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PROFILAXIA DE DOENGAS INDUZIDAS PELO VIRUS DA HEPATITE C E DE VIRUS ASSOCIADOS A

ESTE.



RESUMO

“INIBIDORES DO VIRUS DA HEPATITE C”

A presente invencdo diz respeito a métodos nos quais
sdo wutilizados péptidos ou derivados de péptidos para
inibir uma infeccdo com o virus da hepatite C. A presente
invencao tem por base, em parte, a descoberta de que a
glicoproteina E2 do invélucro do virus da hepatite C possui
dominios que nédo foram ainda descritos que sdo importantes
para as interacg¢des com as proteinas celulares ou virais,
necessarias para as fases iniciais da infecg¢&o com o VHC.

A presente invengdo proporciona péptidos e métodos para o
tratamento e para a profilaxia de doencas induzidas pelo

virus da hepatite C e de virus associados a este.



DESCRICAO

“INIBIDORES DO VIRUS DA HEPATITE C”

CAMPO DA INVENCAO

A presente invencdo diz respeito a péptidos e a sua
utilizacgdo no tratamento ou na prevencao de infeccbes com o
virus da hepatite C (VHC).

ANTECEDENTES DA INVENCAO

Os virus precisam de infectar as células hospedeiras
para se replicarem, produzir uma infecgcdo dque alastre e
provocar uma doenca. Para uma infecgdo com virus que
possuem um invdélucro € necessadrio ocorrer a ligacdo do
virdo a uma ou vVvarias estruturas na superficie celular
(Flint e McKeating, 2000). O passo inicial pode consistir
numa ligagdo ndo especifica de baixa afinidade (Barth et
al., 2003). Subseguentemente, o virus liga-se com uma
afinidade elevada aos receptores primdrios e depois, em
alguns casos, aos receptores secundarios e aos Co-
receptores (Bartosch et al., 2003; Hsu et al., 2003;
Roccasecca et al., 2003; Cormier et al., 2003; Pohlmann et
al., 2003; Zhang et al., 2004). Os passos de ligacgdo a
superficie celular podem estar associados a diversos
rearranjos estruturais nas proteinas de superficie do viréo
e a alteracdes nas interaccgdes proteina-proteina entre as
proteinas da superficie viral (Jardetsky e Lamb, 2004;
Modis et al., 2004; Bressanelli et al., 2004; Gibbons et
al, 2004). Os passos finais podem expor o péptido de fuséao,
um dominio hidrofdébico de uma glicoproteina viral que é
capaz de interagir com as membranas celulares (Flint et
al., 1999; Allison et al., 2001). Em alguns casos, a
ligagdo do virus aos receptores da superficie celular da
inicio a absorcgéo dos virus através de vias endociticas, ou

vias vesiculares semelhantes (Garry e Dash, 2003; Jardetsky



e Lamb, 2004). A exposicdo a condig¢des mais acidicas nas
vesiculas pode desencadear alteracgdes conformacionais nas
proteinas da superficie wviral, incluindo as expostas ao
péptido de fusdo (Kuhn et al., 2002; Lescar et al., 2001).
Para a maioria dos wvirus, a ligacdo ao receptor celular
consiste ©principalmente na fungdo de uma proteina da
superficie viral, ao passo que a fusdo das membranas viral
e celular consiste principalmente na funcdo de uma outra
proteina da superficie viral. Como exemplo de um virus com
uma proteina diferente de ligacdo ao receptor e de fuséao
refere-se o VIH. A proteina de ligacdo ao receptor de VIH é
uma glicoproteina de superficie (SU; gpl20) e a proteina de
fusdo é uma glicoproteina transmembranar (TM; gp4l) (Kwong
et al., 1998; Gallaher et al., 1987; 1989). A maioria dos
virus com proteinas de fusdo de classe I, em que o péptido
de fusdo estd localizado no terminal amino ou prdéximo
deste, por exemplo, retrovirus, ortomixovirus,
paramixovirus, arenavirus e coronavirus, utilizam apenas
uma proteinas para a ligacdo ao receptor e uma outra para a
fusdo (Wilson et al., 1981; Gallaher et al., 1996; 2001).
Os alfavirus, que possuem uma proteina de fusdo de classe
II, com um péptido de fusdo 1interno, também utilizam
principalmente uma proteina para a ligacdo ao receptor e
uma outra proteina para a fusdo das membranas viral e
celular (Straus e Straus, 1994). A proteina (E) do
invélucro codificada por membros dos género flavivirus da
familia Flaviviridae possul um péptido de fusdo interno, o
qual serve para a ligacgdo ao receptor e para a funcao de
fusdo (Allison et al., 2001).

O virus da hepatite C codifica duas glicoproteinas do
invélucro, E1 (gp35) e E2 (gp70), as quais possuem dominios
de ancoragem transmembranares no terminal C (Flint e
McKeating, 2000). A E2 interage com diversas proteinas da
superficie das células (CD81, SR-BI e L-SIGN) o gue sugere

que é a proteina de ligacdo ao receptor do VHC (McKeating,



2004). A funcdo da El1 é menos clara e pode actuar como
acompanhante da E2 (Flint et al., 1999; Garry e Dash,
2003). Os péptidos sintéticos que correspondem a E2 do

virus da hepatite C podem bloquear infecg¢des mediadas pelo
virus da hepatite C. Determinagdes estruturais da E2 do
virus da  hepatite C ©permitiram identificar diversas
caracteristicas, até entdo desconhecidas, da E2 do virus da
hepatite C para o desenvolvimento de fadrmacos e de vacinas.

A familia dos flavivirus compreende diversos
patogénios humanos e de animais importantes. O virus da
hepatite C (VHC) <constitui a causa viral principal de
hepatite crdénica, cirrose, insuficiéncia hepéatica e
carcinoma hepatocelular (Poynard et al., 2003). Apenas nos
Estados Unidos, estima-se que cerca de 4 milhdes de pessoas
estejam infectadas com o VHC. Este numero representa um
numero cerca de quatro vezes superior ao numero de pessoas
infectadas com VIH. Nos Estados Unidos, em cada ano,
ocorrem entre 30000 e 50000 novas infecgdes com VHC e
morrem cerca de 15000 a 20000 pessoas. Além do mais, prevé-
se que este numero aumente dramaticamente devido a porcgéo
substancial de individuos infectados com VHC que apresentam
uma fraca resposta ou mesmo nenhuma aos uUnicos farmacos
aprovados para terapéutica (isto &, tratamento com
interferdes e/ou ribavirina). A infeccdo com o VHC propaga-
se principalmente através da partilha de agulhas no grupo
dos toxicodependentes, embora haja algum risco a partir de
acidentes com agulhas, de produtos sanguineos anteriores a
1992, dialise sanguinea crdénica e contacto sexual
frequente. O0Os tratamentos actuais para o VHC utilizando
ribavirina e interferdo custam aproximadamente entre $8000
e $20000 por ano, e apresentam apenas um sucesso parcial em
cerca de metade dos pacientes tratados. No total, cerca de
80% dos portadores do VHC padecem de hepatite crdénica e
cirrose, e entre estes 25% irdo desenvolver doencas

terminais de figado ou carcinoma hepatocelular (HCC)



(Colombo, 2000). A doenca de etapa final com VHC constitui
a indicacdo mais frequente para os transplantes hepéticos,
sendo o seu custo entre $250000 e $300000. Assim, sédo
extremamente necessdrios melhores fadrmacos para tratar
infecgdes com VHC e uma vacina eficaz para a prevencao de

infec¢gdes com VHC.

DESCRICAO ABREVIADA DA INVENGAO

A presente invencdo diz respeito a composicgdes, tais
como definidas nas reivindicacgdes, que compreendem péptidos
ou derivados de péptidos e a métodos que utilizam tais
composigdes para o tratamento, para a prevengcao ou para a
inibicdo de infeccgdes com o virus da hepatite C (VHC) e com
virus associados a este. O inventor concluiu gque a
glicoproteina E2 codificada pelo VHC (bem como os analogos
de virus associados a este) apresenta dominios que ainda
ndao foram descritos, os quais s&do 1importantes para a(s)
interaccédo (6es) e para os rearranjos de E2 com E2 e/ou EI1,
para interacg¢gdes com afinidade elevada com receptores
celulares ou para interacgdes proteina-proteina E2 e E1-E2
que ocorrem antes da fusao viradao:membrana celular. Assim, a
presente 1invencdo proporciona péptidos e métodos para o
tratamento e para a profilaxia de doencas induzidas pelo
VHC e por virus associados a este.

A presente invencdo diz gque a glicoproteina E2 do
invélucro do VHC apresenta diversos dominios que podem ser
o alvo de péptidos sintéticos para blogquear a infeccdo e a
patogénese. As regibdes E2 de VHC sao importantes para a
ligagao do VHC aos seus receptores de afinidade reduzida ou
elevada, para rearranjos de E2 ou para interaccgdes
proteina-proteina de E2 gque ocorrem antes da fuséo
virdo:membrana celular. A presente invencdo também diz
respeito e proporciona péptidos sintéticos, tais como

definidos nas reivindicag¢des, 0s dquals podem 1inibir a



ligacdo ao receptor e outros passos pré-fusdo mediados por
E2 de VHC.

As caracteristicas da glicoproteina 2 do invélucro do
virus da hepatite C aqui identificadas proporcionam linhas
de orientacdo para o desenvolvimento de vacinas e/ou de
fdrmacos para a prevencgado ou para o tratamento de infeccgdes
com o virus da hepatite C. 0 alvo dos péptidos é a E2, que
a proteina de ligacdo ao receptor de VHC. Embora tenham
sido j& desenvolvidas proteinas, tais como CD4 soluvel,
quemocinas e anticorpos que bloqueiam a infecg¢do por serem
direccionadas as interacgdes de ligagdo do receptor virao,
ndo foram ainda descritos os miméticos peptidicos de
proteinas da superficie viral que bloqueiam estes e outros
passos pré-fusdo. Antes de se encontrarem disponiveis os
dados de estrutura obtidos por raios X (Qureshi et al.,
1990; WwWild, et al., 1993; 1994), foram desenvolvidos
diversos inibidores de VIH-1 potentes com base no modelo de
proteinas de fusdo para o VIH-1 de ‘Gallaher TM’ (Gallaher
et al., 1989). Um destes inibidores, o péptido FUZEON®
(também designado por enfuvirtida, DP178; T20) demonstrou
reduzir substancialmente a carga de VIH-1 em pacientes com
SIDA, em ensailos clinicos (Lalezari, et al., 2003). Os
farmacos de péptidos, os quais constituem o objecto da
presente invencgdo, também foram desenvolvidos na auséncia
de dados estruturais por raios X. O FUZEON® é dirigido a
proteina de fusdo do VIH e as etapas da entrada de VIH que
implicam a fusédo entre as membranas viral e celular. Ha
determinados péptidos inibidores da E2 do virus da hepatite
C humana que sao dirigidos a etapas diferentes do ciclo de
replicacdo viral do que os que sdo o alvo do FUZEON® e por
outros inibidores peptidicos virais conhecidos. Os féarmacos
de péptidos a base de E2 deverdo ter um desenvolvimento
relativamente facil, com base na identificacéao da
requerente dos dominios E2 que podem ser o alvo de péptidos

sintéticos para bloquear a infeccédo e a patogénese. Uma vez



que tenha sido descrito um inibidor peptidico eficaz seré
possivel desenvolver um fadrmaco ndo peptidico.

De um modo mais especifico, a presente invencéo
proporciona composicbes para o tratamento ou para a
prevencdo de infeccdo com o virus da hepatite C. A invencéo
diz respeito a descoberta, tal como aqui descrita, dos
dominios da E2 do virus da hepatite C, o0s quais podem ser o
alvo de péptidos sintéticos para bloquear as infeccgdes e a
patogénese. 0Os péptidos ou os derivados de péptidos podem
inibir a ligag¢do ao receptor do virus da hepatite C, os
rearranjos estruturais da E2 ou as interaccgdes proteina-
proteina, ou outros passos pré-fusdo. A presente invencéao
proporciona a usa utilizacdo para o tratamento e para a
profilaxia de doencgas induzidas pelo virus da hepatite C.

De acordo com diversas variantes, a invencao
proporciona composicdes farmacéuticas que compreendem um ou
vadrios péptidos seleccionados entre o conjunto constituido
por uma qualquer das sequéncias compreendidas entre a SEQ
ID NO: 1 e SEQ ID NO: 42.

Um aminodcido homdélogo ¢é um aminodcido com uma
semelhanca quimica ou funcional em relagdo a um outro
aminodcido. com conjuntos de aminodcidos homélogos refere-
se: 0s aminodcidos nao polares: alanina, leucina,
isoleucina, wvalina, prolina, fenilalanina, triptofano e
metionina; os aminodcidos neutros polares: glicina, serina,
treonina, cisteina, tirosina, asparagina e glutamina; os
aminodcidos hidrofdbicos: leucina, isoleucina, valina,
metionina, alanina, fenilalanina; os aminocdcidos Dbésicos:
lisina, arginina, histidina; os aminodcidos &cidos e as
suas amidas: &cido aspdrtico, asparagina, &acido glutémico,
glutamina; os aminodcidos aromdticos: tirosina, triptofano,
fenilalanina, histidina; os &lcoois de aminodcidos: serina,

treonina; e os aminodcidos pequenos: glicina, prolina.



