigidez e/ou a afinidade de
ligacdo, (v) por meio de desenvolvimento de concepcédo de
fadrmacos assistido por computador, (vi) por proteccdo dos
grupos NH, e COOH hidrofilicos por esterificacdo com &lcool
lipofilicos ou por amidacdo e/ou por acetilacdo ou adicdo
de carboxilalquilo ou cadeia hidrofdébica aromatica no
terminal NH,, (vii) por retroinversdo isomérica das
ligagdes amida CO-NH ou metilacdo das funcdes amida, ou

(viii) por substituicdo de L-aminocdcidos por D-amino&cidos.

Miméticos preferidos, incluindo peptidomiméticos,
retém a especificidade de ligacdo e/ou a actividade fisio-
l6égica do péptido parental incluindo o derivado de péptido,
como descrito acima. Como qui utilizado, um "mimético" ¢&
uma molécula gue mimetiza algumas propriedades dos péptidos
naturais, preferencialmente a sua especificidade de ligacéo
e actividade fisioldgica. S&o obtidos miméticos preferidos
através de modificacédo estrutural de péptidos de acordo com
a invencédo, preferencialmente utilizando aminoc&cidos né&o
naturais, D-aminodcidos em vez de L-aminodcidos, restricdes
conformacionais, substituicdo isostérica, ciclizacdo, ou
outras modificacdes. QOutras modificacdes preferidas incluem
sem limitacdo, aquelas nas gquais uma ou mais ligacdes amida
sdo substituidas por uma ligacdo ndo amida, e/ou uma ou
mais cadeias laterais de aminodcido é substituida por uma

unidade quimica diferente, ou um ou mais dos terminais N,
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Os terminais C ou uma ou mais cadeias laterais sé&o
protegidos por um grupo de proteccdo, e/ou ligacdes duplas
e/ou ciclizacdo e/ou a estereospecificidade é introduzida
na cadeia lateral do aminodcido para aumentar a rigidez

e/ou a afinidade da ligacdao.

Com base na estrutura cristal do dominio de
ligacdo da metalo-ectopeptidase direccionado pelo péptido
da invencdo com o referido péptido, também podem ser
obtidos miméticos por meio de desenvolvimento de concepcédo
de farmaco assistido por computador (Oefner et al. (2000);

Gomeni et al. (2001); Jones et al. (2002); Kan (2002)).

Ainda outras modificac¢des preferidas incluem
aquelas qgue pretendem aumentar a resisténcia a degradacédo
enzimadtica, melhoramento na biodisponibilidade em parti-
cular por tecidos nervosos e das gdnadas e mais geralmente
nas propriedades farmacocinéticas e especialmente com-

preendem:

- proteger os grupos hidrofilicas NH, e COOH por este-
rificacdo (COOH) com &lcoois lipofilicos ou por ami-
dacdo (COOH) e/ou por acetilacdo (NH;) ou carboxial-
quilo ou cadeia hidrofdébica aromatica adicionados no
terminal NHj;

- isbébmeros de retroinversdo das ligacgdes amida CO-NH ou
metilacdo (ou cetometileno, metileneoxilo, hidroxieti-
leno) das funcdes amida;

- substituicdo de L aminoédcidos por D aminoécidos.
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Todas estas variacdes sdo bem conhecidas na
técnica. Assim, dadas as sequéncias peptidicas aqui
reveladas, o0s especialistas na técnica s&o capazes de
conceber e produzir miméticos gque possuem caracteristicas
de ligacdo e/ou actividades fisioldbgicas semelhantes a, ou
superior a, esses péptidos (ver e.g., Horwell et al., (1996
); Liskamp et al., (1994) ; Gante et al., (1994); Seebach
et al., (1996)).

Como aqui wutilizado, o termo "BPLP-péptido"
refere-se a proteina BPLP, péptidos derivados de BPLP,
péptidos de maturacdo de BPLP, e derivados de péptidos e

miméticos, incluindo peptidomiméticos, da invencéo.

A invencdo também revela um complexo molecular

que compreende:

- um receptor de metalo-ectopeptidase, especialmente um
receptor de NEP, ou o 7receptor da metalo-ecto-
peptidase, especialmente um receptor de NEP, sitio de
ligacdo da proteina BPLP ou seus produtos de matu-
racdo, e.g. QRFSR;

- a proteina BPLP ou seus produtos de maturacédo, e.qg.

ORFEFSR.

Acidos nucleicos, métodos de expressdo e métodos

de deteccgéo

Os é&cidos nucleicos, também denominados polinu-

clebtidos, tais como moléculas de DNA ou de RNA, que
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codificam os péptidos, incluindo derivados de péptidos,
definidos acima sdo também parte da invencdo, embora tendo

em conta a degeneracdo do cddigo genético.

Consequentemente, a presente invencdo proporciona
adcidos nucleicos que codificam para os péptidos de acordo

com a invencéo.

Particularmente, a presente invencdo proporciona
dcidos nucleicos que codificam para os péptidos que
compreendem, consistem essencialmente em, ou consistem na
sequéncia X1-X2-Arg-Phe-Ser-Arg como definido acima. Quando
o péptido da invencdo compreende ou consiste essencialmente
na sequéncia X1-X2-Arg-Phe-Ser-Arg, a referida sequéncia é
a parte C-terminal do péptido da invencdo. Em formas de
realizacdo preferidas, a presente invencdo proporciona um
4dcido nucleico que codifica para péptidos que compreendem,
consistem essencialmente em, ou consistem na sequéncia
QRFSR. Numa forma de realizacdo muito preferida, a presente
invencdo proporciona um &acido nucleico que codifica para

QRFSR ou um &cido nucleico que codifica para YQRFSR.

As sequéncias que s&do hidridaveis com qualquer
uma das sequéncias acima ou duas sequéncias complementares
em condicdes de hibridacdo convencionais, preferencialmente

condicdes de elevada restringéncia sédo reveladas.

Uma molécula de &cido nucleico é "hibridavel" com

outra molécula de &cido nucleico, quando uma forma de
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cadeia Unica da molécula de &4cido nucleico pode emparelhar
com a outra molécula de A&cido nucleico nas condicdes
apropriadas de temperatura e forca idnica da solucdo (ver
Sambrook et al., 1989). As condicgdes de temperatura e forca
idénica determinam a "restringéncia" da hibridacdo. Para o
rastreio preliminar para acidos nucleicos homdélogos, podem
ser utilizadas condigdes de hibridacdo de Dbaixa restrin-
géncia, correspondendo a uma Tm (temperatura de fusédo) de
55 °C, e.g., b5x SsCc, 0,1% de SDS, 0,25% de leite, e sem
formamida; ou 30% de formamida, 5x SSC, 0,5% de SDS).
Condicdes de hibridacéio de restringéncia moderada
correspondem a uma Tm mais elevada, e.g., 40% de formamida,
com 5x ou 6x SCC. As condicgcdes de hibridacdo de elevada
restringéncia correspondem a Tm mais elevada, e.g., 50% de
formamida, 5x ou 6x SCC. SCC é um NaCl a 0,15 M, 0,015 M de
Na-citrato. A  hibridacdo requer que os dois 4cidos
nucleicos contenham sequéncias complementares, embora
dependam da restringéncia da hibridacdo, s&o possiveis
desemparelhamentos entre as bases. A restringéncia apro-
priada para hibridar &cidos nucleicos depende do com-
primento dos &cidos nucleicos e do grau de complementacédo,
varidveis bem conhecidas na técnica. Quanto maior for o
grau de semelhanca ou de homologia entre duas sequéncias de
nuclebdétidos, maior serd o valor da Tm para hibridos de
dcidos nucleicos que possuem essas sequéncias. A
estabilidade relativa (que corresponde a Tm mais elevada)
das hibridagdes de &cido nucleico diminui na seguinte
ordem: RNA:RNA, DNA:RNA, DNA:DNA. Para hibridos superiores

a 100 nucledtidos de comprimento, as equacdes para calcular
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a Tm foram derivadas (ver Sambrook et al., supra, 9.50-
9.51). Para hibridacdo com &cidos nucleicos mais curtos,
i.e., oligonucledétidos, a posicdo de desemparelhamentos
torna-se mais importante, e o comprimento do oligonu-
cledtido determina a sua especificidade (ver Sambrook et
al., supra, 11.7-11.8). Um comprimento minimo para um &acido
nucleico hibridédvel ¢é pelo menos de cerca de 10 nucle-
6tidos; preferencialmente pelo menos cerca de 15 nucle-
6tidos; e mais preferencialmente o comprimento é pelo menos

cerca de 20 nucledtidos.

Numa forma de realizacdo especifica, o termo
"condicbes de hibridacdo convencionais" refere-se a uma Tm
de 55 °C, e utiliza as condicdes como apresentadas acima.
Numa forma de realizacdo preferida, a T™m ¢ 60 °C. Numa
forma de realizacdo mais preferida, a Tm ¢é 65 °C. Numa
forma de realizacdo especifica, "restringéncia elevada"
refere-se a condicdes de hibridacdo e/ou de lavagem a 68 °C
em 0,2 X SSC, a 42 °C em 50% de formamida, 4 X SSC, ou em
condicdes que originam niveis de hibridacdo equivalentes

aquelas observadas em qualgquer uma destas duas condicgdes.

A presente invencdo refere-se ainda a vectores
para clonagem e/ou expressdo compreendendo uma sequéncia de
4dcido nucleico da invencdo e a célula hospedeira gue
compreende o acido nucleico da invencdo ou o referido
vector, i.e. uma célula hospedeira para a qual pelo menos
um destes vectores foi transferido. O vector de expressédo

de acordo com a invencdo compreende uma sequéncia de acido
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nucleico que codifica um péptido de acordo com a invencédo,
sendo a referida sequéncia de 4cido nucleico 1ligada
operacionalmente a elementos que permitem a sua expressio.
O referido vector contém vantajosamente uma sequéncia de
promotor, sinais para iniciacdo e terminacdo da traducéo,
assim como regides apropriadas para a regulacdo da
traducdo. A sua insercdo para dentro da célula hospedeira
pode ser transiente ou estdvel. O referido vector pode
também conter sinais especificos para a secrecdo da

proteina traduzida.

Estes vArios sinais de controlo sdo seleccionados
de acordo com a célula hospedeira e podem ser inseridos nos
vectores que se auto-replicam na célula hospedeira
seleccionada, ou nos vectores gque integram o genoma do

referido hospedeiro.

As células hospedeiras podem ser procaridticas ou
eucaridticas, incluindo mas ndo limitadas a bactérias,
leveduras, células vegetais, células de insectos, células
de mamiferos, incluindo linhas celulares que estédo
disponiveis comercialmente. Exemplos preferidos para
células hospedeiras sdo células CO0OS-1, células 293, ou

células CHO.

Um método para produzir um péptido de BPLP
recombinante, em que a referida c¢élula hospedeira ¢
transfectada com o referido vector de expressdo e ¢é

cultivada em condicdes que permitem a expressdo de um
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péptido de BPLP é ainda revelado. A transfecgdo da célula
hospedeira pode ser realizada utilizando qualguer técnica
convencional, tal como electroporacdo ou precipitacdo com

fosfato de cdlcio ou lipofectina®.

A proteina ou péptido pode ser entdo recolhida e
purificada, por meio de processos bem conhecidos para
purificacdo: o péptido ou proteina recombinante podem ser
purificados a partir de lisados ou extractos celulares, a
partir do sobrenadante do meio de cultura, através de
métodos tais como cromatografia de HPLC, técnicas de

imunocafinidade com anticorpos especificos, e semelhantes.

A presente invencdo refere-se ainda a métodos de
progndéstico e/ou diagndstico in vitro em que as sequéncias
de &cido nucleico da invencdo ou sondas ou iniciadores
derivados destas sdo utilizados para detectar a sintese
aberrante, incluindo sinteses elevadas ou baixas anormais,

ou anormalidade genéticas ao nivel do gene de BPLP.

A invencdo proporciona assim um método in vitro
para o progndéstico e/ou diagndéstico de um estado que
envolve uma producdo alterada de qualquer um dos produtos
de maturacdo de BPLP de acordo com a invencédo, cujo método
compreende detectar numa amostra bioldgica de um sujeito de
teste, uma anormalidade em termos de qualidade e/ou

quantidade no gene BPLP ou no seu transcrito.

O termo "prognéstico" refere-se a determinacédo ou
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confirmacdo da probabilidade de surgir uma doenca ou

estado.

A presente invencdo é mals particularmente
dirigida a um método para detectar uma anormalidade no gene

de BPLP que compreende os passos de:

- colocar em contacto uma amostra bioldégica contendo DNA
com oligonucledétidos especificos que ©permitem a
amplificacdo da totalidade ou de parte do gene de
BPLP, tendo o DNA contido na amostra sido tornado
acessivel, qguando apropriado, para hibridacdo, e em
condic¢des que permitem uma hibridacdo dos iniciadores
com o DNA contido na amostra bioldgica;

- amplificar o referido DNA;

- detectar os produtos de amplificacédo;

- comparar 08 produtos amplificados como obtido para os
produtos amplificados obtidos com uma amostra
bioldégica de controlo normal, e deste modo detectar

uma possivel anormalidade no gene de BPLP.

0 método para progndéstico e/ou diagndstico de um
estado que envolve uma producdo alterada do produto de
maturacdo de BPLP de acordo com a invencdo também pode ser
aplicado a deteccdo de uma anormalidade no transcrito do
gene de BPLP, através da amplificacdo dos mRNAs contidos

numa amostra bioldgica, por exemplo através de RT-PCR.

Ainda outro objecto da presente invencdo ¢é um
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método para detectar uma anormalidade no transcrito de

BPLP, como previamente definido compreendendo os passos de:

- produzir cDNA a partir de mRNA contido numa amostra
bioldégica;

- colocar em contacto o referido cDNA com oligonucled-
tidos especificos que permitem a amplificacdo da
totalidade ou de parte do transcrito do gene de BPLP,
em condicdes que permitem a hibridacdo dos iniciadores
com o referido cDNA;

- amplificar o referido cDNA;

- detectar os produtos de amplificacédo;

- comparar o0s produtos amplificados como obtidos com os
produtos amplificados obtidos com uma amostra
biolégica de controlo normal, e desse modo detectar
uma possivel anormalidade no transcrito do gene de

BPLP.