Tais péptidos também podem compreender, por exemplo,
mas sem que isso constitua qualgquer limitacdo, um ou varios
D-aminoacidos.

De acordo com diversos aspectos desta variante, a
invengcao proporciona composicdes gque compreendem um ou
varios péptidos que possuem um ou varios dos seguintes
tragos:

A) péptidos que possuem a sequéncia de aminodcidos
seleccionado entre qualquer uma das SEQ ID NO: 1 e SEQ 1ID
NO: 42, em que a extremidade do terminal N do péptido
termina num grupo amino e a extremidade do terminal C
termina num grupo carboxilo;

B) péptidos que possuem a sequéncia de aminodcidos
seleccionada entre qualquer uma das SEQ ID NO: 1 e SEQ 1ID
NO: 42, em que a extremidade no terminal N do péptido
termina num radical seleccionado entre o conjunto
constituido por: um grupo acetilo, um grupo hidrofdébico, um
grupo carbobenzoxilo, um grupo dansilo, um grupo t-
butoxicarbonilo ou um grupo veicular macromolecular,
seleccionado entre um conjugado de lipidos, um polietileno-
glicol ou um carbo-hidrato e/ou em que a extremidade no
terminal C do péptido termina num radical seleccionado
entre o conjunto constituido por um grupo amidogénio, um
grupo hidrofdébico, um grupo t-butoxi-carbonilo, ou um grupo
macromolecular, seleccionado entre um conjugado de lipidos,
polietileno-glicol ou um carbo-hidrato;

C) péptidos gque possuem a sequéncia de aminodcidos
seleccionada entre qualquer uma das SEQ ID NO: 1 e SEQ 1ID
NO: 42, com a excepgao de existir pelo menos uma ligacéao
que liga residuos de aminoadcidos adjacentes que ¢é uma
ligacgcdo nédo peptidica;

D) péptidos que possuem a sequéncia de aminodcidos
seleccionada entre qualquer uma das SEQ ID NO: 1 e SEQ 1ID
NO: 42, com a excepgdo de existir pelo menos um residuo

aminodcidos que possui a configuracdo de isdémero D.



A presente invencdo também proporciona anticorpos
purificados que reagem de forma especifica com um ou varios
dos péptidos descritos antes.

A presente 1nvencdo também proporciona composicdes
farmacéuticas para o tratamento ou para a prevencdo de
infecgdes com o VHC, nas quais a composicdo compreende um
ou varios dos péptidos e/ou dos anticorpos, conforme
descritos antes.

H& outros aspectos da invencdo, os quais sdo descritos

nas reivindicacdes.

Abreviaturas
VHC - virus da hepatite C

HSA - soro de albumina humana

DESCRICAO ABREVIADA DOS DESENHOS

Figura 1: alinhamento das sequéncias do péptido E2 de
proteina a partir de duas estirpes do virus da hepatite C
que mostra as localizacgbdes dos péptidos activos. Foram
alinhadas sequéncias EZ2 obtidas a partir de H77, uma
estirpe de gendétipo la do VHC e uma estirpe 1b um gendtipo
J4 de VHC. O simbolo “:” designa aminocdcidos iguais e o
simbolo “.” Designa um aminodcido semelhante nas duas
sequéncias. As barras colocadas por cima ou em baixo da
sequéncia de péptido indicam as localizacgdes dos péptidos,
as qgquals sao numeradas de acordo com o apresentado nos
quadros 7 e 8, e qgque inibem as infeccdes com um pseudotipo
de VHC.

Figura 2: especificidade dos péptidos inibitérios de
E2 de VHC. Os péptidos de E2, numerados de acordo com o
descrito nos quadros 7 e 8, foram adicionados a pseudotipos
gque contém as proteinas nucleares de VIH e de E1 e E2 de
VHC, da superficie do virus da leucemia de murinos e de
glicoproteinas transmembranares (SU e ™) ou de

glicoproteina do virus de estomatite vesicular (G). Os



sobrenadantes também foram tratados com o veiculo DMSO por
si 86 ou com um Acm (anticorpo monoclonal) para E2 de VHC,
o qual ¢é conhecido para neutralizar as infecgbes com o
pseudotipo. O péptido tratado e os pseudotipos de controlo
foram adicionados as células, as quais foram mantidas a
incubar a 37°C durante 72 horas. 0Os lisados de células
foram entédo testados quando a actividade de luciferase
conforme descrito (Hsu et al., 2003).

Figura 3: estruturas de glicoproteinas E2 de
hepacivirus que apresentam as localizacgdes dos péptidos
activos, numerados de acordo com o descrito nos quadros 7 e
8. Construiu-se um modelo bidimensional da proteina E2 do
invdélucro de VHC utilizando uma ferramenta informdtica de
protedmica e efectuou-se a comparagdo com outras proteinas
de ligagdo ao receptor de outros virus de ARN. Estao
indicadas as sequéncias gue proporcionaram uma redugdo
superior a 70% em termos de capacidade de infeccédo do
pseudotipo de VHC.

Figura 4: modelo que ilustra o local de pré-fusao da
acgcado dos péptidos E2 de VHC. Painel A. Perturbacdo dos
péptidos E2 das interaccgdes E1-E2 ou das interacgdes E2-E2
em virdes de VHC. Painel B: perturbacdo de E2 de VHC de

interacgdes entre virdo de VHC-receptor.

DESCRICAO MINUCIOSA DA INVENCAO

A presente invencdo diz respeito a composigdes e as
utilizacdes de tais composicgdes para a prevengao ou para o
tratamento de infecgbdes com o VHC. Em teoria, prevé-se que
as composicdes e utilizagbes apresentadas sejam efectuadas
por meio da inibigdo da fusdo entre o invdlucro do virédo e
a membrana celular, processo este que transporta o genoma
viral para o citoplasma celular.

De acordo com varias variantes, a invencdo proporciona
a identificacdo e a sequéncia de péptidos que inibem o VHC,

que representam porgdes especificas da glicoproteina E2 do
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VHC. Cré-se que estas proteinas de péptidos E2 actuem por
meio de interferéncia com a ligacdo ao receptor ou com O
seu blogqueio. Tais péptidos incluem os péptidos
representados pelas SEQ ID NOs: 1 a 42 e seus derivados,
conforme a seguir descrito.

De acordo com aspectos particulares desta variante da
invencdo, as composicdes que compreendem os péptidos que
correspondem a glicoproteina E2 do invdlucro do VHC sao
Uteis em intervalos grandes de doses (conforme ilustrado no
exemplo 1, estes péptidos sao eficazes na inibicdo da fusao
do VHC com células).

Para melhor clarificar a invencdo, mas sem gque 1SsO
constitua qualquer limitacdo, a descrigcdo da presente
invencgdo irad ser dividida nas seguintes subsecgdes.

(i) Péptidos da invencao

(i1) Utilizagdes da invencdo (incluindo composicgdes e

utilizagdes dos péptidos)

Quadro 1: péptido 1 inibidor de E2 do VHC

PROTEINA SEQUENCIA”

HCV E2 a X-LVGLLTPGAKQNIQLINTNGSWHINS-Z (SEQ ID NO:1)

HCV E2 b X-FTSLFSSGASQKIQLVNTINGSWHINR Z (SEQ ID NO:7)
HCV E2 a X-LAGLFTSGAKQNIQLINTNGSWHINR-Z (SEQ ID NO:8)
HCV E2 b X-FTSFFTRGPSQNLQLVNSNGSWHINS-Z (SEQ ID NO:9)
HCV E2 a X-LANLFSSGSKQNLQLINSNGSWHINR-Z (SEQ ID NO:10)
HCV E2 as |X-LTSFFNPGPQRQLQFVNTNGSWHINS-Z (SEQ ID NO:11)
HCV E2 a X-FASLLTPGAKQNIQLINTNGSWHINR-Z (SEQ ID NO:12)

Quadro 2: péptido 2 inibidor de E2 do VHC

PROTEINA SEQUENCIA”
HCV E2 la X-CNESLNTGWLAGLFYQH-Z (SEQ ID NO:2)
HCV E2 1b X-CNDSLHTGFLAALFYTH-Z (SEQ ID NO:13)
HCV E2 2a X-CNDSLNTGFIASLFYTY-Z (SEQ ID NO:14)
HCV E2 3b X-CNDSLNTGFIAGLFYYH-Z (SEQ ID NO:15)
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HCV E2 4a X-CNDSLNTGFLASLFYTH-Z (SEQ ID NO:16)
HCV E2 ba X-CNDSLQTGFIAGLMYAH-Z (SEQ ID NO:17)
HCV E2 6a X-CNDSLQTGFLASLFYTH-Z (SEQ ID NO:18)

Quadro 3: péptido 3 inibidor de E2 do VHC

PROTEINA SEQUENCIA”

HCV E2 la X-YSWGANDTDVFVLNNTRPPLGNWFGCTWMNS TGF -7
(SEQ ID NO:3)

HCV E2 1b X-YSWGENETDVMLLNNTRPPQGNWFOCTWMNS TGF—Z
(SEQ ID NO:19)

HCV E2 2a X-YTWGENETDVF ILNSTRPPGGSWFGGTWMNS TGF—7Z
(SEQ ID NO:20)

HCV E2 3b X-YRFGVNESDVFLLTSLRPPQGRWFGCVWMNSTGF -7
(SEQ ID NO:21)

HCV E24a X-YTWGENETDVFLLNSTRPPHGAWFGCVWMNSTGF-Z
(SEQ ID NO:22)

HCV E2 5a X-YNWGSNETDILLLNNIRPPAGNWFGCTWMNSTGF-Z
(SEQ ID NO:23)

HCV E2 6a X-YTWGENETDVFMLESLRPP TGGWFGCTWMNS TGF -7

(SEQ ID NO:24)

Quadro 4: péptido 4 inibidor de E2 do VHC

PROTEINA SEQUENCIA”

HCV E2 la | X-DYPYRLWHYPCTINYTIFKVRMYVGGV-Z (SEQ ID NO:4)

HCV E2 1b | X-DYPYRLWHYPCTLNFSIFKVRMYVGGV-Z (SEQ ID NO:25)
HCV E2 2a | X-DYPYRLWHYPCTINYTIFKIRMYVGGV-Z (SEQ ID NO:26)
HCV E2 3b | X-DYPYRLWHYPCTVNFSIFKVRMFVGGH-Z (SEQ ID NO:27)
HCV E2 4a | X-DYPYRLWHFPCTANFSVFNIRTFVGGI-Z (SEQ ID NO:28)
HCV E2 5a | X-HYPYRLWHYPCTVNYTIFKVRMFIGGL-Z (SEQ ID NO:29)
HCV E2 6a | X-DYAYRLWHYPCTVNFTLHKVRMFVGGT-Z (SEQ ID NO:30)

Quadro 5: péptido 5 inibidor de E2 do VHC

PROTEINA

SEQUENCIA”
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HCV E2 1la X-ALSTGLTHLHQONIVDYQYLYGYGSSJASWAIKWEY-Z (SEQ ID
NO:5)

HCV E2 1b X-ALSTGLIHLHQNIVDVQYLYGVGSAFVSFATKWEY-Z (SEQ ID
NO:31)

HCV E2 2a X-ALSTGLLHLHQNIVDVQONIVDQYGLSPALTKVIVRWEW-Z (SEQ
ID NO:32)

HCV E2 3b X-RLSTGLTIHLHONIVDVQYLYGVGSAWGWALKWEF-Z (SEQ ID
NO:33)

HCV E2 4a X-ALSTGLMLHQNIVDVQYLYGVGSAVVSWALKWEY-Z (SEQ 1ID
NO:34)

HCV E2 5a X-ALSTGLWLHOQNWDTQYLYGLSSSIVSWAVKWEY-Z (SEQ 1ID
NO:35)

HCV E2 o6a X-ALSTGLIHLHQONIVDVQYLYGVSTNVTSWVVKWEY-Z (SEQ ID
NO:36)

Quadro 6: péptido 6 inibidor de E2 do VHC
PROTETNA SEQUENCIA”

HCV E2 la X-VVLLFLLLADARVCSCLWMNIILLISQAEA-Z (SEQ ID
NO:6)

HCV E2 1Db X-ILLLFLLLADARVCACLWMIVILLIAQAEA-Z (SEQ ID
NO:37)

HCV E2 2a X-VVLLFLLLADARVCACLWMLILLGQAEA-Z (SEQ ID NO:38)

HCV E2 3b X-VVLVFLLLADARVCVALWMMLLISQAEA-Z (SEQ ID NO:39)

HCV E2 4a X-VVLAFLLLADARVSAYLWMMEFMVSQVEA—-Z (SEQ ID
NO:40) .

HCV E2 5a X-IMLVFLLLADARICTCLLILLLICQAEA-Z (SEQ ID NO:41)

HCV E2 6a X-IVLMFLVLADARICTCLWLMLLISTVEA-Z (SEQ ID NO:42)




13

Nos gquadros 1 a 6, os simbolos “X” e “Z” representam
respectivamente, para cada péptido, o radical do terminal N
e C. Tal como descrito antes, o radical do terminal N pode
ser um grupo amino ou pode ser seleccionado entre o
conjunto constituido por um grupo acetilo, um grupo
hidrofdébico, um grupo carbobenzoxilo, um grupo dansilo, um
grupo t-butoxicarbonilo ou um grupo macrocelular veicular
e/ou o radical no terminal C do péptido pode ser um grupo
carboxi ou podem ser um radical seleccionado entre o
conjunto constituido por um grupo amidogénio, um grupo
hidrofdébico, um grupo t-butoxicarbonilo ou um grupo

macromolecular.

Péptidos da invencédo

E possivel utilizar de acordo com a invencdo, qualquer
péptido ou proteina, tal como definido nas reivindicacgdes,
que iniba a fusdo entre o invdélucro do virdo E2 do virus da
hepatite C e a membrana celular, incluindo o E2 do virus da
hepatite C que infecta os seres humanos bem como
hospedeiros ndo humanos. De acordo com a invengao, estes
inibidores sado péptidos associados a diversos dominios que
interactuam com a membrana de E2 do virus da hepatite C,
conforme aqui definido.

De acordo <com a presente invencao, os péptidos
inibidores de E2 do wvirus da hepatite C sdo idénticos ou
homélogos as sequéncias de aminodcidos aqui definidas.

Os péptidos podem ser produzidos a partir de proteinas
virais que ocorrem naturalmente ou a partir de proteinas
virais recombinantes ou entdo podem ser produzidos
utilizando técnicas convencionais de ADN recombinante
(v.g., a expressao do péptido por um microrganismo que
contém moléculas de 4acido nucleico recombinante gue
codificam o péptido desejado, sob o controlo de um promotor
transcripcional adequado, e também a colheita do péptido

desejado a partir do microrganismo referido). De
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preferéncia, os péptidos da invengdo podem ser sintetizados
de acordo com qualgquer metodologia conhecida na
especialidade, incluindo, mas sem dgque 1sso constitua
qualquer limitacdo, a sintese de fase sélida de Merrifield
(Clark-Lewis et al., 19806).

Como E2IP refere-se aqueles que contém, engquanto
sequéncias primadrias de aminoéacidos, a sequéncia de
aminodcido do péptido 1 inibidor do E2 do virus da hepatite
C: LVGLLTPGAKQNIQLINGSWHWS, SEQ ID NO:1; do péptido 2
inibidor do E2 do VHC: CNESLNTGWLAGLFYQH, SEQ ID NO:2; do
péptido 3 inibidor do E2 do VHC: YSWGANDTDVEVLNN-
TRPPLGNWEFCCTWMNSTGF, SEQ ID NO:3; do péptido 4 inibidor do
E2 do VHC: DYPYRLWHYPCTINYTIFKVRMYVGGV, SEQ ID NO:4; do
péptido 5 inibidor do E2 do VHC: X-ALSTGLIHLHQNIVDV-
QYLYGVGSSIASWAIKWEY, SEQ ID NO:5; do péptido 6 inibidor do
E2 do VHC: VVLLFLLLADARVCSCLWMNELISQAEA, SEQ ID NO:6.

Além disso, conforme salientado antes, de acordo com
uma qualquer variante da invencao o radical do terminal N
dos péptidos pode ser um grupo amino (conforme ¢é
tipicamente encontrado em proteinas/péptidos gque ocorrem
naturalmente) ou pode ser seleccionado entre o conjunto
constituido por um grupo acetilo, um grupo hidrofdbico, um
grupo carbobenzoxilo, um grupo dansilo, um grupo t-butoxi-
carbonilo ou um grupo veicular macrocelular e/ou o radical
do terminal C dos péptidos pode ser um grupo carboxi
(conforme ¢é tipicamente encontrado em proteinas/péptidos
que ocorrem naturalmente) ou entdo pode ser um radical
seleccionado entre o conjunto constituido por um grupo
amidogénio, um grupo hidrofdébico, um grupo t-

butoxicarbonilo ou um grupo macrocelular.

Utilidade da invencéo
Os péptidos inibidores de E2 do virus da hepatite C de
acordo com a presente invencado podem ser utilizados para

inibir infecgbdes com o virus da hepatite C e podem,
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consequentemente, ser wutilizados para o tratamento de
infecgdes com o virus da hepatite C e também para a
profilaxia contra infecg¢gdes com o virus da hepatite C. os
péptidos da invencdo podem ser administrados aos pacientes
utilizando qualguer veiculo farmacéutico estéril e
biocompativel, incluindo, mas sem dque 1sso constitua
qualguer limitacédo, soluto salino, soluto salino tamponado,
dextrose e 4agua. Os métodos para a administracdo dos
péptidos aos pacientes sdo bem conhecidos dos especialistas
na matéria, incluindo, mas sem que 1isso constitua qualquer
limitacéao, as vias intradérmica, intramuscular,
intraperitoneal, intravenosa, subcuténea, oral e
intranasal. Além do mais, poderd ser desejivel introduzir
as composigbes farmacéuticas da invencdo no sistema nervoso
central utilizando qualqgquer via adequado, incluindo
injecg¢des intraventricular e intratecal.

A  presente invengcdo proporciona composicgdes, em
particular composicgdes farmacéuticas, que compreendem
péptidos inibidores de E2 do virus da hepatite C tal como
aquili definidos (conforme descrito supra), as quais séo
administradas por via de liposomas, microparticulas ou
microcdpsulas. De acordo com diversas variantes, a invencgéo
compreende a utilizacdo de tais composigdes para se obter
uma libertacdo prolongada de péptidos inibidores de E2 do
virus da hepatite C. H& outras variantes gque compreende a
administracdo de FIP ou de seus derivados, ligados a um
veiculo molecular (v.g., HSA).

De acordo com diversas variantes, a presente invencéo
proporciona a administracdo dos péptidos e/ou de anticorpos
especificos desses péptidos inibidores de E2 do virus da
hepatite C a pacientes humanos que padecem de infeccdes com
o virus da hepatite C. De acordo com diversas variantes, os
péptidos e/ou 0s anticorpos foram Jja normalmente
purificados substancialmente. Tal com agqui wutilizado o

termo “purificado substancialmente” designa um péptido, um
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andlogo de um péptido ou um anticorpo que apresenta uma
pureza superior a cerca de 80%. Mais preferencialmente, o
termo “purificado substancialmente” designa um péptido, um
andlogo de um péptido ou um anticorpo que apresenta uma
pureza superior a cerca de 90% ou superior a cerca de 95%.
Ainda mais preferencialmente, o termo designa um péptido,
um andlogo de um péptido ou um anticorpo que apresenta uma
pureza superior a 99%. Ao nivel funcional, o termo
“purificado substancialmente” designa que estd isento de
contaminantes até um nivel tal gque o torna adequado para o0s
propdsitos aqui descritos. Outras variantes proporcionam a
administracdo profildctica dos péptidos a pacientes em
risco de infecgdes com o virus da hepatite C.

Os métodos para a identificagcdo da estrutura das
proteinas E2 truncadas do virus da hepatite C compreendem a
ligacdo ao receptor do virus da hepatite C, o0s rearranjos
estruturais de EZ2 ou a interaccgdes proteina-proteina ou
entdo a outros passos pré-fusdo efectuados pelos membros da
familia dos Flaviviridae.

De acordo com outras variantes, a invengao proporciona
um péptido que satisfaz uma fédrmula estrutural selecciona
entre um ou varias das fédrmulas estruturais seguintes.

Os E2IP da invencado sao aqueles gue compreendem,
enquanto sequéncias primdrias de aminoacidos as sequéncias
de aminocdcidos do péptido 1 inibidor de E2 do virus da
hepatite C: LVGLLTPGAKQNIQLINGSWHWS (SEQ ID NO:1); do
péptido 2 inibidor do E2 do VHC: CNESLNTGWLAGLFYQH (SEQ 1ID
NO:2); do péptido 3 inibidor do E2 do VHC: YSWGANDTDVFVLNN-
TRPPLGNWEFCCTWMNSTGF (SEQ ID NO:3); do péptido 4 inibidor do
E2 do VHC: DYPYRLWHYPCTINYTIFKVRMYVGGV (SEQ ID NO:4); do
péptido 5 inibidor do EZ2 do VHC: X-ALSTGLIHLHQNIVDV-
QYLYGVGSSIASWAIKWEY (SEQ ID NO:5); do péptido 6 inibidor do
E2 do VHC: VVLLFLLLADARVCSCLWMNELISQAEA (SEQ ID NO:6).

De acordo com diversas variantes da presente invencao,

qualquer um dos péptidos aqui descritos podem conter um
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grupo amino na extremidade do terminal amino ou pode ser
modificado para conter qualguer um dos grupos seguintes: um
grupo acetilo, um grupo hidrofdébico ou um grupo veicular
macrocelular. De igual modo, o terminal carboxi de qualquer
um dos péptidos pode conter um grupo carboxilo ou entéo
pode ser modificado para conter qualgquer um dos Jgrupos
seguintes: um grupo amidogénio, um grupo hidrofdébico ou um
grupo velcular macrocelular. De acordo com outros aspectos
desta variante da invencdo, o grupo terminal amino € um
grupo hidrofdébico, um grupo carbobenzoxilo, um grupo
dansilo, um grupo t-butoxicarbonilo, um conjugado de
lipidos, um grupo polietileno-glicol ou um carbo-hidrato.
De acordo com um qualgquer aspecto desta variante, o grupo
terminal carboxi pode ser um grupo t-butoxicarbonilo, um
conjugado de 1lipidos, um grupo polietileno-glicol ou um
carbo-hidrato.

Além do mais, h& aspectos desta variante que incluem
péptidos em que pelo menos uma ligacdo de liga residuos
aminocdcidos adjacentes é uma ligacgdo ndo peptidica. Em
particular, de acordo com aspectos preferidos desta
variante, a ligacdo né&o peptidica ¢é uma ligacdo imido,
éster, hidrazina, semicarbazdide ou azo.

De acordo <com outros aspectos desta variante, a
invencdo proporciona péptidos em que pelo menos um
aminodcido € um isdémero D de aminodcido.

De acordo <com outros aspectos desta variante, a
invengdo proporciona péptidos em que tenha sido efectuada
pelo menos uma substituicdo de aminocdcido de tal forma que
um primeiro residuo aminocdcido seja substituido por um
segundo residuo aminodcido diferente. Estas substituigdes
podem ser conservadoras ou nao conservadoras, desde que o
péptido seja ainda funcional de acordo com a presente
invencao.

Tal como salientado supra, os péptidos de acordo com a

invencdo deverdo compreender pelo menos 3 aminoacidos
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contiguos de uma das SEQ ID NOs indicadas antes e deveréo
ser um segmento funcional.

De acordo com outras variantes, a invencdo proporciona
composicgdes que compreendem um ou varios dos péptidos e7ou
dos anticorpos agqui descritos, por si sés ou com um
composto veiculo. De preferéncia, o veiculo é um excipiente
farmaceuticamente aceitével.

Por exemplo, € possivel utilizar um ou véarios péptidos
da presente invencdo e/ou um ou VAarios anticorpos
especificos para os péptidos da presente invencgdo em
combinacdo com um ou Vvarios péptidos ou anticorpos
dirigidos a inibicdo do passo de fusdo a membrana mediado
pela proteina 1 do invdlucro do virus da hepatite C. tais
péptidos encontram-se descritos no pedido de patente de
invencdo internacional n° WO 2004/044220.

Os péptidos de E2 e E1 de VHC e/ou os anticorpos podem
actuar de um modo sinérgico (isto &, podem ser activos em
concentragdes mais Dbaixas em combinacdo do que guando
utilizados por si sds) ou entdo podem actuar de um modo

completar ou suplementar.