Esta comparacdo dos produtos amplificados obtidos
a partir da amostra bioldgica com os produtos amplificados
obtidos com uma amostra bioldgica normal é uma comparacgio
quantitativa e/ou uma comparacdo qualitativa. Neste ultimo
caso, a comparacdo pode ser realizada por exemplo através
de hibridacédo especifica da sonda, através de segquenciacéo

ou por andlise de sitios de restricéo.

Um especialista na técnica conhece muito bem os
métodos convencionais para analisar o DNA contido numa

amostra bioldgica e para diagnosticar um disturbio
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genético. Estdo disponiveis muitas estratégias para a

andlise genotipica.

Preferencialmente, pode utilizar-se o método de
DGGE (Electroforese em Gel com Gradiente Desnatu-
rante/Denaturing Gradient Gel Electrophoresis), ou o método
SSCP (Polimorfimso de Conformacdo de Cadeia Simples/Single
Strand Conformation Polymorphism) para detectar uma anor-
malidade no gene BPLP. Esses métodos sdo preferencialmente
seguidos por sequenciacdo directa. O método de RT-PCR pode
ser utilizado vantajosamente para detectar anormalidades no
transcrito de BPLP, uma vez gque permite visualizar as
consequéncias de uma mutacéo de exciséo tal como
ultrapassar o exdo ou excisdo aberrante devido a activacéo
de um sitio criptico. Este método ¢é preferencialmente
também seguido por sequenciacdo directa. A técnica mais
recentemente desenvolvida utilizando o chip de DNA também
pode ser implementada vantajosamente para detectar uma

anormalidade no gene BPLP.

Estes métodos para detectar uma anormalidade no
gene BPLP, ou no seu transcrito, sdo particularmente uteis
para identificar mutacdes qgque resultam numa proteina BPLP
ou produtos de maturacdo ndo funcionais, e sdo vantajosos
para o progndstico e/ou diagndstico de doencas in vitro, em

que o gene BPLP estéd envolvido.

Exemplos dessas doencas sdo doencas citadas na

seccdo "aplicacdo terapéutica".
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Anticorpos e métodos de deteccgédo

A presente invencdo revela anticorpos, especi-
ficamente dirigidos contra (i.e. que reconhecem especifi-
camente) a proteina BPLP. A presente invencdo proporciona
ainda anticorpos, especificamente dirigidos contra (i.e.
que reconhecem egpecificamente) os péptidos de acordo com a

invencédo.

Consequentemente, a presente invencdo proporciona
anticorpos dirigidos contra péptidos derivados da proteina

BPLP humana, e seus derivados peptidicos.

Mais particularmente, a presente invencdo propor-
ciona anticorpos dirigidos contra péptidos que compreendem,
consistem essencialmente em, ou consistem na sequéncia X1-
X2-Arg-Phe-Ser-Arg como definido acima. Quando o péptido da
invencdo compreende ou consiste essencialmente na sequéncia
X1-X2-Arg-Phe-Ser-Arg, a referida sequéncia é a parte C-
terminal do péptido da invencdo. Em formas de realizacéo
preferidas, a presente 1invencdo proporciona anticorpos
dirigidos contra (i.e. que reconhecem especificamente)
péptidos que compreendem, consistem essencialmente em, ou
consistem na sequéncia QRFSR. Na forma de realizacdo mais
preferida, a presente invencdo proporciona anticorpos
dirigidos contra (i.e. qgue reconhecem especificamente)
QRFSR ou anticorpos dirigidos contra (i.e. gque reconhecem

especificamente) YQRFSR.
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O termo "anticorpo"™ nas suas varias formas
gramaticais é aqui utilizado para se referir a moléculas de
imunoglobulina e porgdes imunologicamente activas de
moléculas de imunoglobulina, i.e., moléculas que contém um
sitio de combinacdo do anticorpo ou paratopo. As moléculas
de anticorpo exemplares sdo moléculas de imunoglobulina
intactas, moléculas de imunoglobulina substancialmente
intactas e porcdes de uma molécula de imunoglobulina,
incluindo aquelas porg¢des conhecidas na técnica como Fab,

Fab’, F(ab’)2 e F(v).

Anticorpos que inibem a interaccdo de um produto
de maturacdo de BPLP ou um seu derivado peptidico com o seu

receptor s&do mais particularmente uteis.

Embora possam ser utilizados anticorpos policlo-
nais, o0s anticorpos monoclonais s&o preferidos porque sé&o

mais reprodutiveis a longo termo.

Sdo também conhecidos processos para criar anti-
corpos policlonais. Tipicamente, esses anticorpos podem ser
criados através da administracdo da proteina ou péptido,
incluindo o conjugado peptidico, da presente invencéo
subcutaneamente a coelhos New Zealand brancos dque foram
primeiro sangrados para obter soro pré-imune. Os antigénios
podem ser injectados num volume total de 50 uL por sitio em
dez sitios diferentes ou pelo menos cinco sitios dife-

rentes. 0Os coelhos sdo entdo sangrados cinco semanas apds a
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primeira injeccdo e periodicamente reforcados com © mesmo
antigénio administrado subcutaneamente a uma concentracédo
cinco vezes mais baixa do que a primeira injeccdo a um
maximo dependendo da gualidade da resposta imunitdria trés
vezes a cada seis semanas. E entdo recolhida uma amostra de
soro a cada 10 dias apdés cada reforco. Os anticorpos
policlonais sdo entdo recuperados do soro através de
cromatografia de afinidade wutilizando o <correspondente
antigénio para capturar o anticorpo. Este e outros
processos para criar anticorpos policlonais s&o revelados
em E. Harlow, et al., editores, Antibodies: A Laboratory

Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, New York (1988).

Um "anticorpo monoclonal"™ nas suas varias formas
gramaticais refere-se a uma populacdo de moléculas de
anticorpo que contém apenas uma espécie de sitio de
combinacdo de anticorpo capaz de imunorreagir com um
epitopo particular. Um anticorpo monoclonal apresenta assim
tipicamente uma uUnica afinidade de ligacdo para quaisquer
epitopos com oS quais imunorreage. Um anticorpo monoclonal
pode, por isso, conter uma molécula de anticorpo possuindo
uma pluralidade de sitios de combinacdo de anticorpo, cada
um imunoespecifico para um epitopo diferente, e.g. um

anticorpo monoclonal biespecifico.

Métodos laboratoriais para preparar anticorpos
monoclonais sd&o bem conhecidos na técnica (ver, por
exemplo, Harlow et al., supra). Podem ser preparados

anticorpos monoclonais (Mabs) através de imunizacdo de um
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mamifero, e.g. um murganho, rato, coelho, cabra, humano e
semelhantes, contra a proteina BPLP purificada, produtos de
maturacdo de BPLP ou seus derivados peptidicos, incluindo
conjugados BPLP-péptidos. As células que produzem anticorpo
no mamifero imunizado sdo isoladas e fundidas com células
de mieloma ou heteromieloma para produzir células de
hibridos (hibridoma). As células de hibridoma qgue produzem
0s anticorpos monoclonais s&do utilizadas como uma fonte do

anticorpo monoclonal desejado.

Embora possam ser produzidos Mabs por cultura de
hibridomas, a invencdo ndo estd limitada a esta técnica.
Também esta contemplada a utilizacdo de Mabs produzidos por
um &cido nucleico de expressdo clonado a partir de um
hibridoma. Isto ¢, o 4&acido nucleico gque expressa as
moléculas secretadas por um hibridoma pode ser transferido
para outra linha de células para produzir um transformante.
O transformante ¢é genotipicamente distinto do hibridoma
original mas ¢é também capaz de produzir as moléculas de
anticorpo desta invencéao, incluindo fragmentos
imunologicamente activos de moléculas de anticorpo total,
correspondendo aqguelas secretadas pelo hibridoma. Adicio-
nalmente, a literatura proporciona métodos para formar
anticorpos quiméricos, anticorpos humanizados, anticorpos
de cadeia simples e as variacdes semelhantes num fragmento
de anticorpo imunorreactivo basico. Todos estes séo
considerados como estando dentro do ambito da invencdo na
medida em que uma classe e especificidade de anticorpo é

revelada e reivindicada, independentemente da estrutura da
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variante ©precisa gque um especialista na técnica pode

construir.

A presente invengdo refere-se ainda a um método
in vitro para diagnbéstico, progndéstico ou determinacdo da
evolucdo de um estado que envolve uma producdo alterada
(i.e. uma diminuicdo ou um aumento da producdo em
comparacdo com um individuo de controlo) de qualgquer um dos
produtos de maturacdo de BPLP de acordo com a invencdo. O
método compreende detectar, ou quantificar numa amostra
bioldégica de um individuo de teste, uma proteina BPLP ou
seus produtos de maturacéao, especialmente QRFSR, em
comparacdo com a mesma numa amostra bioldgica de um

individuo de controlo.

Exemplos dessas condicdes sdo doencas citadas na

seccdo "aplicacbes terapéuticas".

A deteccdo da proteina BPLP ou dos seus produtos
de maturacdo ¢é particularmente util para avaliar o nivel
androgénico e/ou determinar uma actividade androgénica

anormal.

Uma "amostra bioldgica" ¢é um fluido de um
individuo, incluindo soro, sangue, liquido raquidiano,
fluido cerebrospinal, urina, leite, saliva ou um extracto
de tecido ou uma biopsia de tecido ou oérgdo, tal como
cérebro, medula espinal, tecido &6sseo, rim, prdbstata,
placenta, tecido dental, mucosa glandular do estdmago,

intestino, tecido da glédndula salivar, por exemplo.
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"Un individuo"™ ou "um doente"™ ¢ um vertebrado,
e.qg. um mamifero, preferencialmente um ser  humano,
independentemente da sua idade, sexo e estado geral. Também
estdo compreendidas criancas e bebés. O individuo de teste
pode ser assintomatico, pode ser considerado como provavel
para desenvolver a doenca ou estado. Individuos com uma
suspeicdo de um disttrbio alvo ou individuos gque Jjé
apresentaram sintomas da doenca ou estado também podem ser

testados.

O "individuo de controlo" pode ser um individuo
saudavel ou um individuo sem qualquer disturbio aparente
que pode envolver a proteina BPLP ou um dos seus produtos
de maturacdo. De modo a determinar a evolucdo de um estado
que envolve a proteina BPLP ou um dos seus produtos de
maturacdo, pode ser muito Util para testar um individuo
quanto a expressdo da proteina BPLP ou a seus produtos de
maturacdo, e para monitorizar o efeito de um farmaco ou a
disseminacdo do estado, testando-o(a) por uma segunda vez,
e.g. algumas semanas mais tarde. Nesse caso, o0s resultados
do segundo teste sdo comparados com o0s resultados do
primeiro teste, e em geral também com os resultados obtidos
com um individuo "saudavel". O "individuo de controlo"”
refere-se entdo quer ao mesmo individuo de teste ou a um

"individuo saudavel".

O termo "diagndéstico" refere-se a determinacido ou

a confirmacdo de uma doenca ou estado num individuo.
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O termo "progndéstico" refere-se a determinacido ou
confirmacdo de uma probabilidade de surgir uma doenca ou

estado.

A "expressdo ou producdo de uma proteina BPLP ou
um seu produto de maturacido" pode ser determinada ensaiando

a proteina BPLP ou o0s seus produtos de maturacéio.

Esses métodos de ensaio compreendem colocar em
contacto uma amostra bioldgica com um parceiro de ligacédo
capaz de interagir selectivamente com uma proteina BPLP ou
seus produtos de maturacédo, especialmente QRFSR, presentes
na amostra. O parceiro de ligacdo é geralmente um anti-
corpo, que pode ser policlonal ou monoclonal, preferen-

cialmente monoclonal.

Métodos para produzir anticorpos como descrito
acima de acordo com a terapia podem também ser facilmente
adaptados para produzir anticorpos uUteis para os métodos de

diagnéstico de acordo com a invencdao.

Por exemplo, a presenca ou producdo de proteina
BPLP ou de qualquer dos seus produtos de maturacdo, ou uma
forma mutada da proteina ou do produto de maturacdo, pode
ser detectada incubando wuma amostra bioldgica com um
anticorpo que reconhece especificamente a proteina BPLP ou
um anticorpo que reconhece especificamente um seu produto

de maturacdo, especialmente QRFSR, e.g. utilizando técnicas
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electroforéticas convencionais e técnicas de imunodia-
gnéstico liquidas ou sdélidas, incluindo imunoensaios tais
como competicdo, reaccdo directa, ou ensaios de tipo
sanduiche. Esses ensaios incluem, mas ndo estd limitado a,
transferéncia de Western; testes de aglutinacdo; imuno-
ensaios mediados e marcados com enzima, tais como ELISAS;
ensaios de tipo biotina/avidina; radioimunoensaio, tal como
aqueles que utilizam proteina BPLP radioiodinada ou
tritiada ou qualquer um dos seus produtos de maturacéo,
especialmente QRFSR; imunoelectroforese; imunoprecipitacéo,
etc. As reacgdes incluem geralmente revelar marcadores,
tais como marcadores fluorescentes, guimioluminescentes,
radioactivos, enzimdticos ou moléculas de corante, ou
outros métodos para detectar a formacdo de um complexo
entre o antigénio e o anticorpo ou anticorpos reagidos com

este.

Os ensaios acima mencionados envolvem geralmente a
separacdo da proteina BPLP ndo ligada ou seus produtos de
maturacdo ndo ligados, especialmente QRFSR ndo ligada, a
partir da proteina BPLP ou ©produtos de maturacéao,
especialmente QRFSR, ligados ao seu anticorpo especifico
que é imobilizado numa fase sdélida. Os suportes sdélidos que
podem ser utilizados na pratica da invencdo incluem
suportes tais como nitrocelulose (e.g., mna forma de
membrana ou de poco de microtitulacédo); cloreto de
polivinilo (e.g., peliculas ou poc¢os de microtitulacédo):;
latex de poliestireno (e.g., esferas ou placas de microti-

tulacdo); fluoreto de polivinilidina; papel diazotizado;
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membranas de nylon; esferas activadas, esferas de resposta

magnética, e semelhantes.