EXEMPLOS

Exemplo 1: IDENTIFICACAO DE PEPTIDOS E2 DO VIRUS DE
HEPATITE QUE INIBIBEM AS INFECCOES MEDIADAS PELAS PROTEINAS
DO INVOLUCRO DO VHC

A associagdo selectiva de um virus com a célula alvo é
normalmente determinada por uma interacgcdo entre as
glicoproteinas da superficie wviral e o receptor ou
receptores especificos sobre a superficie da célula. A
ligagdo ao receptor constitui um passo essencial para o
inicio de uma infeccéd@o e precede outros passos, tais como a
fusdo entre o virus e as membranas <celulares. As
interaccdes virado:receptor podem definir o alcance do
hospedeiro e o tropismos celular ou tecidual de um virus e

podem determinar a sua patogenicidade. O VHC codifica duas
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glicoproteinas da superficie putativa, E1 e E2, sobre as
quais de c¢ré qgue possuam dominios transmembranares no
terminal carboxilo que os fixam ao invdélucro do virus.
Estudos de expressdo in vitro revelaram que a El e a E2 se
associam para formar heterodimeros, os gquais se acumulam no
reticulo endoplésmico (RE), que constitui o local previsto
para a agregagdo do VHC (Flint et al., 2004). H& diversas
evidéncias que sugerem que a E2 é o receptor de ligagado de
proteinas (Flint e McKeating, 2000). Foi sugerido que a El
¢ a proteina de fusdo do VHC (Flint et al., 1999; Garry e
Dash, 2003). No entanto, hé& outros estudos que indicam que
a E2 apresenta uma estrutura de proteina de fusdo viral de
classe II e representa a proteina de fusdo do VHC (Yagnik
et al., 2000), sendo possivel que a El1 e a E2 do VHC
desempenhem um papel na fusdo a membrana. A falta de
sistemas in vitro para a propagacdo do VHC tem impedido os
estudos bioldgicos e fisioquimicos sobre os virdes e sobre
0s seus mecanismos de penetracdo nas células, permanecendo
ainda desconhecidos o0s receptores celulares. Foi ja
descrita a existéncia de VHC purificado a partir do plasma
em associacdo com lipoproteinas do plasma, o que indica que
o virus pode utilizar o receptor lipoproteico de baixa
densidade (LDLR) para permitir a entrada nas células
(Agnello et al., 1999). Foram ja descritas versdes soluveis
truncadas de E2 que se ligam especificamente a células
humanas, as quais foram utilizadas para identificar as
interaccdes com CD81 (Piled et al., 1998; Roccasecca et
al., 2003; Cormier et al., 2004), com receptores de
depuracédo de tipo 1 de classe B (SR-Bl) (Scarselli et al.,
2002), e de nonitegrina que se liga a molécula 3 de adeséo
intercelular especifica de células dendriticas (DC-SIGN)
(Pohlmann et al., 2003). Os resultados sugerem dgque a E2
podem constituir um alvo para o desenvolvimento de farmacos

de péptidos contra infecgdes com o virus da hepatite C.
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Materiais e métodos

Para ultrapassar a auséncia de um sistema convencional
de cultura de células para a propagagdo do VHC, foram
gerados pseudotipos de virus infecciosos que expressam as
glicoproteinas do invélucro do VHC (Hsu et al., 2003). Os
pseudotipos com proteinas nucleares de VIH e proteinas do
invélucro do VIH foram gerados por co-transfeccdo de
células 293-T com gquantidades iguais de plasmideos que
expressam a estirpe H77 de E1 e E2 do VHC e o genoma pro-
viral deficiente no invélucro do  VHC, pPNL4.3.Luc.RE
(Pohlmann et al., 2003). Os péptidos de um conjunto de
péptidos 18mer, com sobreposicdo de 7 a 10 aminodcidos e
gue representam a sequéncia total de aminodcidos da estirpe
H77 de E2 do VHC (gendtipo la) e a sequéncia total de
aminocacidos da estirpe J4 do VHC (gendétipo 1b) foram

solubilizados em DMSO a 20% e diluidos (concentragédo final

de DMSO < 2%). Manteve-se o0s péptidos a incubar a 37°C
antigénio p24-sobrenadantes virais normalizados do

pseudotipo de VHC. A concentracdo média dos péptidos era de
-25 uM, embora as concentracgdes reais de alguns péptidos em
solucdo fossem de 10 uM ou inferiores, devido a fraca
solubilidade em DMSO. Tratou-se também os sobrenadantes com
veiculo de DMSO por si sd& ou com um Acm (anticorpo
monoclonal) para a E2 do VHC, que ¢é conhecido para
neutralizar as infecg¢gdes com o pseudotipo. Adicionou-se o0s
péptidos tratados e os pseudotipos de VHC de controlo a
células, manteve-se a incubar durante 16 horas, removeu-se
os virus e manteve-se as células a incubar a 37°C durante
72 horas. Testou-se entdo os lisados de células quanto a
actividade de 1luciferase, conforme descrito (Hsu et al.,
2003) .

Resultados e discussao
Testou-se cinquenta péptidos E2 1la H77 do VHC num

ensaio de infectividade do VHC e nove demonstraram uma
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inibicdo superior a 70% em infectividade, tendo diversos
demonstrando uma inibigdo aproximadamente de 95% (gquadro
7). De 46 péptidos E2 1b J4 do VHC testados quatro
demonstraram uma inibicdo superior a 70% de infectividade
(quadro 8); diversos dos péptidos inibidores estavam a
sobrepor—-se a sequéncia de E2, por exemplo, o0s péptidos 4 e
5 de E2 la H77 do VHC, os 32 e 33 e os 43, 44, 45 e 46
(fig. 1). Tais resultados sugerem que gqualquer um dos
diversos péptidos alvo de uma regido particular poderdo ser
inibitdérios. Uma comparacao entre dois conjuntos de
péptidos E2, estirpes H77 e J4, demonstram gue embora
péptidos semelhantes possam ser inibitdérios (isto é, os
péptidos 32, 33 e 108, 109), héa outros péptidos com
sequéncias relativamente semelhantes que nao sao
inibitdérios (isto &, os péptidos 4, 5 e 99).

Os péptidos inibidores de E2 seleccionados foram
adicionados a pseudotipos que contém as proteinas nucleares
do VHC e a glicoproteinas de leucemia de murino,
glicoproteinas de superficie de virus e glicoproteinas
transmembranares (MulLV, SU e TM) ou glicoproteinas do virus
da estomatite vesicular (VSV G). Tais péptidos inibiram os
pseudotipos com El1 e E2 do VHC (fig. 2A), mas nenhum deles
inibiu de um modo significativo os pseudotipos de MulLV ou
de VSV (figs. 2B e 2C). os resultados indicam que estes
péptidos inibidores de E2 do VHC sdo especificos para a
inibicdo de infecgbes com VHC. Os resultados também
demonstraram o potencial dos péptidos E2 enquanto farmacos
anti-VHC.

Quadro 7. Identificacdo de péptidos inibidores de E2 do VHC

(estirpe H77) que inibem a infectividade com VHC.

o Unidades de Percentagem de
Péptido la H77 de VHC
luciferaset inibicéao
250.376 44,1
2 447,336 0,2
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Péptido la H77 de VHC

Unidades de

Percentagem de

luciferaset inibicéao
3 447.906 0,05
4 10.620 97,6
5 48.000 89,3
6 503.446 -12,3
7 381.340 14,9
8 113.650 74,6
9 501.126 -11,8
10 334.196 25,4
11 360.410 19,6
12 417.706 6,8
13 313.323 31,1
14 279.626 37,6
15 253.410 43,5
16 403.430 10,0
17 254,516 43,2
18 435.026 2,9
19 301.406 32,7
20 231.373 48,4
21 242,223 45,9
22 245.900 45,2
23 367.916 17,9
24 391.886 19,7
25 480.280 7,2
26 216.706 51,6
27 575.206 -28,4
23 394.780 11,9
29 297.353 33,6
30 655.040 -46,2
31 419.263 6,4
32 85.086 81,0
33 22.406 95,0
34 354.696 21,8
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Péptido la H77 de VHC

Unidades de

Percentagem de

luciferaset inibicéao

35 153.553 66,7
36 535.016 -19,5
37 585.553 -30,7
38 345.110 23,0
39 400.756 11,6
40 442 .346 1,3
41 434,743 ’
42 353.516 19,1
43 32.283 92,8
44 91.266 79,6
45 24.703 94,5
46 103.040 77,0
47 195.320 56,4
48 290.786 35,1
49 307.310 31,4
50 58.790 87,9
Virus por si sé 448,123

Virus mais anti-E2 2/69a 10.309 97,6
Virus mais anti-E2 9/27 3.567 99,2

Tt Os numeros representam o numero de unidades de luciferase

(limenes) produzidos apds

infeccéao

com o VHC ou com o

pseudotipo MLV na presenca do péptido numa concentracdo de

~25 uM. Os resultados com uma inibicdo superior a 70% estéao

indicados a negrito.

Quadro 8. Identificacdo de péptidos inibidores de E2 do VHC

(estirpe J4) que inibem a infectividade com VHC.

Péptido 1b J4 de VHC

Unidades de

Percentagem de

luciferaset inibicao
54 372.393 17,9
81 480.623 -7,3
82 173.156 61,4
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Péptido 1b J4 de VHC

Unidades de

Percentagem de

luciferaset inibicéao
83 518.993 -15,8
84 392.023 12,5
85 112.260 74,9
51 237.086 47,1
86 398.110 11,2
87 399.700 10,8
88 412.776 7,9
899 449,293 -0, 3
90 423.326 5,5
91 160.883 69,1
92 372.400 16,9
93 409.220 9,7
94 311.736 30,4
95 538.110 -20,1
96 544 .596 -21,5
97 218.673 51,2
98 467.636 -4,4
99 111.043 75,2
100 518.190 -15,6
101 502.096 -12,0
102 377.216 15,8
103 305.690 31,8
104 419.876 6,3
105 552.170 -23,2
106 193.533 60,4
107 402.976 11,1
108 40.853 90,9
109 96.893 79,4
110 602.506 -34,5
111 632.613 -39,2
112 527.950 -17,8
113 570.553 -27,3




25

péptido 1b J4 de VHC Unidades de Percentagem de
luciferaset inibicéao
114 270.190 39,7
115 475,713 -6,2
116 394.096 12,1
117 359.236 19,8
119 69.220 84,6
120 463.243 -3,4
121 338.200 24,5

Tt Os numeros representam o numero de unidades de luciferase
(limenes) produzidos apds infeccdo com o VHC ou com O
pseudotipo MLV na presenca do péptido numa concentracao de
~25 uM. As amostras foram comparadas com o0s controlos
descritos no quadro 7. Os resultados com uma inibicao

superior a 70% estdo indicados a negrito.

Quadro 9. Sequéncia e localizacédo dos péptidos apresentados

no quadro 7.

Péptido la | Localizacgéao Sequéncia de Sobreposicéao

H77 de VHC | do péptido” aminodcido IP E2 do VHC

1 379-396 AGVDAETHVTGGSAGRTT
(SEQ ID NO 43)

2 386-403 HVTGGSAGRTTAGLVGLL
(SEQ ID NO 44)

3 393-410 GRTTAGLVGLLTPGAKQN HCV E2IP 1
(SEQ ID NO 45)

4 399-417 VGLLTPGAKQMQOLINTN HCV E2IP 1
(SEQ ID NO 46)

5 407-424 AKONIQLINTNGSWHINS HCV E2IP 1
(SEQ ID NO 47)

6 414-431 INTNGSWHINSTALNCNE HCV E2IP 1
(SEQ ID NO 48)
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Péptido la | Localizagéo Sequéncia de Sobreposicgéao
H77 de VHC | do péptido” aminoacido IP E2 do VHC
7 421-438 HINSTALNCNESLNTGWL HCV E2IP 1/2
(SEQ ID NO 49)
8 428-445 NCNESLNTGWLAGLFYQH HCV E2IP 2
(SEQ ID NO 50)
9 442-459 FYQHKENSSGCPERLASC HCV E2IP 2
(SEQ ID NO 51)
10 449-466 SSGCPERLASCRRLTDFA
(SEQ ID NO 52)
11 456-473 LASCRRLTDFAQGWGPIS
(SEQ ID NO 53)
12 463-480 TDFAQGWGPISYANGSGL
(SEQ ID NO 54)
13 470-487 GPISYANGSGLDERPYCW
(SEQ ID NO 55)
14 477-494 GSGLDERPYCWHYPPRPC
(SEQ ID NO 56)
15 486-501 PYCWHYPPRPCGIVPAKS
(SEQ ID NO 57)
16 491-508 PRPCGIVPAKSVCGPVYC
(SEQ ID NO 58)
17 501-515 PAKSVCGPVYCFTPSPW
(SEQ ID NO 59)
18 505-522 PVYCFTPSPVWGTTDRS
(SEQ ID NO 60)
19 512-529 SPVWGTTDRSGAPTYSW HCV E2IP 3
(SEQ ID NO 61)
20 526-543 TYSWGANDTDVFVLNNTR HCV E2IP 3
(SEQ ID NO 62)
21 533-550 DTDVEVLNNTRPPLGNWFE HCV E2IP 3
(SEQ ID NO 63)
22 540-557 NNTRPPLGNWEGCTWMNS HCV E2IP 3

(SEQ ID NO 64)




27

Péptido la | Localizagéo Sequéncia de Sobreposicgéao

H77 de VHC | do péptido” aminoacido IP E2 do VHC

23 547-564 GNWEGCTWMNSTGETKVC HCV E2IP 3
(SEQ ID NO 65)

24 554-571 WMNSTGETKVCGAPPCVI HCV E2IP 3
(SEQ ID NO 66)

25 561-578 TKVCGAPPCVIGGVGNNT
(SEQ ID NO 67)

26 568-585 PCVIGGVGNNTLLCPTDC
(SEQ ID NO 68)

27 575-592 GNNTLLCPTDCFRKHPEA
(SEQ ID NO 69)

28 582-599 PTDCFRKHPEATYSRCGS
(SEQ ID NO 70)

29 589-606 HPEATYSRCGSGPWITPR
(SEQ ID NO 71)

30 596-613 RCGSGPWITPRCMVDYPY HCV E2IP 4
(SEQ ID NO 72)

31 603-620 ITPRCMVDYPYRLWHYPC HCV E2IP 4
(SEQ ID NO 73)

32 610-627 DYPYRLWHYPCTINYTIF HCV E21IP 4
(SEQ ID NO 74)

33 617-634 HYPCTINYTIFKVRiVIYVG HCV E2IP 4
(SEQ ID NO 75)

34 624-641 YTIFKVRMYVGGVEHRLE HCV E2IP 4
(SEQ ID NO 76)

35 631-648 MYVGGVEHRLEAACNWTR HCV E2IP 4
(SEQ ID NO 77)

36 638-655 HRLEAACNWTRGERCDLE
(SEQ ID NO 78)

37 645-662 NWTRGERCDLEDRDRSEL
(SEQ ID NO 79)

38 652-669 CDLEDRDRSELSPLLLST

(SEQ ID NO 80)
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Péptido la | Localizagéo Sequéncia de Sobreposicgéao

H77 de VHC | do péptido” aminoacido IP E2 do VHC

39 659-676 RSELSPLLLSTTQWQVLP
(SEQ ID NO 81)

40 666-683 LLSTTQWQVLPCSFTTLP
(SEQ ID NO 82)

41 673-690 QVLPCSFTTLPALSTGLI HCV E2IP 5
(SEQ ID NO 83)

42 680-697 TTLPALSTGLIHLHQONIV HCV E2IP 5
(SEQ ID NO 84)

43 687-704 TGLIHLHONIVDVQYLYG HCV E2IP 5
(SEQ ID NO 85)

44 694-711 ONIVDVQYLYGVGSSIAS HCV E21P 5
(SEQ ID NO 86)

45 701-718 YLYGVGSSIASWAIKWEY HCV E21P 5
(SEQ ID NO 87)

46 708-725 SIASWAIKWEYVVLLFLL HCV E2IP 5/6
(SEQ ID NO 88)

47 715-732 KWEYWLLFLLLADARVC HCV E21P 5/6
(SEQ ID NO 89)

48 722-739 LFLLLADARVCSCLWMML HCV E21P 6
(SEQ ID NO 90)

49 729-1746 ARVGSCLWMMLLISQAEA HCV E21P 6
(SEQ ID NO 91)

50 756-773 WMMLLISQAEAALENLVI HCV E2IP 6

(SEQ ID NO 92)

A numeracdo diz respeito a numeracdo obtida a partir do
n° de adesadao ao Genbank NP_671491

Quadro 10.

apresentados no quadro 7.