Assim, numa forma de realizacdo particular, a
presenca da proteina BPLP ou seus produtos de maturacéo,
especialmente QRFSR, ligados, de uma amostra bioldgica pode
ser rapidamente detectados utilizando um ligante secundéario
que compreende outro anticorpo, que pode ser rapidamente
conjugado com um marcador enzimadtico detectavel, tal como
peroxidase de rébano, fosfatase alcalina ou urease,
utilizando métodos conhecidos dos especialistas na técnica.
Um substrato enzimdtico apropriado é entdo utilizado para
criar um sinal detectdvel, tal como um sinal cromogénico ou
fluorogénico, por exemplo. Noutras formas de realizacéo
relacionadas, podem ser praticadas técnicas de ELISA de
tipo competitivo utilizando métodos conhecidos dos espe-

cialistas na técnica.

Os reagentes do ensaio acima descrito, incluindo
os anticorpos, podem ser proporcionados em kits, com
instrucdes adequadas e outros reagentes necessarios, de
modo a conduzir imunoensaios como descrito acima. O kit
também pode conter, dependendo do imunoensaio particular
utilizado, marcadores adequados e outros reagentes empaco-
tados e materiais (i.e. tampdes de lavagens e semelhantes).
Podem ser realizados imunocensaios convencionais, tais como

aqueles descritos acima, utilizando estes kits.
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Terapia Génica

De acordo com a presente invencdo, a modulacdo da
actividade da metalopeptidase de membrana pode ser
alcancada por modificacdo (i.e. aumentar ou diminuir) a
quantidade da proteina BPLP ou o péptido de acordo com a
invencdo nas células de um doente e sua libertacdo, ou
expressar e possivelmente libertar o referido péptido ou
proteina BPLP. O aumento da quantidade da proteina BPLP ou
péptido de acordo com a invencdo nas células de um doente e
possivelmente a sua libertacédo, expressando e possivelmente
libertar o referido péptido ou proteina BPLP pode ser
realizado através da transfeccdo das células com um vector
que expressa BPLP ou um vector que expressa uma proteina
BPLP ou um péptido de acordo com a invencdo e.g. na forma

de um DNA nu ou como um vector viral.

Preferencialmente, o &acido nucleico desta inven-
cdo forma parte de um vector. Esse vector ¢ um acido
nucleico que compreende uma segquéncia codificante opera-
cionalmente associada com sequéncias que controlam a
expressdo da proteina ou péptido numa célula transfectada

com O vector.

A utilizacdo de um tal vector torna na verdade
possivel melhorar a administracdo do &cido nucleico nas
células do individuo e especialmente as células a serem
tratadas, e também para aumentar a sua estabilidade nas

referidas células, que tornam possivel obter um efeito
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terapéutico duradouro. Para além disso, & possivel
introduzir véArias sequéncias de 4cido nucleico para © mesmo

vector, que também aumenta a eficacia do tratamento.

O vector utilizado pode ser de origem diversa,
desde qgue seja capaz de transformar células animais,
preferencialmente células humanas. Numa forma de realizacdo
preferida da invencdo, é utilizado um vector viral que pode
ser seleccionado a partir de adenovirus, retrovirus, virus
adeno-associados (AAV), lentivirus, herpes virus, citome-
galovirus (CMV), virus vaccinia e semelhantes. Os vectores
derivados de adenovirus, retrovirus ou AAVs, vectores
retrovirais derivados do HIV, incorporando segquéncias de

dcido nucleico heterdlogo foram descritos na literatura.

A presente invencdo revela também por isso
qualguer virus recombinante que compreende, inserido no seu
genoma, sequéncia de acido nucleico que codifica a proteina
BPLP, um produto de maturacdo de BPLP ou um péptido como

definido acima, incluindo um derivado de péptido.

Vantajosamente, o virus recombinante de acordo
com a invencdo é um virus defeituoso, desprovido de pelo
menos as sequéncias necessarias para a replicacdo do

referido virus na célula infectada.

E particularmente vantajoso utilizar as sequén-
cias de 4cido nucleico da invencdo numa forma incorporada
num adenovirus, um AAV ou um retrovirus recombinante

defeituoso.
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A distribuicdo de gene alvo é descrita na Publi-
cacdo de Pat. Internacional WO 95/28494, publicado em

Outubro de 1995.

Alternativamente, o vector pode ser introduzido
in vivo por lipofeccdo. Durante a Uultima década, tem
aumentado a utilizacdo de lipossomas para a encapsulacédo e
transfeccdo de &cidos nucleicos in vitro. A informacdo em
relacdo aos lipossomas ¢ também proporcionada na seccdo da

"composicdo farmacéutica'" do presente pedido.

E também possivel introduzir o vector in vivo
como um plasmideo de DNA nu. Os vectores de DNA nu para
terapia génica podem  ser introduzidos nas células
hospedeiras desejadas através de métodos conhecidos na
técnica, e.g., transfeccdo, electroporacdo, microinjeccéo,
transducédo, fusdo celular, DEAE dextrano, precipitacdo com
fosfato de céalcio, Lipofectamine®, utilizacdo de uma
pistola de genes (gene gun), ou utilizacdo de um

transportador de vector de DNA.

Composicgdes farmacéuticas

Os péptidos de BPLP (o0 mesmo & dizer a proteina
BPLP, os péptidos de acordo com a invencdo e miméticos como
definidos acima), ou os &cidos nucleicos gue codificam
esses péptidos de BPLP e anticorpos contra péptidos de

acordo com a invencdo podem ser formulados em composicdes



PE1577320 - 41 -

farmacéuticas em associacdo com um veiculo farmaceutica-
mente aceitdvel. Por exemplo, as composicdes farmacéuticas
sdo adequadas para uma administracdo tépica, oral, sublin-
gual, parentérica, intranasal, intravenosa, intramuscular,

subcutédnea ou intraocular e semelhantes.

A invencdo também revela uma composicdo farma-
céutica que compreende um polimero do referido péptido de

BPLP ou seu mimético.

Preferencialmente, as formas de &cido nucleico
formam parte de um vector que expressa o referido &cido

nucleico.

Preferencialmente, as composicgdes farmacéuticas
contém veiculos que sdo farmaceuticamente aceitéveis para a

formulacdo capaz de ser injectada.

As composicdes farmacéuticas adequadas podem ser
em particular solugdes isotdnicas, estéreis, solucdes
salinas (fosfato de monossdédio ou dissddio, sédio,
potdssio, calcio ou cloreto de magnésio e semelhantes ou
misturas desses sais), ou secos, especialmente composicdes
liofilizadas que apds adicdo, dependendo do caso, de &agua
esterilizada ou soro fisioldbdgico, permitem a constituicédo

de solucgdes injectéveis.

As doses do péptido de BPLP, anticorpos ou &acido

nucleico utilizados ©para a administracdo podem ser
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adaptadas como uma funcdo de varios parédmetros, e em
particular como uma funcdo do modo de administracéo
utilizada, da patologia relevante, ou alternativamente da

duracdo de tratamento desejada.

Para preparar composicdes farmacéuticas para a
terapia com péptidos, uma quantidade eficaz do péptido de
BPLP pode ser dissolvido ou disperso num veiculo

farmaceuticamente aceitédvel ou meio aquoso.

Sdo aqui fornecidos abaixo exemplos de formula-

cbes farmacéuticas.

As composicdes farmacéuticas compreendem uma
quantidade eficaz do péptido BPLP, 4&cido nucleico ou
anticorpos, num veiculo farmaceuticamente aceitédvel ou meio

aquoso.

"Farmaceuticamente" ou "farmaceuticamente aceitéa-
vel" refere-se a entidades moleculares e composicdes que
ndo produzem uma reaccdo adversa, alérgica ou outra reaccgdo
inconveniente quando administrado a um animal, incluindo um

humano, como apropriado.

Como aqui wutilizado, um "veiculo farmaceutica-
mente aceitédvel”™ inclui qualquer um e todos os solventes,
meios de dispersdo, revestimentos, agentes antibacterianos
e antiftngicos, agentes isotdénicos e de retardamento da

absorcdo e semelhantes. A utilizacdo desses meios e agentes
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para substéncias farmacéuticas activas é bem conhecida na
técnica. Excepto na medida em que, como gualgquer meio ou
agente convencional ¢é incompativel com o ingrediente
activo, a utilizacdo nas composicdes terapéuticas esté
contemplada. Também podem ser incorporados ingredientes

activos suplementares nas composicgdes.

As formas farmacéuticas adequadas para utilizacédo
injectavel incluem solucdes ou dispersdes aquosas estéreis;
formulacgcdes incluindo 6leo de sésamo, 6leo de amendoim ou
propilenoglicol aquoso; e pds estéreis para a preparacdo
extemporanea de solucdes ou dispersodes injectéveis
estéreis. Em qualquer dos casos, a forma deve ser estéril e
deve ser fluida até ao ponto de ser facil aplicar com
seringa. Deve ser estdvel nas condigdes de fabrico e
armazenamento e deve ser preservado contra a acgdo conta-

minante de microrganismos, tais como bactérias e fungos.

Podem ser ©preparadas solucdes dos compostos
activos como sais de base livre ou farmacologicamente
aceitdveis em Agua misturados adequadamente com um
tensioactivo, tal como hidroxipropilcelulose. Também podem
ser preparadas dispersdes em glicerol, polietilenoglicdis
liquidos, e misturas destes e em &leos. Em condicdes
normais de armazenamento e de utilizacdo, Estas preparacdes
contém um conservante para prevenir o crescimento de

microrganismos.

O veiculo também pode ser um solvente ou meio de
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dispersdo contendo, por exemplo, &agua, etanol, poliol (por
exemplo, glicerol, propilenoglicol, e polietilenoglicol
liquido, e semelhantes), suas misturas adequadas, e &leos
vegetais. A fluidez apropriada pode ser mantida, por
exemplo, pela wutilizacdo de um revestimento, tal como
lecitina, pela manutencdo do tamanho de particula neces-
sdrio no caso de dispersdo e pela utilizacdo de tensio-
activos. A prevencdo da accdo dos microrganismos pode ser
realizada através de varios agentes antibacterianos e
antifingicos, por exemplo, parabenos, clorobutanol, fenol,
dcido sérbico, timerosal, e semelhantes. Em muitos casos,
serd preferivel incluir agentes isotdnicos, por exemplo,
aclicares ou cloreto de sdéddio. A absorcdo prolongada das
composicdes injectéaveis pode ser realizada através da uti-
lizacdo nas composicdes de agentes de retardamento da
absorcédo, por exemplo, monoestearato de aluminio e gela-

tina.

As solucdes estéreis injectaveis sédo preparadas
incorporando os compostos activos na quantidade necesséaria
no solvente apropriado com uma variedade dos outros
ingredientes enumerados acima, como requerido, seguido por
esterilizacdo filtrada. Geralmente, as dispersdes sé&o
preparadas incorporando o0s varios ingredientes activos
esterilizados num veiculo estéril que contém o meio de
dispersdo béasico e o0s outros ingredientes necessarios a
partir daqueles enumerados acima. No caso de pds estéreis
para a preparacdo de solugbes injectéaveis estéreis, o0s

métodos de preparacdo preferidos sdo técnicas de secagem
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sob vacuo e liofilizacdo que produzem um pd do ingrediente
activo mais qualgquer ingrediente adicional desejado a
partir de uma sua solucdo previamente esterilizada por

filtracéao.

Apds formulacdo, as solucdes serdo administradas
de um modo compativel com a formulacdo de dosagem e numa
quantidade que seja terapeuticamente eficaz. As formulacdes
sdo facilmente administradas numa variedade de formas de
dosagem, tais como o tipo de solucdes injectédveis descritas
acima, mas também podem ser empregues capsulas de liber-

tacdo do féarmaco.

Para administracdo parentérica numa solucéo
aquosa, por exemplo, a solucdo deve ser tamponada de forma
adequada se necessario e o diluente ligquido primeiro tor-
nou-se isotdénico com soro fisioldgico ou glucose sufici-
ente. Estas solucdes aquosas particulares sdo especialmente
adequadas para administracdo intravenosa, intramuscular,
subcutdnea e intraperitoneal. Nesta ligacdo, o meio agquoso
estéril que pode ser empregue seréa conhecido  dos
especialistas na técnica a luz da presente revelacdo. Por
exemplo, uma dosagem pode ser dissolvida em 1 mL de solucéo
de NaCl isotdénica e adicionada a 1000 mL de fluido de
hipodermdéclise ou injectada no sitio de infusédo proposto,
(ver por exemplo, "Remington’s Pharmaceutical Sciences" 15°
Edicdo, péginas 1035-1038 e 1570-1580). Alguma variacdo na
dosagem ird necessariamente ocorrer dependendo do estado do

individuo a ser tratado. A pessoa responsavel pela adminis-
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tracdo ira, em qualquer evento, determinar a dose

apropriada para o sujeito individual.

O péptido de BPLP de interesse pode ser formulado
numa mistura terapéutica para compreender cerca de 00,0001
até 100 miligramas, ou cerca de 0,001 até 0,1 miligramas,
ou cerca de 0,1 até 1,0 ou mesmo cerca de 1 miligrama até
10 miligramas ou mesmo cerca de 10 até 100 miligramas por
dose ou préximo. Também podem ser administradas doses
maltiplas. Dosagens preferidas sdo desde cerca de 0,1 ug/kg
até cerca de 1 mg/kg, mais preferencialmente desde cerca de
1 pg/kg até cerca de 100 pg/kg, e muito preferencialmente

desde cerca de 10 ug/kg até cerca de 100 npg/kg.

Adicionalmente as formulacgdes para administracédo
parentérica, tais como injeccdo intravenosa ou intramus-
cular, outras formas farmaceuticamente aceitédveis incluem,
e.g. comprimidos ou outros sdélidos para administracdo oral;
formulacdes lipossomais; capsulas de libertacdo ao longo do
tempo; e qualgquer outra forma correntemente wutilizada,

incluindo cremes.

Estdo contempladas outras vias de administracéo,
incluindo solug¢des nasais ou sprays, aerossdis ou inalan-

tes, ou supositdrios vaginais ou rectais e pessarios.

Em certas formas de realizacdo, a utilizacdo de
lipossomas e/ou nanoparticulas estd contemplada para a

introducdo de agentes de péptido de BPLP, assim como
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vectores de 4&cido nucleico ou anticorpos nas células

hospedeiras.