Sequéncia e localizacdo dos péptidos
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Péptido 1la Localizacéao Sequéncia de Sobreposica
H77 de VHC do péptido” aminodcido o IP E2 do
VHC

54 (379-396) AGVDGETHTTGRVAGHTT
(SEQ ID NO 93)

80 (386-403) HTTGRVAGHTTSGEFTSLF HCV E2IP 1
(SEQ ID NO 94)

81 (393-410) GHTTSGFTSLFSSGASQK | HCV E2IP 1
(SEQ ID NO 95)

82 (400-417) TSLFSSGASQKIQLVNTN | HCV E2IP 1
(SEQ ID NO 96)

83 (407-424) ASQKIQLVNTNGSWHINR | HCV E2IP 1
(SEQ ID NO 97)

84 (421-438) HINRTALNCNOSLQTGEFF HCV E2IP
(SEQ ID NO 98) 1/2

85 (428-445) NCNDSLOTGFFAALFYAH | HCV E21P 2
(SEQ ID NO 99)

51 (435-452) TGFFAALFYAHKFNSSGC | HCV E2IP 2
(SEQ ID NO 100)

86 (442-459) FYAHKENSSGCPERMASC | HCV E21P 2
(SEQ ID NO 101)

87 (449-466) SSGCPERMASCRPIDWFA
(SEQ ID NO 102)

388 (456-473) MASCRPIDWEAQGWGPIT
(SEQ ID NO 103)

89 (463-480) DWFAQGWGPITYTKPNSS
(SEQ ID NO 104)

90 (477-494) PNSSDQRPYCWHYAPRPC
(SEQ ID NO 105)

91 (484-501) PYCWHYAPRPCGWPASQ
(SEQ ID NO 106)

92 (491-508) PRPCGWPASQVCGPVYC

(SEQ ID NO 107)
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Péptido 1la Localizacéao Sequéncia de Sobreposica
H77 de VHC do péptido” aminodcido o IP E2 do
VHC
93 (498-515) PASQVCGPVYCEFTPSPW
(SEQ ID NO 108)
94 (505-522) PVYCFTPSPVWGTTDRS
(SEQ ID NO 109)
95 (512-529) SPWVGTTDRSGVPTYSW HCV E2IP 3
(SEQ ID NO 110)
96 (519-536) TDRSGVPTYSWGENETDV | HCV E2IP 3
(SEQ ID NO 111)
97 (526-543) TYSWGENETDVMLLNNTR | HCV E2IP 3
(SEQ ID NO 112)
98 (533-550) ETDVMLLNNTRPPQGNWE HCV E2IP 3
(SEQ ID NO 113)
929 (540-557) NNTRPPQGNWFGCTWMNS | HCV E21P 3
(SEQ ID NO 114)
100 (554-571) WMNSTGFTKTCGGPPCNI HCV E2IP 3
(SEQ ID NO 115)
101 (561-578) TKTCGGPPCNIGGVGNRT
(SEQ ID NO 116)
102 (568-585)
PCNIGGVGNRTL
ICPTDC (SEQ
ID NO 117)
103 (575-592)
GNRTLICPTDCF
RKHPEA (SEQ
ID NO 118)
104 (582-599) PTDCFRKHPEATYTKCGS
(SEQ ID NO 119)
105 (589-606) HPEATYTKCGSGPWLTPR

(SEQ ID NO 120)
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Péptido 1la Localizacgéao Sequéncia de Sobreposica
H77 de VHC do péptido” aminodcido o IP E2 do
VHC

106 (586-613) KCGSGPWLTPRCLVDYPY | HCV E2IP 4
(SEQ ID NO 121)

107 (603-620) LTPRCLVDYPYRLWHYPC | HCV E21P 4
(SEQ ID NO 122)

108 (610-627) DYPYRLWHYPCTLNFSIF | HCV E21P 4
(SEQ ID NO 123)

109 (617-634) HYPCTLNFSIFKVRMYVG | HCV E2IP 4
(SEQ ID NO 124)

110 (631-648) MYVGGVEHRLNAACNWTR | HCV E21P4
(SEQ ID NO 125)

111 1 (638-655) HRLNAACNWTRGERCNLE
(SEQ ID NO 126)

112 (645-662) NWTRGERCNLEDRDRSEL
(SEQ ID NO 127)

113 (652-669) CNLEDRDRSELSPLLLST
(SEQ ID NO 128)

114 (659-676) RSELSPLLLSTTEWQILP
(SEQ ID NO 129)

115 (666-683) LLSTTEWQILPCAFRTLP
(SEQ ID NO 130)

116 (673-690) QILPCAFTTLPALSTGLT HCV E21P 5
(SEQ ID NO 131)

117 (680-697) TTLPALSTGLIHLHQNIV | HCV E21P 5
(SEQ ID NO 132)

118 (694-711) QNIVDVQYLYGVGSAFVS | HCV E21P 5
(SEQ ID NO 133)

119 (708-725) AFVSFAIKWEYILLLFLL | HCV E21P
(SEQ ID NO 134) 5/6

120 (722-739) LFLLLADARVCACLWMML | HCV E2IP 6

(SEQ ID NO 135)
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Péptido 1la Localizacgéao Sequéncia de Sobreposica
H77 de VHC do péptido” aminodcido o IP E2 do
VHC
121 (729-7406) ARVCACLWMMLLIAQAEA | HCV E2IP 6
(SEQ ID NO 136)

A numeracdo diz respeito a numeracdo obtida a partir do
n° de adesadao ao Genbank BAA01583

Os péptidos dos quadros 7 a 10 s&do um conjunto de
péptidos sobrepostos que representam a E2 de duas estirpes
do VHC (H77 e J4). As SEQ ID NOs 1 a 6 representam as
versdes longas das “sequéncias” sublinhadas a amarelo nos
quadros 7 a 10. As bases para a concepcgdo das SEQ ID NOs 1
a 6 compreendem o facto de o péptido inibidor poder incluir
sequéncias de flangqueamento e que o péptido optimo final
pode ser um fragmento do seu péptido mais longo. As SEQ ID
NOs 7 a 42 sao variantes das SEQ ID NOs 1 a 6 dque
representam sequéncias andlogas obtidas a partir de

proteinas E2 de outros gendtipos principais do VHC.

EXEMPLO 2: Modelo informatico protedmico de E2 do VHC

Uma vez que 0 VHC nao pode ser propagado em cultura de
células, encontram-se disponiveis nuUmeros insuficientes de
virbdes para efectuar as analises estruturais. Assim, a néo
foi determinada a estrutura molecular de E2 do VHC e é
ainda presentemente desconhecida. Na auséncia de uma
estrutura cristalografica por raios X da E2 do VHC, ¢é
possivel obter dados estruturais Uteis utilizando andlises
computacionais desenvolvidas recentemente auxiliadas por
comparagdes com outras glicoproteinas virais com estrutura
conhecida. Um tal modelo de E2 do VHC podem ser util para
definir mecanismos de accdo potenciais dos péptidos

inibidores de EZ2.

Materiais e métodos
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Foram utilizados 0s subtipos mais comuns
representativos do virus da hepatite C para efectuar as
comparacgdes estruturais e de sequéncias. As estirpes
examinadas foram uma estirpe H77 do protdétipo do HVC humano
(subtipo 1, numero de adesdo ao Genbank NP_751921), uma
estirpe HC-J4 (subtipo Ib, n° de adesao ao Genbank
BAAQ1583), uma estirpe NDM59 (subtipo 2a, numero de adeséo
ao Genbank AF169005), uma estirpe TrKj (subtipos 3b, n° de
adesdo ao Genbank D49374), uma estirpe ED43 (subtipo 4a, n°
de adesdo ao Genbank Y11604), uma estirpe EUH1480 (subtipo
5a, n°® de adesdao ao Genbank Y13184), uma estirpe euhk2
(subtipo 6a, n° de adesdo ao Genbank Y12083).

Os métodos para se obter os modelos gerais de
glicoproteinas de superficie foram J& descritos antes
(Gallaher et al., 1989). 0O PRSS3, um programa obtido a
partir de rdf2 (Pearson e Lipman, 1988), o qual utiliza o
algoritmo de alinhamento de sequéncias de Smith-Waterman
(Smith e Waterman, 1981), foi utilizado para determinar a
importancia dos alinhamentos de proteinas. O PRSS3 €& uma
parte do conjunto FASTA de programas de andlise de
sequéncias disponibilizado por um dominio ftp andénimo,
disponivel em ftp.virginia.edu. Foram utilizados 0s
parémetros por defeito para o PRSS3, incluindo a matriz de
resultados Dblosumb0, uma penalizacao de abertura de
intervalos de 12, e uma penalizacdo de extensao de
intervalos de 2. Utilizou-se o MacMolly (Soft Gene GmbH,
Berlim) para 1localizar 4&reas com uma similaridade de
sequéncia limitada e para efectuar as andlises de Chou-
Fasman e de Robson-Garnier (Biou et al., 1988; Chou e
Fasman, 1974). O PHDsec (Columbia University Bioinformatics
Center, http://cubic.bioc.columbia.edu/predictprotein/) foi
o método preferido para a previsdo da estrutura secundéaria
(Rost e Liu, 2003). O PHDsec prevé a estrutura secundaria a
partir de alinhamentos multiplos de sequéncias por meio de

um sistema de redes neurais e apresenta uma precisdo média
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esperada de 72% para as trés estruturas, hélice, cadeia e
ansa. Foram identificados os dominios com uma propensao
significativa ©para realizarem hélices transmembranares
utilizando TMpred (ExPASy, Swiss Institute of Bioinformatics,
http://www.ch.embnet.org/sofWare/TMPRED jform.html) . 0
TMpred tem por base uma anadlise estatistica de TMbase, que
¢ uma base de dados de glicoproteinas transmembranares que
ocorrem naturalmente (Hofmann e Stoffel, 1993). As
sequéncias com uma propensado para se repartires na bicamada
de lipidos foram identificadas utilizando a versdo 2.2a de
‘Membrane Protein eXplorer’, disponibilizado por Stephen
White laboratory, utilizando os parédmetros por defeito
(White et al., 2003).

Resultados e discusséao

Desenvolveu-se um modelo bidimensional da E2 do VHC
com base na aplicacdo de andlises computacionais de
protedmica e por comparagdao com estruturas conhecidas de
outras proteinas virais de invdélucro de ligacdo ao receptor
(fig. 3). As estruturas secunddrias de E2 do VHC
apresentadas na fig. 3 estdo em conformidade <com o
algoritmo de alinhamento de estruturas secunddrias PHDsec e
também sdo normalmente consistentes com as previsdes de
Chou-Fasman e de Robson-Garnier. Uma caracteristica
importante do modelo de E2Z2 consiste na predominédncia de
estruturas de folha beta em dois tercos do terminal amino
da molécula e de estruturas alfa em hélice na terga parte
do terminal carboxilo da molécula. As ligagdes dicisteina
foram previstas com base em comparacgdes com glicoproteinas
de invdélucros de retrovirus. Em cisteinas adjacentes a
proteinas de invdélucro retroviral que estejam separadas por
mais de 15 aminoadcidos, estas encontram-se normalmente
ligadas entre si de um modo covalente. Em conjuntos de
quatro cisteinas que estejam separadas entre si por menos

de 15 aminocdcidos, estes encontram-se ligados de um modo
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covalente a uma cisteina ndo adjacente do conjunto. As duas
primeiras hélices alfa previstas na tercga parte do terminal
carboxilo de E2 formam uma prevista estrutura andloga em
stem relativamente a regido stem de outras proteinas de
invélucro de flavivirus (Allison et al., 1999). A estrutura
ilustrada do dominio transmembranar foi prevista recorrendo
ao algoritmo TMPRED.

Os péptidos inibidores de E2 do VHC mapeiam regides no
modelo de E2 do VHC que correspondem a uma regidao do
terminal amino, um conjunto de cisteina, a regido stem, e
ao dominio transmembranar (regides a sombreado na fig. 3).
Estes dominios de E2 do VHC podem estar implicados na
ligacdo ao receptor do virus da hepatite C, a rearranjos
estruturais de EZ2 ou a interaccgdes proteina-proteina ou
ainda a outros passos pré-fusdo. 0Os péptidos inibidores de
E2 do VHC podem ser utilizados para interferir com estes
prassos iniciais de uma infecg¢do com o VHC, conforme

ilustrado na fig.4.
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LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> Garry, Robert F. McKeating, Jane A.
<120> Inibidores do virus da hepatite C
<130> 12920.0016.FZUS00

<160> 138

<170> PatentIn versao 3.3

<210> 1

<211> 26

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 1

Lo Val @ly Leu Den Thy Pro iy Aka Ly Sin Bsn Ile Bin Lew Ile
3 ) 1% 15

Asn The Ssn 81y Sor Top Mds Ile Bsn Ser
&8 25

<210> 2

<211> 17

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 2



38

Cys Asn Hlu Sar Ley Bsn Thr 81y Trp Deu Als 8ly Lew Phe Tyr &in

i 5 10 15
Ris
<210> 3
<211> 34
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Péptido sintético
<400> 3
Tyr Sexr PTep 81y Ala RAsn Asp Thr Asp Val Fhe Val Leu Bsn Ass Yhr
i 5 1 1%
Arg Fro Pro Lew Sly 3sp Tep fhe Sly Cyy Thr Trp Met Rsn Sex The
2% 25 eSy
. iy Phe
<210> 4
<211> 27
<212> PRT
<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Péptido sintético
<400> 4
Asp Tyr Pro Tyr Arg Lew Trp His Tyr Pro Ops Thr Ile Rsn Pyr Thr
1 3 18 5
Tie Pne Lys val Rrg Met Tyr Val Gly Siy Val
2 28
<210> 5
<211> 35
<212> PRT
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6
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Ser Thr Gly lwu Ilz His Leuw

&
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[
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6

L

Leu Trp Met Met Ise Leuw Il Ssx Gln Als Gln Ala

7
26
PRT

Sequéncia artificial

>

26

Péptido sintético

5

39

18

338
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25

His Gln Ran Ile Val
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e Wal
15

Tie Als Ser Terpy &ls Tle lus

Wal ¥al Leu Lew Bhe Ley Lew Leu Als Bsp Als Arg ¥al Cys Bexr Cys
5 15

Phe Thr Ssr Leu Phe Sar Ser Gly Als Ser 6ln Lys Ile Gim Lew ¥al

%

4

5‘

g

Asn Thr Asn Gly Ssr Trp Hiz Ile Asn Aryg
hea]

26
PRT
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<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Péptido sintético
<400> 8
Leu Ala Bly Lew Fhe THr Ser Gly Ala Lys Gim Bsm Ids §in Leuw Xie
i =3 10 15
Rsn Thr &sn Rly Ber Tep His Ile s Axy
ag 25
<210> 9
<211> 26
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Péptido sintético
<400> 9
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W 25
<210> 10
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<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
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<223> Péptido sintético
<400> 10
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<210> 11
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<212> PRT
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Péptido sintético
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28 25

12
26
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
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I 5 ig 15
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26 25
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17
PRT
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Péptido sintético
13
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<210>
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Cys Asn Asp Ser Leu Hsn The Sly Phe Ils Als Ssar Leuw Phe Tyr The
i 5 ig 1%

fy¥r

15
17
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
15

Cys Ban Rzp Ser Leu Asn The Sly Phe Ile Ala Gly Lew Phe Tyr Tyr
1 ) i is

Bis

16
17
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

16
Cya dsn Asp Ser Leu Asn Thr Sly Fhe Leu Ala Ssr Lew Phe Tyr Thr
iy 5 I8 is

Ris

17
17
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
17

Cye Asn Asp Ser leuw Gln Thr Gly Phe Ile Ala &Gly Leu Mabt Tyr &la
3 5 id i%

i

His



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

43

18
17
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
18

Lys Agn Rap Ser Lew Sla Phe Sly Bhe Lew Aly Ser lew Fhe Tyr The
i b AT . 13

Bis

19
34
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

19
Tyr Ser Tep Siy Glun ARsn Glo Thr Bap Val Met Leyw Leuw Bsn Asn The
i L1 18- 3%

krg Pro Pro @ln 8ly Asn Yrp Pha Sly Cys Phr Trp Met dan Ssr Thr
20 25 24

Gly Phe

20
34
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
20



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

44

Tyr Thr Tep Gly 8lu dsn Gin Thry Asp Val Phe Ils Leu dsn Say The

X % : 9 15

Brg Fro PFro Gly 81y Ser Trp She Gly Oys Thr Trp Met Zsn Ser The
20 25 30

Gly Phe

21

34

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

21

Tyr Axg Fhe Giy Vel Asn Glw Sex Basp Vel Phe Leu Lew Thy Ser Lew

1 3 10 1§

Arg Pro Pro Gim Slv Brg Trp Fhe Gly Cys Val Trp Bet dan Ser Thy
boled 5 3

Gly the

22

34

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

22

Tyxr Thy Trp Gly 8lg Rsn Glw Thr Asp Vel Fhe Leu Lew Asn Seyr Thr

3 ] g 13

&rg Fro Pre His Gly 8ls Trp Fhe Gly Cys Val Trp Met &sp Ser Thr
2 2% 3¢

Ly Phe

23

34

PRT

Sequéncia artificial



<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

45

Péptido sintético

23

TR ASN Trp Slw Ssr Ssn Glo The Asp Tle o Lew Lew Ban Asn Ile
i 5 FEN 1%

Rrg Poo Bre 8Ja iy Ben Trp Fhe S1y Ovs The Trp et Asn Sex Thr
28 5 30

Gly Fhm

24

34

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

24

Tyr Thr Trp &ly Glu Ban Glu Thy Asp Val Pha Meh Yeuw Slu sy Ieu

1 5 0 15

Arg Pro Fro Thr Gly Sly Trp Fhe Gly Cys Thr Trp Mat Asn Ser The
0 x5 )

Gly Phe

25

27

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

25

Asp Tyr Pro Tyr ?Eg Lew Trp Hig Tyr Fgg Oye Thr Lew Asn Pgs Sar

i & 1§ i

Lie Phe Lys Val Arg Met Tyr Wal Gly siy Val
aQ 25

26
27
PRT

Sequéncia artificial



<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

46

Péptido sintético

26
Asp Tye Pro Tyr Arg Leg Top His Tyx Pro Lys Thr Ile Asn Tyr Thr
1 5 13 %

Ile Fhe Lys Tie Arg Met Tyr Val Sly Gy val

20 25
27

27

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
277

Bsp Tyr Pro Tyr Aoy Leu Trp Mis Tyr Pro Cps Thy ¥al Asn She Say
1 5 B 5

Ile Phe Los ¥ad Brg Met Phe Wal Gly Gly His
an 4]

28
27
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

28
Rsp Tyr Poo Tyr Arg Lew Tep His PBhe Pro Oys Thr 3la Ren Phe Ssy
1 5 ig 15

Val Phe Bsn Ile Axg The Phe Val Gly Gly Ile
28 &5

29
27
PRT

Sequéncia artificial



<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

477

Péptido sintético

29

Ris Tyr Bro Tyr Arg Len Trp His

1 &

Ile Phe Lys Val Axg Met Phe lle
24

30

27

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

30

Asp Twr Als Tyr Arg Ley Trp His

1 &

Leu His Lys Vel Avrg Set Pha Vsl
b

31

35

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

31

Aka Lo
i 5

Eln Tyr
20

Trp @lu Tyx

35

32
35
PRT

Sequéncia artificial

Ser Thy Siy Leu lle His Law

Ty: Pre Ovs Thrr ¥al dsn Tyr Toc
ig 1%

Gly Gly Lew
2%

Twy Foo Sys Thi ¥Val Asn Fhe The
10 15

y Gly The

3 G
Lt f=t

His Sin Bsne Ile Val Asp Val
ig i3

Lagy Tyr Sly ¥al Gly Ser Ala Bhe Wal Ser Phe &ls Ils Lys
2%

3G



<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

48

Péptido sintético

32
Als Lew Ser Thr iy Loy Lew His Leo Bis Gin 8sn Tle ¥Wal asp val
i 5 ig 15

Sl Tyr Met Tyr Gly Lew Ser Pro &le Lew Thr Lys Tye Ile ¥al &g
20 35 ig

33
35
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

33
Arg Lew Ser Thy Gly Leu Ile Bis Lew Bis 6ln Rsn Ils ¥l Asp Val
1 5 i 15

Ein Tyr Leuw Tyr Sly ¥Wal Gly Ser Ala Vsl Vel iy Trp Bla Lew Lys
20 2% 34

Trp [Bn Phe
3%

34
35
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

34
Bla Deo Ssr The oly Lew Iis His Eeo His 8ln Bzo Ile Val fsp VWal
1 5 iQ 1%

Gin Ter Leu Pyr Gly Val Gly Ssr Ala ¥al Vsl Ser Trp Ala Lew Lys
&9 23 38

Treg Sin Yy



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

49

35
35
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
35

Als Lewy
3 5

Gin Tyw

28 a5

Tep Slu Pyr

36
35
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
36

Lan Tyr Gy low Ssr Sar Ssw

Ser Thr Sy Lew Ile Bix bex His Slo Ase {Is U8l sap The

ig 1%

i ¥al Ser Tep Als Wl e
iR

Bly Lee Ser Thr Gly Lew Ile #is Lee His Sln Asm Ile Vol ARsp VWal

1 §

Gin Tyr
20

25

Trp Glue T
3

37
28
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
37

in

1%

ew Tyr Gly Vel Sex Thr Asn Vel Thy Ser Trp Val val Lys

SN



50

Iiz Len ey Leu Phe Loy Leg Leu Als Asp Als 3rg Val Cys Als Cyvs
1 5 ¢ 15

beu Tep Meb Mot Leu len Ile Ala Glm Als Glu Ala
s 25

<210> 38
<211> 28
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Péptido sintético
<400> 38
Val ¥al Leu Lew Phe Lew Lew Lew 3las Asp Bls Aryg Val Cys Ala Ops
1 5 g 15
Lew Tep et Lew Ile Lew Lew Sly Gln Als Slu Als
24 25
<210> 39
<211> 28
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Péptido sintético
<400> 39
Rak ¥al lev Vel Fhe Lew Leu Leu &ls Agp Ala &rg ¥al Oys Vel Als
1 5 14 15
L Trp Pat Net bLew Lo Il Ser 8in 8la Gle Ala
30 25
<210> 40
<211> 28
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 40



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

¥sl Val Lew Rla Fhe Lew Len
3 &

P

Len Tep Met Mot FPhe Mot Wal
24

41
28
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
41

Ile Mat lwsw Val Phe Lewn Lew Leuw Als Axp Ala Arg Ile COws

1 5

Lt Lew Ile Lew Len Iew {i=
R

42
28
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
42

Ile ¥al Leuv Met Phe Lew Val
1 5

Leu Trp Leu Met Lew Lex Ile
20

43
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
43

51

leuw Als Asp &ls Arg Val Sar Ala Tyr

i

Her Hin ¥al Siu Alas
25

EEE

Pys Gln Ale Gla Ala
25

18

Thr Cya
ki

Leuw Als Asp Kla Arg Iie Cys Thy Cys

i6

Sxr Thr Vel Slu A&la
25

1%



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

Ala &ly ¥al Asp Als Glu Thr Bis Val Thr &ly (iy Ser 3ls Gy Arg

& &

Thr The

]

44
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
44
1

Lay Leu

45
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
45

BSly Arg Thy Thr Als Gly Lee Val Gy
3 .

a2

Sl asn

46
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
46

His ¥wal Thr Gly Gly Ser Ala Gly Arg
: 5

g 1%

Thyr Thr kla Gly Lew Vsl Gly
0 L&

Lew Lep Thr Pro €ly Ala Lys
13 1%

¥al Gly Leu Leu Thr Pre Gly Als Lys Gla Asa Il Gln Leu Ile dsa

i 3

The Asn

ig 1%



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>

53

47
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

47

Als Lye GIn Asn Tie Glpn Lew Ile Ran Thr Asn Gly Ssr Trp His Iis
i 5 34 18

Asp S8y

48

18

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

48

Iie Asn Thy Bsn Gly Ber Trp Bis Ile Asn Ser Thr Als Lew fasn Cys
1 5 10 15

AR Gin

49
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
49

His Tl Ban 3¢y Thr Als Leu Ran Oys Asn Glu Ser Lew Asn Thr oly
3 5 L 15

-

Frp Lew

50
18



<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

54

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

50

Asn Uys Ao Slu Ser 3eu Asn Thyr Gly Tep Lew Ala 6ly Leu Phe Tyr
¥ 5 9 1%
Gln dHis