Aplicagdes terapéuticas

Os péptidos BPLP descritos acima, anticorpos
contra o péptido de acordo com a invencdo ou é&cidos
nucleicos que codificam para os referidos péptidos BPLP sé&o
Uteis na prevencdo ou tratamento de doencas ou disturbios,
em que a modulacdo da actividade de uma metalo-ectopepti-
dase de membrana ¢ contemplada, mais particularmente uma

metalopeptidase de zinco de membrana, tal como NEP e APN.

Os substratos de NEP naturais s&o principalmente
as hormonas peptidicas: Encefalinas, Substéncia P,
Bradigquinina, Angiotensina II e Péptido Natriurético Atrial
que desempenha um papel chave no controlo da percepcdo da
dor central e periférica, fendmeno inflamatdrio, troca de

minerais e/ou tdénus arterial (Roques et al., 1993).

Mais particularmente, a endopeptidase neutra, NEP
24-11, ¢é distribuida em ambos o0s tecidos nervosos e
periféricos de mamiferos, e na periferia é particularmente
abundante no rim e na placenta. Nestes tecidos a metalo-
peptidase NEP da superficie celular participa no
processamento pdbds-secretor e no metabolismo de neuropé-
ptidos, péptidos imunorreguladores sistémicos e hormonas
peptidicas. Ao controlar os niveis activos de péptidos

reguladores em circulacdo ou secretados, a NEP modula a sua



PE1577320 - 48 -

accdo mediada pelo receptor fisioldgica. Assim, a NEP
ancorada a membrana estd envolvida na regulacdo da acti-
vidade de: péptidos vasoactivos potentes tais como Subs-
tdncia P, Bradiquinina (BK), Péptido Natriurético Atrial
(ANP) , e Angiotensina II (AII); ©péptidos inflamatd-
rios/imunorreguladores potentes, tais como Substédncia P e
BK e fMet- Leu-Phe (fMLP); neuropéptidos opidides potentes
tais como Met e Leu-Encefalinas (Enk) e troca mineral
potente e péptidos reguladores da homeostasia de fluidos
tais como ANP, Péptido Natriurético de Tipo C (CNP) e
Péptido Natriurético de Tipo B (BNP). Contudo, os niveis
destes péptidos sédo alterados através da forma-
cdo/degradacdo induzida por NEP apenas nas regides onde sdo
libertados tonicamente ou onde a sua libertacdo ¢

despoletada por um estimulo.

De um ponto de vista integrativo, a actividade
biolégica de NEP é controlas os niveis activos de sinais
peptidérgicos envolvidos na regulacdo da tensdo arterial,
em fendémenos inflamatdérios e na homeostasia de &gua-
mineral, assim como, no controlo do processamento da dor.
De um ponto de vista clinico, isto substancia o facto de
NEP ser um alvo para farmaco importante em varios estados
de doenca. Por exemplo, ao inibir a NEP, desse modo
aumentando os niveis e a duracdo da accdo de opidides
enddbgenos centrais ou periféricos, pode ser obtido um
efeito analgésico, ou por inibicdo da formacdo de AII
enddgena e inactivacdo de substéncia P, BK e ANP, podem ser

obtidos agentes anti-hipertenséo, natriuréticos e
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diuréticos. A principal vantagem de modificar as
concentracdes de péptidos endbdgenos através da utilizacdo
de inibidores de NEP é que os efeitos farmacoldgicos séo
induzidos apenas no receptor estimulado pelos efectores
naturais, e estdo criticamente dependentes na libertacédo
provocada pela ténica ou estimulo no acontecimento dos
efectores naturais em situacdes de stress ambiental,

comportamental e fisiopatoldgico (Roques et al, 1993).

Exemplos de metalopeptidases de membrana de
mamifero, para além de NEP, s&do ECE (Enzimas de Conversédo
de Endotelina/Endothelin-Converting Enzymes), em particular
ECE1 e ECEZ2, o antigénio de superficie celular de
eritrdécitos KELL e o produto do gene PEX associado com
raquitismo hipofosfatémico ligados ao X, assim como ACE
(Enzima de Conversdo de Angiotensina/Angiotensin Converting

Enzyme) e APN (Aminopeptidase N).

A inibicdo de ACE e/ou ECE tem uma aplicacdo
significativa no tratamento de hipertensdo e na prevencdo e

tratamento de aterosclerose.

A inibicdo de APN em conjuncdo com NEP possui

aplicacdo significativa no tratamento da dor.

A inibicdo de metalopeptidases relacionadas com a
membrana possul efeitos terapéuticos no tratamento de
tumores, nomeadamente cancro do ovario, colorrectal, do

cérebro, do pulmdo, do pancreas, gastrico e melanoma, e
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reducdo da incidéncia de metastases, aterosclerose e/ou
hipertensdo. As inibicdes das metalopeptidases relacionadas
com a membrana também possuem efeitos terapéuticos no
controlo da dor. Esses efeitos antinociceptivos sobre a dor
aguda s&do efeitos analgésicos, mas também efeitos sobre a
dor inflamatdéria crédénica, tal como artrite ou doenca

inflamatdéria do intestino.

Para além disso, espera-se dque a 1inibicdo de
metalopeptidase bacteriana ou viral possua efeitos anti-
infeccdo, desempenhando as metalopeptidases um papel impor-
tante na invasdo do tecido hospedeiro do agente patogénico
e processos imunoldégicos e inflamatdrios, por exemplo os de
Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Porphyro-

monas gingivalis e Legionella pneumophila.

Para além disso, as metalopeptidases bacterianas,
especialmente zinco-metalopeptidases desempenham um papel
importante nas doencas provocadas por toxinas proteoli-
ticas, talis como as toxinas de B. anthracis (factor de

Anthrax Letal) e as neurotoxinas de C. tetanum e botulinum.

Outras metalopeptidases desempenham um papel
importante em varias 1infeccdes, tais como infeccbes

provocadas por HIV (FR 2 707 169).

A importédncia de inibidores de proteinase para o
tratamento de doengas bacterianas ou virais ©pode ser

encontrada em J. Potempa e J. Travis.
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Os diferentes papéis das metalopeptidases séo
revelados em Turner et al, 2001; Kenny et al, 1977; Kenny

et al, 1987; Beaumont et al, 1996.

Um objectivo da presente invencdo é a utilizacédo
dos péptidos terapéuticos acima descritos como agentes
analgésicos através da inibicdo de NEP aos niveis
periférico, espinal e/ou supraespinal e desse modo aumen-
tando os niveis e a duracdo da accdo de opidides enddbgenos

central ou periférico, incluindo encefalinas.

A prevencdo ou o tratamento da dor, especialmente
dor aguda e crdénica, dor inflamatdria visceral e neuro-

patica, estd contemplada.

A prevencdo ou o tratamento de qualquer dese-
quilibrio hidro-mineral é também um objectivo da invencéo.
Entre os disturbios alvo, pode citar-se osso, dentes, rim,
paratirdéide, péncreas, intestino, mucosa do estdmago, pros-
tata, e disturbios da gléndula salivar gque sdo provocados

pelo desequilibrio hidro-mineral.

Em particular, o distuirbio pode ser seleccionado
a partir do grupo que consiste em hiper ou hipo-parati-
roidismo, osteoporose, pancreatite, litiase da glandula

submandibular, nefrolitiase e osteodistrofia.

A prevencdo ou tratamento de disturbios debili-
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tados interpessoal e comportamental é de interesse
adicional. Véarios distUrbios mentais s&o descritos no

documento WO 02/051434.

Em particular, a invencdo ¢é retirada em qualquer
distirbio seleccionado a partir do grupo que consiste em
disturbio de evitamento, distirbio da diminuicdo da
atencdo, disturbio autista, disturbio do défice da atencéo,
disttrbio da hiperactividade, disturbio da excitacéo,
hospitalismo, funcionamento interpessoal dificultado e
relacionamento com o© mundo externo, distUrbio da perso-
nalidade esquizdide, esquizofrenia, distirbio depressivo,
interesse no ambiente diminuido, actividade social difi-
cultada ligada com a sexualidade, e comportamento sexual
dificultado, incluindo ejaculacdo precoce e hiperactividade

sexual.

As doencas em que se considera a modulacdo de uma
metalopeptidase de membrana também inclui hipertenséo,
aterosclerose, tumor, artrite inflamatdria e doenca do

intestino.

O tratamento de infeccgbes estd também contem-
plado. Especialmente, a importédncia dos 1inibidores da
proteinase para o tratamento de doencas bacterianas ou

virais pode ser encontrada em J. Potempa e Travis.

Os péptidos de BPLP, s&o também uteis os anti-
corpos ou acidos nucleicos descritos acima para controlar

as respostas imunoinflamatédrias.
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Os péptidos, anticorpos ou &acidos nucleicos como
definidos acima s&o também uteis como um agente

natriurético ou um agente diurético.

Outro objectivo da presente invencdo é a
utilizacdo dos péptidos acima descritos como um substituto
no tratamento do abuso de drogas, nomeadamente o abuso da

droga morfina.

Na verdade, 0s estudos sugeriram que a
vulnerabilidade para o abuso de drogas e o desenvolvimento
de recompensa e dependéncia de droga é pelo menos em parte,
um resultado de modificacgdes pré-existentes ou induzidas
e/ou defeito do sistema opidide endbdbgeno. A este respeito,
utilizando o péptido de BPLP para potenciar os efeitos de
encefalinas endbgenas irdo reduzir os varios efeitos
colaterais (sinais somédticos do desmame) produzidos pela

interrupcdo da administracdo crdénica de morfina ou heroina.

De acordo <com a invencdo, reduzir o efeito
inibidor dos péptidos de BPLP na NEP pode ser desejada,
e.g. utilizando um anticorpo contra a proteina BPLP ou
péptidos. Este aumento da actividade de NEP ¢é parti-
cularmente vantajosa no tratamento de doencas neurodege-
nerativas, tais como uma doenca ou disturbio associada a
amiloidose. Na verdade, foi demonstrado que os inibidores
da neprilisina (uma endopeptidase neutra, NEP ou encefa-

linase) por inibidor sintético, aumenta os niveis de
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amildéide R (Newell et al, 2003). Leissring et al, 2003
relataram ainda gque a sobre-expressdo transgénica da
neprilisina nos neurdénios reduz significativamente os
niveis de AB no cérebro, retarda ou previne completamente a
formacdo de placas amildides e a sua citopatologia asso-
ciada, e recupera a letalidade prematura presente em

murganhos transgénicos para a proteina precursora amildide.

Uma doenca ou disttrbio estd associado com a
amiloidose quando os depdsitos amildides ou placas ami-
lbéides se encontram em, ou na proximidade dos tecidos
afectados pela doenca, ou quando a doenca é caracterizada
pela sobre-producdo de uma proteina que €& ou que se pode
tornar insoltvel. As placas amildides podem provocar
efeitos patoldgicos directamente ou indirectamente através
de mecanismos conhecidos ou desconhecidos. Exemplos de
doencas amildides incluem, mas ndo estdo limitados a, doen-
cas sistémicas, tais como doencas inflamatdérias crdnicas,
mieloma multiplo, macroglobulinemia, poloneuropatia amildi-
de familiar (Portuguesa) e cardiomiopatia (Dinamarquesa),
amiloidose sistémica senil, polinefropatia amildide fami-
liar (Iowa), amiloidose familiar (Finlandesa), sindrome de
Gerstmann-Straussler-Scheinker, nefropatia amildide fami-
liar com urticéria e surdez (sindrome Muckle-Wells), carci-
noma medular da tirdide, amildide atrial isolada, e amiloi-
dose associada a hemodidlise (HAA); e doencas neurodegene-

rativas.

O termo "doenca neurodegenerativa" refere-se a
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uma doenca ou disturbio do sistema nervoso, particularmente
envolvendo o cérebro, gque se manifesta com sintomas
caracteristicos de mal funcionamento do cérebro ou nervo,
e.g., lapsos ou defeitos de membdria a curto termo ou a
longo termo, deméncia, defeitos cognitivos, problemas de
equilibrio e coordenacédo, e deficiéncias emocionais e com-
portamentais. A presente invencdo estd mais particularmente
relacionada com doencas neurodegenerativas gque estédo
associadas a amiloidose. Essas doencas estdo "associadas
com a amiloidose"™ quando as amostras histopatoldgicas
(biopsia) do tecido cerebral dos individuos que demonstram
esses sintomas revelem formacdo de placa amildide. As
amostras de biopsia do cérebro, especialmente do cérebro
humano, sdo obtidas com maior dificuldade a partir de
individuos vivos ou podem ndo estar disponiveis de todo,
frequentemente, a associacdo de um sintoma ou sintomas de
doencas neurodegenerativas com a amiloidose é baseada em
critérios diferentes da presenca de depdsitos amildides,

tais como placas ou fibrilhas, numa amostra de biopsia.

Numa forma de realizacdo especifica, de acordo
com a presente invencdo a doenca neurodegenerativa é a
doenca de Alzheimer (AD). Noutras formas de realizacdo, a
doenca pode ser a doenca rara Sueca caracterizada por uma
mutacdo dupla de KM para NL na proteina precursora amildide
a (APP) préximo do terminal amino da porgcdo AP da APP.
Outra dessas doencas ¢ a hemorragia cerebral hereditéria
com amiloidose (HCHA ou HCHWA)-tipo Holandés. Outra dessas

doencas conhecidas na técnica e dentro do ambito da
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presente invencdo inclui, mas ndo estdo limitadas a, angio-
patia amildide cerebral esporaddica, angiopatia amildide
cerebral hereditédria, sindrome de Down, Parkinson-deméncia
de Guam, e angiopatia amildide assintomética relacionada

com a idade.

Num outro aspecto, a doenca neurodegenerativa &
uma encefalopatia espongiforme sub-aguda, tal como, mas néo
limitado a, scrapie, doenca de Creutzfeldt-Jakob, doenca de
Gerstmann-Straussler, kuru, doenca degenerativa crénica de
veados e alces, encefalopatia espongiforme bovina do gado,

e encefalopatia transmissivel de marta.

A invencédo revela ainda a utilizacdo de um agente
que modula a interaccdo entre a proteina BPLP endbgena ou
produto de maturacédo, e.g. QRFSR, e uma metalopeptidase de
membrana para a preparacdo de uma composigdo terapéutica
para prevenir ou tratar doencas em que se considera uma
modulacdo da actividade da referida metalopeptidase da

membrana.