51

18

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

51

Phe Tyr €ln Hia Lys Phe Asn Ser Ser fily Oys Pro Glu 3rg Leu Als
b b 19 1%
Snyr Cys

52

18

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

52

Ser ey Siy Cys ¥ro Glu Axg Leuw ARla Ber oys Arg Arg Lawn Thy Rap
i 3 I 15

Fiae Ala

53
18
PRT

Sequéncia artificial



<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

55

Péptido sintético
53

Lsm Ria 3er Cys Arg Arg Lew Thr Rsp Bhe Als Rln Bly Trp oly #ra
1 5 i 15

Ilg 3ax

54
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
54

The Asp Phe Rla Gln Giy Tep S8ly Pre Iie Ser Tyr Rl Asn Gly Sex
1 3 i s

Gly Leuw

55
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
55

Gly Pro Ile Ser Tyr Ale Asn Gly Ser ¢ly Lew Asp Glu Arg Pro Tyr
1 5 i 1%

Cws Fry

56
18
PRT

Sequéncia artificial



56

<223> Péptido sintético
<400> 56

Gly Ser Gly Gew Asp S1u Arg Pyeo Tyr Oys Trp His Pyr Pre Pro &rg
5

1 ' 15

Ll
pvs

Pro Oys

<210> 57

<211> 18

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Péptido sintético

<400> 57
Fxo Tyr Oys Trp His fyr 8Bro Bro Arxg Pro Oys fly Ile ¥al Pre Xa
1 5 g 15

Lys Bar

<210> 58

<211> 18

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Péptido sintético

<400> 58

Fro Brg Fro Oys oly Ile Val Pro Als Lys Ser V&l Cys Sly Pro val
3 & g 1%

Tyx Cys

<210> 59

<211> 18

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 59



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

57

Bro Rla Lys Ser Vel Oys Gly Proe Vil Tyr Qys Phe Thr Fro Ssr Fro
1 5 g 13

¥al Val

60
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
60

Bro ¥sl Tyr Cys Fhe Thr Pro Ssr Proe ¥l Vel val sly Thr Thy Rsp
i3 3 18 5

&rg Ser

61
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
61

Sar Pz Wal val ¥al Gly Thr Thr Rsp frg Ser 8iy Ala Beo Thy Tye
3 g 16 15

Ser Trp

62
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

62
Thy Tyr Ser Top Gly Als Asn Asp The Asp Vel FPhe Val Leu Asn fsp
3 5 18 i%

The Arg



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>

58

63
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
63

Aoy Thr Aszp Val Phe ¥al Leu Asn Asn Thr Hrg Pre Pro Lew 81y Asn
i 5 i i3

TEp Phe

64
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
64

Asgn Bers Thr Arg Fro Pro Leu 51y San Trp Phe §ly Ovs Thr Trp Mey
3 ] 0 15

Ruh Ser

65
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
65

Gly Agn Trp Fhe Gly Cys Thr Top ¥et Agn Ser Thy Gly Fhe Thr Lys
1 5 if 15

Val Qys

66



<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

59

18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
66

Trp Met Aszn ser Thr Gly Phe Thi Lys Vol Syx 81y 8z Pro Pro Ovs
1 5 By . 1%

Val ile

67
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

67

Thy Lya Vel Cys Gly &3z Fro Pro Oys Vel Ile Gly Qly ¥el &ly Asn
1 & R i%

Agn Thr

68
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
68

Pra Cys Val Ile Sly Giy ¥al Gly Asn Asn Thr Leu Leuw Oyy Fre Thr
1 T K 19 i3

Asxp Cya

69
18
PRT

Sequéncia artificial



<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

60

Péptido sintético

69

Gly Ran Asn Thy lew Lew Lys Fro Thr Asp Cys Phe dxg Lys His Pro
¥ b ig 13

Gla Als

70

18

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

70

®ro Thr Asp Cys Phe Arg Lys His Pre Glu Ala Thr Tyr Sar Arg Oys
1 4§ 16 15

&y Sar

71

18

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

71

Hig Pro 83 Ala The Tyr Sar Arg Ovs Bly Sex Gly Fxo Tep Tis Thy
1 5 ¥ 15

Fro &rg

72

18

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

72



61

Arg Cws Gly Ser tly Bro Trp Ile Thr Frs Arg Cvs et Vel Rop Ty
1 5 0 18

Pro Syr

<210> 73

<211> 18

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Péptido sintético

<400> 73

Iis The Pro Rrg Cys Met Val 8sp Tyr fre Tyr Aryg Leu Trp His Tyr
4 ) i 18

Fre Cys

<210> 74

<211> 18

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Péptido sintético

<400> 74

Bzp Tyr Pro ¥Fyr Rrg Lew Trp His Tyr Pre Oys Thr Ile Asp Tyr Thr
1 5 18 15

Tia Pha

<210> 75

<211> 18

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 75



62

His Tyr Pro Cys Thr Ils Ban Tyr Thr Ile Phe Lys val Acg Met Tyr
1 % 10 15

¥al Gly

<210> 76
<211> 18
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 76
Tye Thr Ils Phe Ly Val Bxg Met Tyr ¥al Gly Gly val 8lu His Arg
i 5 kY 1%
L Sla

<210> 77

<211> 18

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>
<223> Péptido sintético

<400> 77

Met Tyr val Gly Sy Vel Giw Bis Axg bew Blu ARls Ala Cys Asae Tip
13 5 FEE 15

Thy Arg

<210> 78
<211> 18
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 78
Mis g Lay Glu fla Ais Cys Asn Trp TS: Arg Sly Glu Arg Tys Bsp
1 & 1 15