Métodos de rastreio

Os métodos que permitem que uma pessoa espe-
cialista na técnica seleccione e purifique os compostos
candidatos que se ligam aos mesmosS alvos e possuem uma
actividade bioldgica agonista ou antagonista da proteina
BPLP ou seus produtos de maturacdo, e.g. o péptido QRFSR,

sdo aqui descritos adiante.
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O composto candidato pode ser uma proteina, um
péptido, uma hormona, um anticorpo ou um composto sintético
que é um péptido ou uma molécula ndo peptidica, tal como
qualquer composto gque pode ser sintetizado através dos

métodos convencionais da quimica organica.

A invencdo proporciona um método in vitro para o
rastreio de compostos quanto a sua capacidade para se ligar

a NEP, compreendendo os passos de:

a) incubar um composto candidato com uma célula
que expressa NEP, na presenca do produto de
maturacdo de BPLP de acordo com a invencédo ;

b) determinar a capacidade do composto candidato
para competir com o produto de maturacdo de BPLP

de acordo com a invencdo, para ligacdo a NEP.

Os ensaios de ligacdo do composto candidato séo

geralmente realizadas a 4 °C até 25 °C ou 37 °C.

A célula gue expressa NEP pode estar numa cultura
de células, tal como uma cultura de células confluente em
monocamada, ou um espécime de 6érgdo alvo ou uma amostra de
tecido (e.g. criosseccgdes, cortes, preparacdes de membrana
ou homogenatos brutos) que contém sitios de ligacdo a NEP
para a proteina BPLP ou um seu produto de maturacdo, e.g. o

péptido QRFSR.
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Uma amostra de tecido preferido que é utilizada
nos métodos de rastreio de acordo com a presente invencdo é
uma preparacdo de membrana ou cortes da medula espinal de
um mamifero, um tecido conhecido a ser apropriado ou

medicdo da actividade de NEP.

Outras amostras de tecido preferido gque podem ser
utilizadas nos métodos de rastreio de acordo com a presente
invencdo sdo todos preparacdes de tecido periférico que séo
conhecidos por serem enrigquecidos na peptidase NEP e/ou
para serem alvos para a proteina BPLP ou um seu produto de
maturacido, e.g. o péptido QRFSR. Por exemplo, pode utili-
zar-se a medula externa renal de mamifero, placenta,
testiculos, préstata e osso. Por exemplo, pode ser aplicado
um procedimento para tecidos e/ou células de origem de
murganho, rato ou humana ou linhas celulares transfectadas
com CcDNA de metalo-ectopeptidase, em particular cDNA de

NEP, especialmente cDNA de NEP humano.

A proteina BPLP ou seu produto de maturacgdo (ou o
péptido que retém a especificidade de ligacdo ou a
actividade fisioldbgica da proteina BPLP ou dos seus

produtos maturos) ¢é preferencialmente marcado, e.g. através

125

de um marcador radioactivo P2P, 358, 3H, I etc...) ou
marcador né&do radioactivo (digoxigenina, CyDye-eurdpio,
fluoresceina, etc..). E entdo incubado com a célula que

expressa NEP durante um tempo suficiente e nas condigdes

para que a ligacdo especifica ocorra.
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O marcador qgque se liga especificamente a célula
pode ser entdo quantificado na presenca de varias
concentracdes do referido composto candidato, por exemplo

desde 107'% até 107° M.

Consequentemente, a presente invencdo proporciona
ainda um processo para o rastreio de um composto que se

liga especificamente a NEP que compreende oS passos de:

a) preparar uma cultura de células ou preparar
uma espécie de 6rgdo ou uma amostra de tecido
(tal como criossecc¢des ou cortes ou preparagdes
de membrana ou homogenatos brutos) qgque expressam
NEP;

b) adicionar o composto candidato a ser testado
em competicdo com concentracdo de meia saturacéo
do produto de maturacdo de BPLP de acordo com a
invencédo;

c) incubar a cultura de células, espécime de
brgdo ou amostra de tecido do passo a) na
presenca do composto candidato durante um tempo
suficiente e em condicdes para que ocorra a
ligacédo especifica;

d) quantificar o marcador que se liga especi-
ficamente a cultura de células, espécime de 6rgédo
ou amostra de tecido na presenca de varias con-
centracdes do composto candidato (preferencial-

mente 107'° até 107° M) .
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No referido processo acima, uma concentracdo de
meia saturacdo €& a concentracdo da proteina BPLP ou seu
produto de maturacdo marcados, e.g. o péptido QRFSR (ou o
péptido que retém a especificidade de ligacdo ou a
actividade fisioldbgica da proteina BPLP ou dos seus
produtos maturos) que se liga a 50% dos sitios de ligacéo

de NEP.

Este processo também permite definir a afinidade
relativa do composto candidato comparado com a proteina
BPLP, ou produtos de maturacdo, e.g. afinidade para QRFSR
(ou o péptido que retém a especificidade de ligacdo ou a
actividade fisioldbgica da proteina BPLP ou dos seus

produtos maturos).

Outro objectivo da ©presente invencdo ¢é um
processo para determinar a afinidade relativa dos compostos
ligando que se liga especificamente a NEP, compreendendo o
processo 0s passos a), b), c) e d) do processo acima para
cada composto candidato e compreendendo ainda o passo e) de
comparar a afinidade de cada composto candidato quantifi-

cado no passo d) aquela dos outros compostos candidatos.

Outro objectivo da presente invencdo & um
processo para determinar a afinidade de um composto que se

liga especificamente a NEP; compreendendo os passos de:

a) preparar uma cultura de células ou preparar um

espécime de 6rgdo ou uma amostra de tecido (tais
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como criosseccgdes ou cortes ou preparacgdes de
membrana ou homogenatos brutos) expressando NEP;
b) adicionar o composto candidato que @ foi
previamente marcado com um marcador radiocactivo
ou um marcador ndo radioactivo;

c) incubar a cultura de células, espécime de
brgdo ou amostra de tecido do passo a) na
presenca do composto candidato marcado durante um
tempo suficiente e em condic¢bdes para a ligacédo
egspecifica ocorrer; e

d) quantificar o marcador ligado especificamente
a cultura de células, espécime de dérgdo ou amos-—
tra de tecido na presenca de varias concentracdes
do composto candidato marcado (preferencialmente

107 até 107° M).

O composto candidato ¢ marcado, e.g. através de
uma proteina BPLP, seu produto de maturacdo é preferen-
cialmente marcado, e.g. através de um marcador radioactivo

32 35 3 125 ~ : : : : :
(°°p, S, °H, I etc...) ou ndo radiocactivo (digoxigenina,
CyDye-eurépio, fluoresceina, etc..). E entdo incubado com a
célula que expressa NEP durante um tempo suficiente e nas

condicdes para a ligacdo especifica ocorrer.

Pode ainda comparar-se a afinidade de cada
composto candidato quantificado para um dos outros
compostos candidatos, de modo a que a afinidade relativa do
composto candidato que se liga especificamente ao sitio de
ligacdo de NEP para a proteina BPLP ou um seu produto de

maturacdo, e.g. o péptido QRFSR, é determinado.
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A invencdo proporciona ainda um método in vitro
para rastrear compostos para a sua capacidade actuar como
agonistas ou antagonistas de um produto de maturacdo de
BPLP de acordo com a invencdo na actividade de NEP, cujo

método compreende os passos de:

a) incubar um composto candidato com uma célula
que expressa NEP, na presenca de (i) um produto
de maturacdo de BPLP de acordo com a invencdo , €
(ii) um substrato de NEP;

b) determinar a endoprotebdlise do substrato de
NEP pela NEP, em gque uma endoprotedlise aumentada
na presenca do composto candidato, em comparacdo
com a endoprotedlise na auséncia do composto
candidato, ¢é indicativo de uma actividade anta-
gonista; embora uma endoprotedlise diminuida na
presenca do composto candidato, em comparacdo com
a endoprotedlise na auséncia do composto candi-

dato, é indicativa de uma actividade agonista.

Como agui utilizado, um agonista de produto de
maturacdo de BPLP de acordo com a invencdo é uma molécula
que possul a capacidade para inibir uma actividade de

metalo-ectopeptidase, especialmente actividade de NEP.

Como aqui utilizado, um antagonista de um produto
de maturacdo de BPLP de acordo com a invencdo é uma molé-
cula que possuil a capacidade para aumentar uma actividade

de metalo-peptidase, especialmente a actividade de NEP.
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Alternativamente, a actividade de agonista ou
antagonista do composto candidato pode ser avaliado na
determinacdo das alteracdes metabdlicas induzidas por este
composto candidato no seu alvo, tal como a sintese e/ou
libertacdo dos metabolitos de mensageiro primario ou
secundario como um resultado de um sinal de transducéo
através das cinases de proteina ou adenilato ciclase e a

activacdo de uma proteina da familia G.

Em formas de realizacdo particulares, a presente
invencdo também pertence a um processo para o rastreio de
um composto que é um agonista de um produto de maturacdo de

BPLP de acordo com a invencdo, compreendendo oS passos de:

a) preparar uma cultura de células ou preparar um
espécime de o6rgdo ou uma amostra de tecido (tal
como criosecgdes ou cortes ou preparacdes de
membrana ou homogenatos brutos) expressando NEP;

b) incubando a cultura de células, espécime de
brgdo ou amostra de tecido do passo a) em concen-
tracdes que permitem a medicdo da actividade
enzimdtica de NEP na presenca do composto candi-
dato (preferencialmente 107*° até 107° M), uma
concentracdo de meia saturacdo de um produto de
maturacdo de BPLP de acordo com a invencdo e um
substrato de NEP durante um tempo suficiente para
a endoprotedlise do substrato de NEP substrato

ocorrer em condic¢des de velocidade inicial;
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c) gquantificar a actividade da NEP presente no
material bioldgico do passo a) através da medicédo
dos niveis de endoprotedlise do substrato de NEP,
respectivamente na presenca ou na auséncia do
composto candidato e na presenca ou na auséncia
do produto de maturacdo de BPLP, ou o péptido que
retém a especificidade de ligacdo ou a actividade
fisioldgica da proteina BPLP ou dos seus produtos

maturos.

No referido processo acima, uma concentracdo de
meia saturacdo é a concentracdo do produto de maturacdo de
BPLP de acordo com a invencdo que resulta numa reducdo em

metade da degradacdo do substrato de NEP.

Outro objectivo da presente invencdo compreende
um processo para O rastreio de um composto gque é um
antagonista de um produto de maturacdo de BPLP de acordo

com a invencdo, compreendendo oS passos de:

a) preparar uma cultura de células ou preparar um
espécime de oérgdo ou uma amostra de tecido
(crioseccgdes ou cortes ou preparacdes de membrana
ou homogenatos brutos) expressando NEP;

b) incubar a cultura de células, espécime de
brgdo ou amostra de tecido do passo a) a concen-
tracdes que permitem a medicdo da actividade
enzimdtica de NEP em condicdes de velocidade

inicial na presenca de uma concentracdo submaxima
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de um produto de maturacdo de BPLP de acordo com
a invencdo e um substrato de NEP, na presenca do
composto candidato durante um tempo suficiente
para que a endoprotebdlise do substrato de NEP
ocorra em condicdes de velocidade inicial;

c) quantificar a actividade da NEP presente no
material bioldgico do passo a) através da medicgdo
dos niveis de endoprotedlise do substrato de NEP,
respectivamente na presenca ou na auséncia do
composto candidato e na presenca ou na auséncia

do produto de maturacdo de BPLP.

Numa forma de realizacdo preferida do referido
processo acima, a concentracdo sub-madxima ¢é uma concen-
tracdo de péptido que resulta numa reducdo de pelo menos
50% e preferencialmente de pelo menos 75% da degradacdo do

substrato.

Os exemplos e as figuras abaixo ilustram a

invencdo sem limitar o seu ambito.

LEGENDAS DAS FIGURAS:

A Figura 1 apresenta o perfil de HPLC de permute

catiénica representativa do marcador “H-YQRFSR
adicionada a 2,5 mL de extracto salivar metanol-
dcido correspondendo a 2,5 mL de saliva humana. A
recuperacdo do pico radiocactivo principal foi

avaliada em 75-84% (barras a ponteado).
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A Figura 2 apresenta o perfil de HPLC de permute

catidénica representativa de um extracto salivar
de metanol-4cido obtido a partir de 7 mL de
saliva humana. As fraccgdes foram analisadas para
a sua poténcia inibidora da endoprotedlise de
substancia P por actividade de ecto-endopeptidase
humana (linha da célula LNCaP).

A Figura 3 é um perfil de HPLC de fase reversa

representativa das fracgdes 13-14 principais de
HPLC-EC activo (barras ponteadas). As fraccdes
foram analisadas gquanto a sua poténcia inibidora
da endoprotedlise da substéncia P pela actividade
da ecto-endopeptidase humana (linha celular
LNCaP) .

A Figura 4 é um perfil de HPLC de fase reversa

representativo das fraccdes principais de HPLC-RP
activas. As fracgdes foram analisadas gquanto &
sua poténcia inibidora da endoprotedlise da subs-
tdncia P através da actividade de ecto-endo-
peptidase humana (barras pretas) e sua absorvén-
cia a 274 nm (linha preta).

A Figura 5 apresenta o efeito do péptido QRFSR de
BPLP na degradacéo da substéncia P pela
actividade de ecto-endopeptidase humana (linha
celular LNCaP), a concentracdo eficaz do péptido
QRFSR wvariou desde 1 até 25 uM e sendo a metade
do valor maximo a 11 uM.

A Figura 6 apresenta o efeito de YQRFSR derivado

do péptido hBPLP-QRFSR na degradacdo da subs-
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tdncia P pela actividade de ecto-endopeptidase
humana (linha celular LNCaP), a concentracédo
eficaz do péptido YQRFSR variou desde 5 até 50 uM
e sendo a metade do valor maximo a 30 uM.

A Figura 7 apresenta o efeito de YQRFSR derivado

do péptido hBPLP-QRFSR sobre a degradacido da
substdncia P pela actividade da ecto-endopepti-
dase NEP de rato (tecido renal), a concentracédo
eficaz do péptido YQRFSR variou desde 5 até 75 uM
e sendo a metade do valor maximo a 38 uM.

A Figura 8 é uma anadlise cromatogrédfica de RP-

HPLC do péptido YQRFSR.

EXEMPILOS:

O estudo foi concebido para pesquisar inibidores
naturais de metalo-ectopeptidases, especialmente de NEP
e/ou APN, particularmente nas secrecdes salivares humanas.
A estratégia para a deteccdo e o isolamento deste produto
foi baseado no isolamento de componentes salivares de baixa
massa molecular, gque inibe a endoprotedlise de substrato
sensivel a NEP por células humanas gue expressa a NEP
humana ancorada a membrana. Os inventores desenvolveram os
modelos de deteccdo funcional (preparacdes de membranas de
células LNCaP e HEK humanas que expressam NEP) e de
isolamento molecular (sistemas de cromatografia de HPLC),
para a identificacdo pela andlise de segquéncias do(s)
inibidor (es) de ectopeptidase(s) enddgena(s) naturais em
humanos, i.e., o(s) homdélogo (s) funcionais salivares

enddégenos da sialorfina de rato.
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EXEMPLO 1l: Preparacdo de saliva humana

O protocolo da investigacdo clinica estabelecido
com o "centre de recherche Vaccinale et Biomedicale" do
Instituto Pasteur I, numero de acesso: 2045, recebeu o
acordo do comité CCPPRB (PARIS-COCHIN) e as amostragens de
saliva humana de 10 machos saudaveis voluntéarios, teve o
inicio em Maio de 2003 e continuou até Outubro de 2003. A
saliva foi recolhida em tubo "microsorp" previamente
arrefecidos contendo aprotinina (1000 KIU/mL) Pefabloc
(0,4 mM) e HC1 (0,1 N) de concentracdo final; assumindo que
este meio inibe as actividades de protedlise. Assim, as
amostras de saliva foram armazenadas a -80 °C até ser

realizado o processo de extraccdo com metanol.

EXEMPLO 2: Materiais e modelos experimentais para

a inibicao de NEP

1 - Fontes de ectopeptidases humanas NEP e APN:

Foram descritas varias linhas celulares humanas
como expressando NEP assim como outros membros da familia
metaloectopeptidase; entre elas estdo uma linha celular de
osteoblastos, MG-63 (osteossarcoma), uma linha celular de
trofoblasto, BeWo (coriocarcinoma da placenta), uma linha
celular de epitélio da proéstata, LNCaP (adenocarcinoma) e
uma linha celular de enterdcito, Caco-2 (adenocarcinoma

colorrectal). As condicdes de cultura em meio definido util
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para as andlises de farmacologia celular foram primeiro
desenvolvidas. Em segundo ligar, os inventores confirmaram,
utilizando transferéncias de Northern e analises
imunocitoquimicas, que as LNCaP e BeWo foram as unicas
linhas celulares capazes de expressar NEP (mRNA e proteina
da superficie celular) em condigcdes de meio de cultura
definidas (i.e., RPMI contendo insulina, transferina e
selénio, GIBCO) e apds inducdo por DHT (di-hidrotestos-
terona) e forscolina, respectivamente e finalmente, no
modelo experimental de incubacdes estidticas de preparacdes
de membrana com origem a partir destas células, o0s
inventores definiram os parédmetros que permitem analisar a
endoprotebdlise mediada por NEP humana da substdncia P nas
condicdes de medicdo da velocidade inicial, i.e. 100
pM/min/ug de proteinas de membrana de células LNCaP (10
vezes menos de actividade especifica menor para BeWo). A
actividade da membrana de LNCaP foi inibida na presenca de
inibidor de NEP sintético especifico, tal como tiorfano
(62% para a poténcia 1inibidora méxima a 500 nM). Em
contraste, a bestatina (25 uM) e captopril (10 uM) que
bloqueia as actividades da aminopeptidase (APN, APR.) e da
enzima que converte a angiotensina (ACE), respectivamente,
ndo inibiu a hidrélise da substédncia P por ectopeptidases
de superficie celular; indicando desse modo que nas con-
dicdes experimentais, a degradacdo extra celular da
substdncia P foi principalmente provocada pela actividade
da endopeptidase NEP localizada na superficie destas

células.
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Adicionalmente, o modelo in vitro utilizando as
preparacdes de membrana de células HEK transfectadas com
cDNA de NEP humano (as células HEK ndo expressam
metaloectopeptidase) e NEP humana recombinante soluvel (sem
0 citosol N-terminal e segmento de transmembrana) também

foram desenvolvidos.

2 - Substratos e inibidores:

As actividades de amino- e endo-ectopeptidase de
membrana in vitro, de membranas celulares humanas séo
ensaiadas 1in vitro através da medicdo da degradacdo dos

seguintes substratos sintéticos e naturais:

a/ substratos fluorogénicos especificos

sintéticos:

- Mca-R-P-P-G-F-S-A-F-K (Dnp)-OH e/ou Suc-A-A-F-Amc (NEP)
(R&D systems e Bachem)

- Ac-A-Amc (APN) (Bachem)

b/ Substratos fisioldégicos:

- Substancia P tritiada modificada [(3,4°H)Pro’-Sar’-
Met (0,) *']-Substdncia P (DuPont-NEN) e Substancia P
Nativa: R-P-K-P-Q0-Q-F-F-G-L-M (NEP-DPPIV-ACE) (Penin-
sula-Biovalley)

- Met-encefalina nativa: Y-G-G-F-M (NEP-APN) (Peninsula-

Biovalley) Medindo a hidrdélise destes substratos
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através de peptidases de membrana celular na presenca
e auséncia de diferentes inibidores de peptidase
sintética selectiva disponivel avaliou a especifi-
cidade do ensaio de peptidase:

- Tiorfano, Fosforamidon (NEP) (Sigma e Roche)

- Bestatina, Amastatina (APN) (Calbiochem)

- DPPIV inhibitor II (DPPIV) (Calbiochem)

- Captopril (ACE) (Sigma)

3 - Medicdo das actividades de peptidase

As actividades de ectopeptidase foram medidas de
acordo com o protocolo desenvolvido e estabelecido para a
caracterizacdo funcional da sialorfina de rato (Rougeot et
al., 2003). Resumidamente, para as preparacdes de membrana,
as células foram homogeneizadas a 4 °C em 10 volumes
(vol./p.) de Tris/HCl a 50 mM tamponado a pH 7,1. Uma
primeira centrifugacdo a 1000 X g e 5 °C durante 5 min
permite remover os residuos celulares e os nucleos no
sedimento. Uma segunda centrifugacdo a 100 000 X g e 5 °C
durante 30 min concentra a fraccdo de membrana no
sedimento, que 1ira ser superficialmente lavado trés vezes
em tampdo Tris/HC1l frio, ressuspenso em tampdo fresco,
fraccionado e armazenado a -80 °C enquanto se espera que
seja utilizado como fonte enzimdtica. A determinacdo das
proteinas foi realizada wutilizando o© ensaio da proteina

Bio-Rad DC com Albumina do Soro Bovino (BSA) como o padrédo.

A hidrdlise de substratos foili medida através da
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monitorizacdo da taxa de metabolismo em condigdes de
medicdo de velocidade inicial na presenca e auséncia de
inibidores especificos. Estes foram adicionados ao meio de
pré-incubacdo. A mistura de reaccdo convencional consistiu
em membranas celulares num volume final de 200 uL de Tris-
HC1 a 50 mM pH 6,5-7,2. O substrato foi adicionado apds
pré-incubacdo durante 10 min e a digestdo foi realizada
durante 20 min a 25 °C num banho de &gua com agitacdo
constante. A reaccdo foi terminada através de arrefecimento
para 4 °C e adicionando HCl (concentracdo final de 0,3 N).
Os tubos de reaccdo foram entdo centrifugados (4 700 X g
durante 15 min a 4 °C) e o restante substrato intacto e

seus metabolitos foram medidos.

No caso da utilizacdo de substratos naturais, a
substdncia P ou Met-encefalina, os produtos da reacgdo séo
isolados e quantificados de acordo com as suas

caracteristicas diferenciais hidrofdébicas:

- foram utilizados cartuchos C-18 Sep-Pak (Waters) para
analisar a hidrdélise de substédncia P marcada com
radioactividade. Os metabolitos °“H foram isolados por
eluicdo com Hy,0-0,1% TFA e depois com 25% de metanol-
0,1% de TFA (4 mL cada). O substrato tritiado intacto
foi eluido com 75-100% de metanol-0,1% de TFA (4 mL).

- Foi utilizada RP-HPLC acoplada a um espectrofotdmetro
para analisar a hidrdlise de Met-encefalina, (coluna
C-18 LUNA, AIT). Eluicdo com um gradiente linear

durante 30-min desde 0,1% de TFA em &agua até 0,1% de
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TFA em 100% de acetonitrilo, a 1 mL/min, foram
separados os dois metabolitos de Met-encefalina (YGG:
5,8 £+ 0,2; FM: 12,8 + 0,1 min de tempo de retencédo) e
0 substrato intacto (YGGFM: 18,8 * 0,2 min). As suas
identidades e quantidades relativas (altura do pico)
foram verificadas monitorizando o fluxo de saida da
coluna a 264 nm (L3000, Merck).

- O desaparecimento do substrato de Met-encefalina
inicial foi também quantificado por radioimunoensaio
(RIA). O ensaio utilizado anti-soro anti-Met encefa-
lina (Gros et al., 1978) e 12°T_Met-encefalina (80
TBg/mmol, NEN); detectou concentracgdes nanomolares de
Met-encefalina na presenca de concentracgdes micromo-
lares de metabolitos Tyr-Gly-Gly e Phe-Met. A radio-
actividade de cada fraccdo foi determinada através de

espectrometria de cintilacédo liquida.

No caso da utilizacdo de substratos sintéticos, a
cinética do surgimento do sinal fluorescente (intensidade e
polarizacéo) foi directamente analisada wutilizando um
espectrofluorimetro de multi-pocos; a intensidade do sinal
¢ directamente proporcional a gquantidade de metabolitos

formados durante a reaccéo.

EXEMPLO 3: Purificagcdo de saliva humana e

cromatografia

O protocolo de extracgcdo e purificacdo dos

componentes salivares humanos mimetizam aquele que foi
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desenvolvido e estabelecido para a caracterizacdo molecular
da sialorfina da saliva de rato (Rougeot et al., 1994), e
os extractos e fracgbes cromatogradficas foram analisados
quanto a sua capacidade para inibir a hidrdélise do substra-
to fisioldbgico, substédncia P, pelas membranas celulares

humanas contendo NEP.

Extraccdo e purificacdo dos compostos salivares
humanos potencialmente reguladores da actividade da ence-
falinase. Resumidamente, apds descongelacdo a +4 °C, as
amostras de saliva foram tratadas de acordo com o seguinte

procedimento:

- Procedimento de extraccdo metanol-acido: Extraccdo de

componentes de baixa massa molecular em metanol-acido
a 4 °C; para 1 volume de saliva foram adicionados 4
volumes de metanol contendo 0,1% de solucdo de &cido
trifluoroacético (TFA). Este primeiro passo realiza a
eliminacdo de proteinas de elevado peso molecular
(incluindo as enzimas de degradacé&o), que sédo
inactivados e precipitados em meio de &cido e metanol,
respectivamente e permite a solubilizacdo dos consti-
tuintes salivares de baixo peso molecular (£ 10 Kda).
A mistura de metanol foi rapidamente misturada em
vortice e centrifugada durante 15 min a +4 °C e 12 000
g; o metanol foi removido do sobrenadante apds

liofilizacdo a -110 °C.
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- Cromatografia de permuta catidénica de HPLC (HPLC-EC):

A saliva extraida com metanol foi solubilizada no
solvente A, i.e., acetato de ambénio a 10 mM pH 4,3, e
injectada numa coluna de HEMA-IEC BIO-1000 carboxi-
metilo (Alltech). 0Os componentes foram eluidos e
isolados de acordo com a sua caracteristica catidnica,
num gradiente linear de dois passos de 10-500 mM e
500-900 mM de acetato de amdénio a pH 4,7, respec-
tivamente e a 1 mL/min de taxa de fluxo. As fraccdes
de 2 mL foram recolhidas e testadas apdés a liofili-
zacdo para a sua poténcia inibidora da actividade de

ectopeptidase humana (LNCaP).

A qualidade e a recuperacdo de extraccdo e
sucessivas cromatografias foram estimadas wutilizando um
padrdo interno (o péptido tritiado: °H-YQRFSR) adicionado a
uma amostra salivar representativa, como ilustrado na
Figura 1; a recuperagdo do marcador adicionado a amostra
extraida correspondente a 2,5 mL de saliva humana foi
avaliada a 75-84%. Cromatografia de permuta catidnica de
HPLC de saliva extraida com metanol (Figura 2; perfil
representativo de um extracto salivar correspondente a 7 mL
de saliva humana) revelou claramente a presenca de dois
componentes salivares moleculares principais, que foram
eluidos no perfil de gradiente de acetato de aménio do

primeiro passo (10-500 mM) em tempos de retencdo de 26-28 e

e

36-38 min, respectivamente, e que inibiram em 2 90 a
endoprotedlise da substédncia P por peptidases ligadas a

membrana humanas (0Os 2 picos activos visualizados na figura
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2 com os tempos de retencgdo de 6 e 48 min correspondem a

exclusdo e ao volume total da coluna, respectivamente).

- Cromatografias de HPLC de fase reversa (RP-HPLC). As

fracgdes activas das HPLC-EC anteriores foram solubi-
lizadas no solvente A [0,1% TFA em H,0] e injectadas
numa coluna Synergi Max-RP (Phenomenex). Os compo-
nentes das amostras foram eluidos (1 mL/min) com um
gradiente linear de 1-99% de solvente B [acetonitrilo-
TFA, 100-0,1, em wvol.]. As fracgdes de 1 mL foram
recolhidas e analisadas apds liofilizacdo para a sua
poténcia inibidora em direccdo a actividade de
ectopeptidase humana da superficie celular (LNCaP). A
recuperacdo do marcador interno foi avaliada em 61%. O
fraccionamento por RPHPLC (Figura 3), das formas
moleculares activas isoladas das fraccdes 13-14 (26-28
min. de tempo de retencdo) da HPLC-EC anterior,
demonstrou a presenca de duas populacdes moleculares
principais inibindo a actividade de endopeptidase
humana, e que foram eluidas dentro do perfil de
gradiente de acetonitrilo aos tempos de retencdo de

23-25 e 28-30 min, respectivamente.

Estas fraccoes sofreram outro processo de
purificacdo numa coluna synergi Max-RP-HPLC nova, através
de eluicdo com um gradiente linear de 1-99% do solvente B
[100%5 de metanol-0,1% de TFA]. Os eluatos da coluna foram
recolhidos em tubos microsorb a intervalos de 1l-min e as

fraccdes foram testadas apds liofilizacdo quanto a sua
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actividade inibidora de NEP. Como apresentado na figura 4,
foram determinadas duas formas moleculares principais, que
inibiram a endoprotedlise da substédncia P por ectopepti-
dases humanas, foram por isso isoladas com tempos de
retencdo de 20-21 e 29-30 min respectivamente, e as suas

sequéncias de aminoacidos foram determinadas.

- Ciphergen ProteinChip e andlises de sequéncias de

aminoacidos. A anadlise da sequéncia N-terminal foi

realizada por degradacdo de Edman automatizada utilizando
sequenciadores de péptidos Applied Biosystems (plate-forme
d’Analyse et de Microségquencage des Protéines, Institut
Pasteur). A forma molecular que elui da uUltima RP-HPLC a
18 min de tempo de retencdo (fraccdo 20) correspondendo a
690 e 769,5 Da de massa molecular e to a seguinte sequéncia
de cinco residuos de aminoacidos: QRFSR. A fracgdo que elui
aos 26 min de tempo de retencdo (fraccdo 28) correspondeu a
dois componentes moleculares de 622-666 Da e 6495 Da,
respectivamente; a determinacdo de aminodcidos da massa
molecular mais elevada indicou gque corresponde a uma
sequéncia salivar de Polipéptido Bésico Rico em Prolin, a
sequéncia de 61 aminodcidos humana de PRP-E (Isemura et

al., 1982).

Por analogia com a sialorfina salivar de rato,
estes dados proporcionam evidéncia directa para a
existéncia de um tipo sialorfina salivar humana, um
pentapéptido QRFSR de estrutura e funcdo fortemente rela-

cionada com o pentapéptido QHNPR de rato e que é secretado
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para as secreg¢des salivares humanas; elas apoiam a tese de
que QRFSR é o produto maduro proteoliticamente processado a
partir de uma proteina precursora de um modo semelhante a
via de maturacdo de SMR1 e precursores do péptido-hormona.
Para além disso, como para o péptido QHNPR de rato, o
péptido QRFSR excretado parece ser acumulado nas secrecdes
salivares humanas em diferentes formas, entre as gquais as
formas livres incluindo provavelmente uma forma de sal de
acetato e as formas complexas envolvendo 1interaccdes

hidrofdébicas com PRP-E salivar.

EXEMPLO 4: Sintese e teste do péptido QORFSR

0O péptido OQRFSR foi sintetizado e analisado
quanto a sua capacidade para inibir a degradacdo do
substrato de NEP fisioldgico, a substancia P, in vitro, no
modelo experimental de incubacdo estdtica de membranas
celulares LNCaP humanas. O péptido QRFSR, inibiu a endopro-
tedlise extra-celular da substancia P mediada por NEP
humana expressa na superficie de células epiteliais da
prostata humana. A concentracdo eficaz para QRFSR wvariou
desde 1 até 25 uM, e sendo o valor de metade do méaximo
(IC50) a 11 uM (Figura 5). Surpreendentemente, mas de um
modo redundante em relacdo ao que foi observado com sialor-
fina de rato em relacdo a NEP humana, a eficiéncia inibi-
dora do péptido de QRFSR humano em relacdo a actividade de
NEP renal de rato é pelo menos 10-vezes inferior aquela
obtida em relacdo a NEP de superficie de c¢élula humana

(LNCaP). Surpreendentemente, o derivado do péptido YQRFSR,
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que foi sintetizado por tritio marcado e conjugacdo imuno-
génico para o desenvolvimento de anticorpos e sistema de
deteccdo de imunocensaio, pareceu exibir uma eficdcia inibi-
dora relativamente semelhante em relacdo as actividades de

ecto-endopeptidase humana e de rato (Figuras 6 e 7).

Tabela: Poténcia inibidora de péptidos naturais e derivados
humanos e de rato em relacdo a ambas as actividades de

ectoendopeptidase humana e de rato:

Ectoendopeptidase de |Células humanas |Tecidos de rato
QHNPR 4 até 40 PM 0,4 até 4 uM
QHNP > 50 uM

QRFSR 2,5 até 25 uM > 100 uM
YQORFSR 5 até 50 uM 5-75 uM

ORGPR > 90 uM

QRGPRGP 2 90 uM

Para além disso, o péptido QRGPR (20 - 90 uM) gque
pode estar potencialmente amadurecido a partir dos produtos
do gene hPB, n&do teve nenhum efeito sobre a endoprotedlise
da substancia P induzida pelas membranas celulares humanas
de ILNCaP; este resultado leva os inventores a propor que a
natureza de trés aminodcidos centrais do pentapéptido
inibidor de NEP natural (Q-Nterminal e R-Cterminal comum) é
determinar a assinatura para a afinidade e/ou especi-
ficidade da sua interaccédo funcional com ectoendopeptidase
NEP. Para além disso, apesar da forte analogia da sequéncia

de aminodcidos primdria entre a NEP de rato e humana (#
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85%), o0s inventores observaram uma especificidade relativa
na interaccdo funcional de ambos o inibidor natural-
pentapéptido, respectivamente o QHNPR de rato e QRFSR
humano. Todos estes resultados proporcionam evidéncia para
a existéncia de uma especificidade conformacional na secun-
daria e tercidria de ambas as ectoenzimas; a determinacéo
da estrutura cristalina do complexo bindrio formado com a
sialorfina ou seus derivados e a NEP humana deve permitir
ganhar visdo sobre o modo de ligacdo destes 1inibidores

competitivos naturais.

Os inventores utilizaram o péptido “H-YQRFSR
tritiado para estabelecer os parédmetros farmacocinéticos e
farmacodinédmicos, deste peptidomimético funcional humano de
sialorfina de rato in vivo em ratos machos adultos
(biodistribuicdo-biodisponibilidade-eliminacdo) assim como
para definir o seu mecanismo do metabolismo e o turnover in
vivo e in vitro, (Figura 8). As caracteristicas cromato-

graficas de RPHPLC revelaram que:

- o0 péptido YQRFSR n&do é metabolizado por membranas de
células humanas contendo NEP, na verdade 93% foi
recuperado como péptido intacto contra 94% na auséncia
de membranas metabolizantes,

- nas mesmas condicdes experimentais, o péptido YQRFSR

inibe em 70% a endoprotedlise da substancia P por

estas membranas celulares humanas.

Por isso, o YQRFSR é 0util para a investigacdo da
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actividade analgésica dos produtos de maturacdo de BPLP nos
dois modelos de rato comportamental de dor aguda, i.e., O
Teste da dor de Pin e o teste de Formalina, gque estudaram
para a caracterizacdo funcional da sialorfina in vivo

(Rougeot et al., 2003).
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REIVINDICACOES

1. Péptido que ¢ um produto de maturacdo da
Proteina Lacrimal Bésica zrica em Prolina (BPLP) ou um
derivado peptidico do referido produto de maturacdo, em

que:

- o0 péptido ou derivado peptidico apresenta uma
propriedade inibidora contra a metalo-ectopeptidase
NEP e/ou APN;

- o0 referido péptido inclui desde 3 até 15 aminoacidos
e sendo obtido através da clivagem do precursor da
proteina BPLP pela furina, convertases de PC ou PACE
4, e o referido derivado peptidico deriva do referido
péptido através de uma a duas substituicdes de amino-
dcidos e retém a especificidade de 1ligacdo e/ou
actividade fisioldgica do referido péptido; e

- o referido péptido ou derivado peptidico compreende

a sequéncia X1-X2-Arg-Phe-Ser-Arg, em que:

- X1 representa o 4tomo de H ou um aminocdcido
Tyr; e
- X2 representa Gln ou Glp em que X1 é H, ou X2

representa Gln quando X1 é Tyr;

em que a referida sequéncia X1-X2-Arg-Phe-Ser-Arg é a
parte C-terminal do referido péptido ou derivado de

péptido.
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2. Péptido da reivindicacdo 1, que consiste na

sequéncia X1-X2-Arg-Phe-Ser-Arg.

3. Péptido da reivindicacdo 2, em que o refe-

rido péptido compreende a sequéncia QRFSR ou YQRFSR.

4, Péptido da reivindicacdo 3, que consiste na

sequéncia QRFSR.

5. Péptido da reivindicacdo 3, que consiste na

sequéncia YQRFSR.

6. Acido nucleico que codifica um péptido de

qualquer uma das reivindicacdes 1 até 5.

7. Vector para clonagem e/ou expressdo, cujo

vector compreende um acido nucleico da reivindicacédo 6.

8. Célula hospedeira que compreende o &cido

nucleico da reivindicacdo 6 ou o vector da reivindicacédo 7.

9. Anticorpo que reconhece especificamente um

péptido de qualquer uma das reivindicacdes 1 até 5.

10. Composicdo farmacéutica gque compreende um
péptido de acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 até
5 ou um seu mimético, em associacdo com um veiculo

farmaceuticamente aceitéavel, em que o referido mimético é



PE1577320 -3 -

obtido (i) através de substituicdo de uma ou mais ligacdes
amida por uma ligacdo ndo amida, (ii) por substituicdo de
uma ou mais cadeias laterais de aminodcidos por uma unidade
quimica diferente, (iii) através da proteccdo de um ou mais
dos terminal N, o terminal C ou uma ou mals cadeias
laterais por um grupo de proteccédo, (iv) através da intro-
ducdo de ligacdes duplas e/ou ciclizacdo e/ou modificacéo
da estereoespecificidade na <cadeia lateral amino para
aumentar a rigidez e/ou afinidade de ligacdo, (v) através
do desenvolvimento de concepcdo de farmaco assistido por
computador, (vi) através da proteccdo dos grupos hidrofili-
cos NH; e COOH por esterificacdo com &alcoois lipofilicos ou
por amidacdo e/ou por acetilacdo ou adicdo de cadeia
hidrofébica carboxilalquilo ou aromética no terminal NHj,
(vii) através de retroinversdo isomérica das ligacdes CO-NH
amida ou metilacdo das fung¢des amida, ou (viii) através da

substituicdo de L aminoé&cidos por D amino&cidos.

11. Composicdo farmacéutica, compreendendo um
polimero de um péptido de acordo com as reivindicacdes 1
até 5, ou um seu mimético, em associacdo com um veiculo
farmaceuticamente aceitdvel, em que o referido mimético é
obtido (i) através de substituicdo de uma ou mais ligacdes
amida por uma ligacdo ndo amida, (ii) por substituicédo de
uma ou mais cadeias laterais de aminodcidos por uma unidade
quimica diferente, (iii) através da proteccdo de um ou mais
dos terminal N, o terminal C ou uma ou mais cadeias
laterais por um grupo de proteccdo, (iv) através da intro-

ducdo de ligacdes duplas e/ou ciclizacdo e/ou modificacéo
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da estereoespecificidade na cadeia lateral amino para
aumentar a rigidez e/ou afinidade de ligacdo, (v) através
do desenvolvimento de concepcdo de farmaco assistido por
computador, (vi) através da proteccdo dos grupos hidrofi-
licos NH, e COOH por esterificacdo com &4lcoois lipofilicos
ou por amidacdo e/ou por acetilacdo ou adicdo de cadeia
hidrofébica carboxilalgquilo ou aromética no terminal NHj,
(vii) através de retroinversdo isomérica das ligacdes CO-NH
amida ou metilacdo das fung¢des amida, ou (viii) através da

substituicdo de L aminoé&cidos por D amino&cidos.

12. Composicdo farmacéutica compreendendo um
dcido nucleico da reivindicacdo 6 ou um vector expressando
o referido &cido nucleico em associacdo com um veiculo

farmaceuticamente aceitével.

13. Composicdo farmacéutica compreendendo um
dcido nucleico gque codifica para a proteina BPLP ou um
vector expressando o referido &acido nucleico em associacgéo

com um veilculo farmaceuticamente aceitéavel.

14. Composicdo farmacéutica compreendendo um
anticorpo da reivindicacdo 9 em associac¢do com um veiculo

farmaceuticamente aceitével.

15. Composicdo farmacéutica compreendendo uma
proteina BPLP em associacdo com um veiculo farmaceuti-

camente aceitéavel.
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16. Utilizacdo de um péptido de acordo com qual-
quer uma das reivindicacbes 1 até 5 ou um seu mimético,
para a preparacdo de um medicamento para a prevengido ou
tratamento de uma doenca em que se procura a modulacdo da
actividade de uma metalopeptidase de membrana, em gue O
referido mimético € obtido (i) através de substituicdo de
uma ou mais ligacgdes amida por uma ligacdo ndo amida, (ii)
por substituicdo de uma ou mais cadeias laterais de
aminoacidos por uma unidade quimica diferente, (ii1)
através da proteccdo de um ou mais dos terminal N, o
terminal C ou uma ou mais cadeias laterais por um grupo de
proteccdo, (iv) através da introducdo de ligacdes duplas
e/ou ciclizacdo e/ou modificacdo da estereoespecificidade
na cadeia lateral amino para aumentar a rigidez e/ou
afinidade de 1ligacédo, (v) através do desenvolvimento de
concepcédo de farmaco assistido por computador, (vi) através
da proteccdo dos grupos hidrofilicos NH; e COOH por
esterificacdo com alcoois lipofilicos ou por amidacdo e/ou
por acetilacdo ou adicdo de cadeia hidrofébica carboxil-
alquilo ou aromadtica no terminal NH,, (vii) através de
retroinversdo isomérica das ligacdes CO-NH amida ou
metilacédo das funcdes amida, ou (viii) através da

substituicdo de L aminoé&cidos por D aminodcidos.

17. Utilizacdo da reivindicacdo 16, em gque a

metalopeptidase é uma metalopeptidase de zinco de membrana.

18. Utilizacdo da reivindicacdo 17, em que a

metalopeptidase é NEP ou APN.
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19. Utilizacdo de um péptido de acordo com
qualguer uma das reivindicac¢des 1 até 5 ou um seu mimético,
para a preparacdo de um medicamento para a prevengao ou
tratamento da dor, em que o referido mimético é obtido (i)
através de substituicdo de uma ou mais ligacdes amida por
uma ligacdo ndo amida, (ii) por substituicdo de uma ou mais
cadeias laterais de aminodcidos por uma unidade quimica
diferente, (iii) através da proteccdo de um ou mais dos
terminal N, o terminal C ou uma ou mais cadeias laterais
por um grupo de proteccdo, (iv) através da introdugdo de
ligacdes duplas e/ou ciclizacdo e/ou modificacdo da
estereoespecificidade na cadeia lateral amino para aumentar
a rigidez e/ou afinidade de ligacdo, (v) através do desen-
volvimento de concepcdo de farmaco assistido por computa-
dor, (vi) através da proteccdo dos grupos hidrofilicos NH;
e COOH por esterificacdo com é&lcoois 1lipofilicos ou por
amidacéao e/ou  por acetilacéo ou adicéo de cadeia
hidrofébica carboxilalquilo ou aromatica no terminal NHg,
(vii) através de retroinversdo isomérica das ligacdes CO-NH
amida ou metilacdo das func¢des amida, ou (viii) através da

substituicdo de L aminodcidos por D aminoécidos.

20. Utilizacdo da reivindicacdo 19, em que a dor

é crénica, aguda, inflamatdria visceral ou dor neuropatica.

21. Utilizacdo de um péptido de acordo com
qualquer uma das reivindicacdes 1 até 5 ou um seu mimético,

para a preparacdo de um medicamento para a prevencao ou
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tratamento de desequilibrio hidro-mineral, em que o
referido mimético ¢ obtido (i) através de substituicdo de
uma ou mais ligagdes amida por uma ligacdo ndo amida, (ii)
por substituicdo de wuma ou mais cadeias laterais de
aminodcidos por uma unidade quimica diferente, (iid)
através da proteccdo de um ou mais dos terminal N, o
terminal C ou uma ou mais cadeias laterais por um grupo de
proteccdo, (iv) através da introducdo de ligacdes duplas
e/ou ciclizacdo e/ou modificacdo da estereoespecificidade
na cadeia lateral amino para aumentar a rigidez e/ou
afinidade de 1ligacédo, (v) através do desenvolvimento de
concepcdo de farmaco assistido por computador, (vi) através
da proteccdo dos grupos hidrofilicos NH; e COOH por
esterificacdo com &lcoois lipofilicos ou por amidacdo e/ou
por acetilacdo ou adicdo de cadeia hidrofdébica carboxil-
alquilo ou aromatica no terminal NH;, (vii) através de
retroinversdo isomérica das ligacdes CO-NH amida ou
metilacdo das funcodes amida, ou (viii) através da

substituicdo de L aminoacidos por D aminoacidos.

22. Utilizacdo da reivindicacdo 21, para a
prevencdo ou tratamento de disturbios &sseos, dos dentes,
do rim, da paratirdéide, do péancreas, do intestino, do
estdmago, da préstata, e das gléndulas salivares que sé&o

provocados por um desequilibrio hidro-mineral.

23. Utilizacdo da reivindicacdo 22, em dgque o0
distlrbio é seleccionado a partir do grupo que consiste em

hiper ou hipo-paratiroidismo, osteoporose, pancreatite,
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litiase da glandula submandibular, nefrolitiase e

osteodistrofia.

24. Utilizacdo de um péptido de acordo com
qualguer uma das reivindicacdes 1 até 5 ou um seu mimético,
para a prevencdo ou tratamento de distlrbio de interpessoal
e comportamental debilitado, em que o referido mimético é
obtido (i) através de substituicdo de uma ou mais ligacdes
amida por uma ligacdo ndo amida, (ii) por substituicdo de
uma ou mais cadeias laterais de aminodcidos por uma unidade
quimica diferente, (iii) através da proteccdo de um ou mais
dos terminal N, o terminal C ou uma ou mais cadeias late-
rais por um grupo de proteccdo, (iv) através da introducéo
de ligacdes duplas e/ou ciclizacdo e/ou modificacdo da
estereoespecificidade na cadeia lateral amino para aumentar
a rigidez e/ou afinidade de ligacdo, (v) através do desen-
volvimento de concepcdo de farmaco assistido por computa-
dor, (vi) através da proteccdo dos grupos hidrofilicos NH;
e COOH por esterificacdo com é&alcoois 1lipofilicos ou por
amidacéao e/ou por acetilacéo ou adicéao de cadeia
hidrofébica carboxilalquilo ou aromédtica no terminal NH,,
(vii) através de retroinversdo isomérica das ligacdes CO-NH
amida ou metilacdo das funcgdes amida, ou (viii) através da

substituicdo de L aminodcidos por D aminoécidos.

25. Utilizacdo da reivindicacdo 24, em dque O
distirbio & seleccionado a partir do grupo gue consiste em
distirbio de evitamento, disturbio da diminuicdo da aten-

cdo, disturbio autista, disturbio do défice da atencéo,
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distlrbio da hiperactividade, distirbio da excitacdo, hos-
pitalismo, funcionamento interpessocal dificultado e rela-
cionamento com o mundo externo, disturbio da personalidade
esquizdide, esquizofrenia, distlrbio depressivo, interesse
no ambiente diminuido, actividade social dificultada ligada
com a sexualidade, e comportamento sexual dificultado,

incluindo ejaculacdo precoce e hiperactividade sexual.

26. Utilizacdo da reivindicacdo 24, em dque O

distirbio é um disturbio depressivo.

27. Utilizacdo de acordo com a reivindicacédo 16,

para a prevencdo ou tratamento de artrite inflamatodria.

28. Utilizacdo de acordo com a reivindicacédo 16,

para a prevencdo ou tratamento de hipertenséo.

29. Utilizacdo de acordo com a reivindicacédo 16,

em que o péptido actua como um agente natriurético.

30. Utilizacdo de um péptido de acordo com a
reivindicacdo 16, em que o péptido actua como um agente

diurético.

31. Utilizacdo de acordo com a reivindicacédo 16,

para a prevencdo ou tratamento de aterosclerose.

32. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 16,

para a prevencdo ou tratamento de um tumor.
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33. Utilizacdo de acordo com a reivindicacédo 16,
para a prevencdo ou tratamento da doenca inflamatdria do

intestino.

34. Utilizacdo de acordo com a reivindicacédo 16,

para o tratamento de infeccdes.

35. Utilizacdo de acordo com a reivindicacédo 16,

para controlar as respostas imuno-inflamatdrias.

36. Utilizacdo de acordo com a reivindicacédo 16,

para o tratamento de uma doenca neurodegenerativa.

37. Utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 36,
para o tratamento de uma doenca neurodegenerativa associada

com a amiloidose.

38. Utilizacdo de um &cido nucleico da reivin-
dicacdo 6, para a preparacdo de um medicamento para a
prevencdo ou tratamento de uma doenca como definido em

qualquer uma das reivindicacdes 16 a 37.

39. Utilizacdo de um anticorpo da reivindicacédo
9, para a preparacdo de um medicamento para a prevengao ou
tratamento de uma doenca como definido em qualgquer uma das

reivindicacdes 16 até 37.

40. Método in vitro para progndéstico, diagnds-
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tico ou determinacdo da evolucdo de um estado que envolve
uma producdo alterada de um péptido que é um produto de
maturacdo da BPLP de acordo com qualquer uma das reivin-
dicacdes 1 até 5, cujo método compreende detectar, ou
quantificar numa amostra bioldégica de um individuo de
teste, um péptido que é um produto de maturacdo da BPLP de
acordo com qualquer uma das reivindicacbes 1 até 5, em
comparacdo com a producdo do mesmo numa amosStra bioldgica

de um individuo de controlo.

41. Método da reivindicacdo 40, em gque a detec-
cdo da producdo de um péptido que é um produto de maturacédo
da BPLP de acordo com qualgquer uma das reivindicacdes 1 até
5 ¢é realizada colocando em contacto uma amostra bioldgica

com um anticorpo, como definido na reivindicacédo 9.

42. Método in vitro para o progndéstico ou
diagnéstico de um estado envolvendo uma produgdo alterada
de um péptido que ¢é um produto de maturacdo da BPLP de
acordo com gqualguer uma das reivindicacgdes 1 até 5, cujo
método compreende detectar numa amostra bioldgica de um
individuo de teste, uma anormalidade gquantitativa e/ou

qualitativa no gene BPLP ou no seu transcrito.
43. Método in vitro para o rastreio de compostos
quanto a sua capacidade para se ligarem a NEP, compre-

endendo os passos de:

a) incubar um composto candidato com uma célula que
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expressa NEP, na presenca de um péptido que & um
produto de maturacdo da proteina BPLP de acordo com
qualquer uma das reivindicacgdes 1 até 5;

b) determinar a capacidade do composto candidato
para competir com o referido produto de maturacdo para

ligagdo a NEP.

44, Método da reivindicacédo 43, compreendendo 0s

passos de:

a) preparar uma cultura de células ou preparar um
espécime de o6rgdo ou uma amostra de tecido que
expresse NEP;

b) adicionar o composto candidato a ser testado em
competicdo com uma concentracdo de meia saturacdo do
produto de maturacdo marcado da proteina BPLP de
acordo com qualguer uma das reivindicacdes 1 até 5;

c) incubar a cultura de células, espécime de 6rgédo
ou amostra de tecido do passo a) na presenca do
composto candidato durante um tempo suficiente e em
condic¢des para que a ligacdo especifica ocorra;

d) quantificar o marcador ligado especificamente a
cultura de células, espécime de dérgdo ou amostra de
tecido na presenca de varias concentracdes do composto

candidato.

45. Processo para determinar a afinidade de um
composto que se liga especificamente a NEP, compreendendo

0s passos de:
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a) preparar uma cultura de células ou preparar um
espécime de oérgdo ou uma amostra de tecido que
expressem NEP;

b) adicionar o composto candidato que foi previa-
mente marcado com um marcador vradiocactivo ou né&o
radiocactivo;

c) incubar a cultura de células, espécime de 6rgédo
ou amostra de tecido do passo a) na presenca do
composto candidato durante um tempo suficiente e em
condic¢des para que a ligacdo especifica ocorra;

d) quantificar o marcador ligado especificamente a
cultura de células, espécime de dérgdo ou amostra de
tecido na presenca de varias concentracdes do composto

candidato.

46. Método 1in vitro ©para rastrear compostos
quanto a sua capacidade para actuarem como agonistas ou
antagonistas de um péptido que é um produto de maturacdo da
BPLP de acordo com qualquer uma das reivindicac®es 1 até 5
sobre a actividade de NEP, cujo método compreende 0S8 passos

de:

a) incubar um composto candidato com uma célula gque
expresse NEP, na presenca de (i) um péptido que é um
produto de maturacdo da BPLP de acordo com qgqualqguer
uma das reivindicacdes 1 até 5, e (ii) um substrato de
NEP;

b) determinar a endoprotedlise do substrato de NEP



PE1577320 - 14 -

pela NEP, em que uma endoproteblise aumentada na
presenca do composto candidato, em comparac¢do com a
endoprotedlise na auséncia do composto candidato, é
indicadora de uma actividade antagonista; engquanto uma
endoprotedlise diminuida na presenca do composto can-
didato, em comparacdo com a endoprotebdlise na auséncia
do composto candidato, é indicadora de uma actividade

agonista.

47. Método da reivindicacdo 46, para rastrear um
composto que é um agonista de um péptido que é um produto
de maturacdo da BPLP de acordo com qualgquer uma das

reivindicacdes 1 até 5, compreendendo os passos de:

a) preparar a cultura de células ou preparar um
espécime de 6érgdo ou uma amostra de tecido que expres-
sem NEP;

b) incubar a cultura de células, espécime de 6rgédo
ou amostra de tecido do passo a) a concentracdes que
permitem medir a actividade enzimadtica de NEP na
presenca de (i) o composto candidato, (ii) a concen-
tracdo de meia saturacdo do péptido gque é um produto
de maturacdo da BPLP de acordo com qualgquer uma das
reivindicacdes 1 até 5 e (iii) um substrato NEP,
durante um tempo suficiente para que a endoprotedlise
do substrato de NEP ocorra em condicdes de velocidade
inicial;

c) quantificar a actividade da NEP presente no

material bioldégico do passo a) através da medicdo dos



PE1577320 - 15 -

niveis de endoprotedlise do substrato NEP, respec-
tivamente na presenca ou na auséncia do composto
candidato e na presenca ou na auséncia do referido
péptido que ¢é um produto de maturacdo da BPLP de

acordo com gqualgquer uma das reivindicacdes 1 até 5.

48. Método da reivindicacdo 46 para o rastreio
de um composto gue é um antagonista do péptido que é um
produto de maturacdo da BPLP de acordo com qualquer uma das

reivindicacbées 1 até 5, compreendendo os passos de:

a) preparar uma cultura de células ou preparar um
espécime de oérgdo ou uma amostra de tecido que
expressem NEP;

b) incubar a cultura de células, espécime de 6rgédo
ou amostra de tecido do passo a) a concentracdes que
permitem a medicdo da actividade enzimética de NEP em
condic¢des de velocidade inicial na presenca de uma
concentracdo submaxima de um péptido que é um produto
de maturacdo da BPLP de acordo com qualgquer uma das
reivindicacdes 1 até 5, e um substrato de NEP, na
presenca do composto candidato, durante um tempo
suficiente para que a endoprotedlise do substrato de
NEP ocorra nas condicgdes de velocidade inicial;

c) quantificar a actividade da NEP presente no
material bioldégico do passo a) através da medicdo dos
niveis de endoprotedlise do substrato de NEP,
respectivamente na presenca ou na auséncia do composto

candidato e na presenca ou na auséncia do péptido que
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¢ um produto de maturacdo da BPLP de acordo com

qualgquer uma das reivindicac¢des 1 até 5.

49, Método da reivindicacdo 47 ou 48, em que a
referida cultura de células, espécime de dérgdo ou amostra
de tecido é seleccionado a partir do grupo que consiste na
preparacdo de membrana ou cortes de medula espinal de um
mamifero, medula externa renal de mamifero, placenta,
testiculos, prdéstata ou o0sso, ou tecidos e/ou células de
origem em murganho, rato ou humana ou linhas celulares

transfectadas com cDNA de metaloectopeptidase.

Lisboa, 18 de outubro de 2012
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