Ley @l



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>

79
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
79

Ran Tep Thr &rg Siy Glhu Arg Oys 39p ey Glu Rsp Arg Rsp Rxyg Ser

i N

Gln Lew

80
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
80

10 15

Oya Asp Lew Slu Asp Arg Asp Arg Ser $lu Leu Zer Bro Leuw Leu Lew

i &

Ser Thr

81
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
81

g i3

Arg Ser Gln Lew Ser Fro Leow Lew lew Sar The Thr 6la Trp Gle Vel

ki 5

T s I
Lon Boo

18

18 15



<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

64

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
82

Log Lew Ser Thr The 8ln Top Gin Vel Leuw Pre Uys Ser Mhe The The
1 5 kSN is

Ima Preo

83
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
83

Gin Val Law Pro Cys Ser Fhe Thr Thr Lew Pro Alz Leu Ser Thr Siy
i & g 1%

Lau Ile

84
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
84

Thr Thr Lew Pro Ala Leu Ser Thr Gly Deu Ile His Leu Hia Sla Ben
3 & 10 15

Ile wal

85
18
PRT

Sequéncia artificial



<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

65

Péptido sintético
85

The 1y Teu Jie Bis Len Hiz Sln Sso Tle Val Asp ¥al Sin Tyr Leu
% <

Tyr Gly

86
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
86

Gliv Rsys XTRe ¥al Aap Wal Gls Tyr Lew Tyr Siy ¥al Cly Ser Ser Ils
b & 1G 15

Ala Ssx

87
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
87

Tyr Les Tyr Gly Val Gly Ser Ser Tle Rla Ser Trp Xls fle Lys Trp
3 5 g 15

Slue Tyr

88
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
88



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

66

Jer Iis Ale Ber Trp Als Yle Lys Top &luw Tyr VWal ¥al Leu Leu Pha
i & in 1%

Loy Leu

89
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
89

ys Frp Slu Tye Yal ¥l Leu lew Fhe Lev lLeu Leu Als Asp Bls Aeyg
i & 1g 15

5

Wal Qws

90
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
920

Leu Phe Leu Lew Leu Als dsp Als 3rg ¥al Oy Ser Lys Ieu Trp Met
1 § h34 15

Mot bee

91
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

91
Ala Arg Wal Cys S2r Cys Leu Trp Met Met Lew Low Ile Ser Gin Ala
i & {3 15

Gila Ala



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>

67

92
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
92

Trp Hot Mst Leu Leas Ile 3epr Gln &ls Gly Ala Ala Lew Blu &ls Ley
i g 16 is%

¥al ¥ise

93
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
93

Ala Sly Val Asp 81y Glu Thr His The Thr 8ly Arg Val Als Gly His
i 3 oy is

Thx Thr

94
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
94

Hiz Thr Thy Sly Arg Vel Ala §ly His Thr Thr Ssvr &ly Phe Thr Ser
1 5 m 13

Leyu Fhe

95
18



68

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Péptido sintético

<400> 95

Gly His The Thr Ser 81y Phe Thr 3ex Leu Phe Ser Ser Siy Als Sex
i 5 REs i5

Gln Lys

<210> 96

<211> 18

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 96

Thr Ser Les Phe Sar Ses Gly 81x Smr Gln Lys Ile Sln Lew vel Asn

1

P

i 13

Thi RAsn

<210> 97

<211> 18

<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
<220>

<223> Péptido sintético
<400> 97

A1y Ser 4Gin Lys Ile oln laag Y3l Rsn Thy Rsn Gy Ssr Prp His Ils
i 5 10 18

Asn Rry

<210> 98
<211> 18



<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

69

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
98

Bisz Ile San Arg Thr Als Lew Rsn Oys Ran Bsp 8er leuw Sin Thr Gly
i S g i3

Fhe Hha

99
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
99

Aan Tys Ban Asp Ser Lew Sln Thy Sy Phe Phe Als Als Lew FPhe Tyr
1 5 19 1%

Aln His

100
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
100

The #8ly Phe Phe Ala Bla Lewn Phe Tye Ala His Lys Fhe 8:sn Ser Sepy
N % 10 15

GBIy Cys

101
18
PRT

Sequéncia artificial



<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

70

Péptido sintético

101

Phe Tyr Als His Lys Fhe Ran Ser Sex Gy Oys Pro Sln Arg Met Als
1 5 R pA 1%

Ser Oye

102

18

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

102

Sar Bar Sly Cys Pre Slo Arg Met Ads Ser Uys Acg Pro Lle Asp Tep
i 5 J1H . 1%

103

18

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

103

Het Als Ser Oys Acg Fro Ile Asp Trp Phe Als 8in Sly Trp Sly Pro
1 ] R\ 15

Iie Thr

104

18

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

104



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

71
Ssp Trp Phe RAla Gln Gly Tep 81y Poo Ils Thr Ty Thy Lys Pro RAsn
X 5 ig i%

sar Sex

105
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

105

Broy Asn Ser Ser Asp Gln Arg Pro Tyr Lys Top #iy Tyy Ala Pro Arg
3 & g 5

PED Oy

106

18

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

106

Fro Tyr Oys Trp His Tyr &1a Pro Rrg Pro Cys Giy ¥al V¥sl Pro Als
i & ) 10 18

Eex Gln

107

18

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

107

ffﬂ Ary Fro Cys Ely ¥al Val Pre Als fgz Gin val Cys Gly Pig‘Val
: 1 15

Tyr Cys



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>

72

108
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
108

Pro Als Ser Gln Wal Oys Gly Peo ¥Yal Tyr Oys Bhe The Pro Ser Pro
i 5 1@ 15

109
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
109

Fro Yel Tyy Qys Fhe Thr Pro Ssr Pro ¥al ¥Wal ¥al Gly Thr The Asp

&zg Bex

110
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
110

Ser Fro Vel Vel Val &ly Thr Thr &sp Avg Ser iy ¥al Pro Thr Tys
: & 1¢ 15

Sar Trp

111
18



<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

73

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
111

Thr Asp Arg Ser Gly ¥al Pro Thr Tyr Ssr Top Gly 6lu Asn Glu Thr
L & b 34] 1%

Asp Val

112
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

112

ThHE Tyr S8y Trp Giy 8le Asn Gluw Thr Bsp val Set Law Len Bsn Asn
b3 5 b 15

The Are

113

18

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
113

Giu Thr Asp Val Mah ey Ley Asn Asa Thy Arg Poo Pro Sin Sy Ass
13 5 1G 1%

o

Trp M

.
ire

114
18
PRT

Sequéncia artificial



<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

74

Péptido sintético

114

Ay Asn Thy Srg Pre Pro @in Gly Ran Trp Phe Sly CTys Thr Top Mot
i % 3g 15

Agh Rer

115

18

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

115

Trp Met Asn Sex Thy Gly Phe Thr Lys Thr Cys &ly Gly Pro Pre Cys
: s 9 15

Azp Ile

116

18

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

116

Thr Lyx Thr CTys Gly Gly Pro Pra Cys Asn Ils Gly &1y val Gly Asnp
1 5 18 15

Axg Thr

117

18

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético



<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

75

117

Fra Gy Bsn Tie iy Sly Val Gly Asp Arg The Lew Ile Cyz Fro Phr
1 S 4 i3

Aspr Cys

118
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
118

Gy Asn Axg Thoe Leuw Ile Cys Fro Thr Msp Cys Bhe Arg Lys His Pro
1 - B 10 15

Glu Ala

119
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
119

Pra Thr Azp Cyx Phe Srg Lys His PFro Glu Als Thr Tyr Thre Lys Cys
i 5 3% 1%

Gly Sar

120
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
120



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

76

Bis FPro Gip Ala The Tyr Thr Lys Cys Gly Ser Sly Pro Trp Leu thr
1 & 3G i%

121
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

121

hys CFs 8ly Sor Gly PFro Trp lew Thr Pro Arg Oys Lew ¥al fsp Tyr
3 3 1 18

ro Tyx

122

18

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
122

Lew Thr Fro Rrg Oye Len Val Asp Tyr Fre Tyr Arg beu Trp His Tve
1 5 g Is

Pre Cys

123
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

123
Asp Tyy Fro Tyr Arvg Lew Trp His Tyr Pro Oys Thr Leu Asn Sha Ser
1 5 in 9

ils Bhe



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>

77

124
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
124

Hia Tyr fro Cys The Lew &sn ?h@.5§r Tle Phe lys ¥al Arg Met Tys
3 3 T 13

Yal Giy

125
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
125

Mok Tyr Val Gly 8y Val Gly #is Arg Lan Asn &l Ala Cys Asn Trp
1 8 10 15

Thr Rea

126
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

126

Big Arg Leuw Asn Ala Rla Oys Asn Trp The Reg Gly Gls &rg Cys Ban
i § g 15

Lew Slu

127

18



<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

78

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
127

Asn Trp Thr Arg Gly Glu Reg Ty Ssn Lew Glu Rsp Arg Rsp Reg Ser
3 5 ig 15

Sle Leu

128
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
128

Cys Rsn Leu @lo Rap Acy Asp Bog Ser Glu Lew Ser Poo lew Lew ks
i 3 18 18

129
18
PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético
129

CRrg Ber Glu Lew Ssr Pro Leu Lew Leu Sex Thy Thr Siu Tre Glo Ils

1 & 18 15

Lau Pro

130
18
PRT

Sequéncia artificial



<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

79

Péptido sintético

130

Leu Leu Ser Thr Thr Glu Tep Gln Ile lew Pro Oys Ala the The The
1 8 I 15

Leu Pro

131

18

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

131

Sl Ils leu Pro Cys RAla Phe Thr Thy bLeo Fro Rle lLeu Sexr Thr Gly
i 5 18 15

Leu Ile

132

18

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

132

Thr Thr Lau Pro Aka Leu Ser Thr Slv Lew Tis Nis iew 8is Gln 3o
I & 30 s

Ile ¥ai

133

18

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

133



<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

80

Gln Rsns Ile Val Rup Vsl Gls Tye Lew Tyr Gly ¥al Gly Ser Ala Fhe

i ke 13 15
¥al Sex

134

18

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

134

Bla Phe Val Ser Phe Ala Ile DLys Trp Glu Tyr Ile Lew e Leu Phe
L -1 if 15
Ly Len

135

18

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

135

ey Phe Leyw Lew Leuw Ala Asp Ala Arg val Cyy Bls Oys lLeu Trp pet
1 & it 15
MEy Lag

136

18

PRT

Sequéncia artificial

Péptido sintético

136



<210>
<211>
<212>
<213>

<400>

-

137
360
PRT

o

Virus da hepatite

Sar
&sn
L

Bap

Layi

Thr Hixz Val

@ly Lew Lew T

oL

&sn Bly S=r
35

Lenw Asn The

58

Ser Ber Gly i

Phe &la Qin

Bep Glu Arg

- Bro

- i

- Trp

By

Cys

81

Fan

s Nla

AEN

Rla

Tirp

Ala Arg val Tys Rls Cye Lew Trp Met

GLy

Lag

Ile

¥is

et beuw Leuw Flw &la Gin &la

G

The &

Law

Thr

Ssr

Ty

F Ryg

o Asn ]

Ber {

78

Tye

Thr

LTy

Bro Br

The

Gle )

Aan {

45

Sin

Arg

Ran

Rrg

iy

Pro

i5

Gly Lau
is

Ils Asn

Asn Bly

Lys Fhe

Lew The
a8

Bay Gly
25

Cys Gy



<210>
<211>
<212>
<213>

Iie Val

Ter Fro
AR T

Sar g
143
Fro Fre

Fhe Thr

Aan Axw

Fro

135

Wal

Gly

Loty

Lys

Thr

8%

Asp

Iig

: Rla

Asp Brg Asp

Trp Gln
30

Gly Lau
0%

Gly val

¥al Leu

Tep Met

138

360
PRT

Virus da

[ 2]
~3 3
1Tk

Val

194

Bia

¥al

Als

Bl

¥al

180

Leg

- Bexr

Tyr

Fhe

Alm
pt

arg S

Laas

Ile Him

Gly

Lew

Mat

Phe
330

L

Lys

Yal

Asn

Barn

L83

Cyﬁ
FHTAY
Arg
Bro
Lys
245

Lys

Pre C©

Lixt

c Sar

325

Loy

Sy

Bsp
150

Gly

Cya ¥

Cya

Tyr

238

Val

Ile

¥al

Th
13%

Thr

Fhe

Ala

S

[
y B
318 1

Gl

2 Ala

Law

Sar

hepatite C

Fro

Thy
204

Mot T

Sey

288

Fhe

Bsn

Sar

Ala

Gl
268

Pro
185

Rap {

ITis

Yal
50
Gy
ety

Thy

Val

Terp Bla

Asp
343

330

ALy

Wal

¥al
15%

g Wal

. Phe

R

L

ERE

Ils

Ary

: Blw

148

Lew

FEL

R

Wal

Ly

Val

Cys
135

&la

REN

Lys
203

Thy

oys

Ral @

Cys

B3

Trg

Cys

110

Fre

fro

Asn

Gly

1%

Ris

Fro

Thy

FEp
230

Thr

3 L

Sey
359

Thy

The

Pra

Arg

Fle

. Bim

5%

L

Fer T

- Leu

Tyr
335

Ty

Pra
Ty
ARg

1

Bly

X ‘ﬁl&r

Gilu
Cye
Asn
244

By

Gle



<400> 138

X

83

Thr Sec Len Phe Ser Ser &ly Ala

The

Rsn

L

Bep

¢ BEn

L1 nd
<

Ser 8

#ha &

Asp

¥al B

g )
13
Trys
Faa

The

Asn

'Y ®

Lys

Fhr |

135

Ty

Ala

Bsp

20

ARryg
Y

o Rla

val 3

Sl

Ly

Thy €

I8

» Tyr Pr

Fhe I

Ada Oy

280

Arg i

Trp His

¢ Gly Pha

oyE Pra

Ear Gin

Asn &

153

Iis
Lag
L

Gl
Gly

Cys

Wal

iy The T

1335

-

Asn
3n

ARrg
ra

Trp

Pre

s The

208

Syy

j Leu

- Met ¥

The

Sey

284

¥t
Ile
Ris
193

Gy

- asp

¥al

; Cys
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N
A B

Asp

Glw

Arg
283

Beo

The

1 Leu

30

Tye

Arg =

Met

By

Ley
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Fhe

. der

Ala

Wal
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T

pC3E:
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EEH

L¥s

Thix

Ran
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s

Lty

Hey

Yy
o
1

Arg

Laa

Sly
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- L
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Lys
2058
Thr
g

¥al

Cys
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3 § i
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| BEs
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Fhs
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i3

Wal Azn
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Pro T
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Fex
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185
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Fro

Thy
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Tar Gy
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Val Giy

Arg Lys

Lew Asa
250

o Hig Axg



Frp Sln
2R

#iy Leu

Sty wal €

T Lan

Tie

Iie

JE: 2

84

Dt Tra Cyz Ala Phe The The

P

His Lew His §lo Asn Ile Vsl

319

Ssr Ala Fhe ¥al Ser Phe &la

Kpay

338

Lsu Pro Ala len Sep

30

Bsp ¥al Sin Tyr lew

313

Ile Lys Trp &l Tye

335

Fhe Loy Leu Lew Al Bsp Ala Arg Vsl Oys Aly Oy

34¢

3¢5

Tep Met Met Lew Lew I1le Als &lm

355

380

359

Tyr
320

Il

Lo
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REIVINDICACOES

1. Composigdo farmacéutica que compreende um ou vVvarios
péptidos seleccionados entre o conjunto constituido por um
péptido que compreende uma sequéncia seleccionada entre a
SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 42.

2. Composicdo farmacéutica que compreende pelo menos um
péptido seleccionado entre um ou varios dos seguintes:

a) um péptido constituido pela sequéncia de
aminodcidos seleccionada entre qualgquer uma das SEQ ID NO:
1 e SEQ ID NO: 42, em que o radical do terminal N & um
grupc amino e o radical do terminal C é um grupo carboxilo;

b) um péptido constituido pela sequéncia de
aminodcidos seleccionada entre qualquer uma das SEQ ID NO:
1 e SEQ ID NO: 42, em que o radical grupo amino do terminal
N é substituido por um radical do terminal N seleccionado
entre o conjunto constituido por: um grupo acetilo, um
grupo hidrofdébico, um grupo carbobenzoxilo, um grupo
dansilo, um grupo t-butoxicarbonilo ou um grupo que ¢é um
veiculo macromolecular, seleccionado entre um conjugado de
lipidos, um polietileno-glicol ou um hidrato de carbono
e/ou em que o grupo carboxilo do terminal C é substituido
por um radical no terminal C seleccionado entre o conjunto
constituido por um grupo amidogénio, um grupo hidrofdbico,
um grupo t-butoxi-carbonilo, ou um grupo macromolecular,
seleccionado entre um conjugado de lipidos, polietileno-
glicol ou um hidrato de carbono;

c) um péptido constituido pela sequéncia seleccionada
entre qualguer uma das SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 42, em que
hd pelo menos uma ligagdo que liga residuos aminodcidos
adjacentes que € uma ligacdo nao peptidica;

d)um péptido constituido pela sequéncia seleccionada

entre qualguer uma das SEQ ID NO: 1 e SEQ ID NO: 42, em que



hd pelo menos um residuo de aminodcido que apresenta a

configuracdo de isdédmero D.

3. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 2, em que o
radical terminal no aminodcido do terminal amino € um grupo
acetilo, um grupo hidrofdébico, um grupo carbobenzoxilo, um
grupo dansilo, um grupo t-butoxicarbonilo ou um grupo que é
um veiculo macrocelular seleccionado entre um conjugado de
lipidos, um polietileno-glicol ou um hidrato de carbono
e/ou o radical terminal no aminodcido do terminal C & um
grupo hidrofdbico, um grupo t-butoxicarbonilo ou um grupo
macrocelular seleccionado entre um conjugado de lipidos, um

polietileno—-glicol ou um hidrato de carbono.

4, Composicao de acordo com a reivindicagdo 2, em que a
composicdo compreende um péptido constituido por uma
sequéncia seleccionada entre qualquer uma das SEQ ID NO: 1
e SEQ ID NO: 42, em que o radical terminal no aminodcido do
terminal amino é um grupo que é um veiculo macrocelular
seleccionado entre um conjugado de lipidos, um polietileno-
glicol ou um hidrato de carbono e/ou o radical terminal no
aminodcido do terminal C €& um grupo gque ¢é um veiculo
macrocelular seleccionado entre um conjugado de lipidos, um

polietileno—-glicol ou um hidrato de carbono.

5. Composigdo de acordo com a reivindicagdo 2, em que
pelo menos uma ligacdo € uma ligagdo nao peptidica,
seleccionada entre o conjunto constituido por uma ligacgdo
imido, uma ligacgéo éster, uma ligag¢do hidrazina, uma

ligagdo semicarbazdéide ou uma ligagdo azo.

6. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 2, em que

pelo menos um aminodcido é um isdmero D de um aminodcido.



7. Composicdo de acordo com a reivindicagcdo 2, em que O
radical terminal no grupo amincdcido do terminal N € um
grupo amino e o radical terminal no aminodcido do terminal

C é um grupo carboxilo.

8. Composigcédo de acordo com a reivindicagcdédo 1, em que
pelo menos um péptido é seleccionado entre o conjunto de
péptidos constituido por uma sequéncia seleccionada entre
as SEQ ID NO: 7 a 42.

9. Medicamento utilizdvel no tratamento ou na prevengao
de infecgdes com o virus da hepatite C num paciente, em que
o medicamento compreende uma composicdo farmacéutica de

acordo com uma qualquer das reivindicacdes 1 a 8.

10. Utilizacdo de uma composicdo farmacéutica de acordo
com qualguer uma das reivindicacdes 1 a 8 para a preparacao
de um medicamento para o tratamento ou para a prevencao de

infecgdes com o virus da hepatite C num paciente.

11. Anticorpo substancialmente purificado que é preparado
utilizando, como imunogéneo, um péptido de acordo com

qualguer uma das reivindicacdes 1 a 8.

12. Medicamento utilizdvel no tratamento ou na prevencgao
de infecg¢des com o virus da hepatite C num paciente, em que
o medicamento compreende um ou varios péptidos de acordo
com qualquer uma das reivindicagdes 1 a 8 e/ou um anticorpo
de acordo com a reivindicagdo 11, o qual compreende ainda
um ou varios péptidos e/ou um ou VvAarios anticorpos com O
objectivo de inibir o passo de fusdo a membrana mediado

pela proteina 1 do invdélucro do virus da hepatite C.



13. Anticorpo de acordo com a reivindicacdo 11 utilizavel
no tratamento ou na prevencdo de infecgbes com o virus da

hepatite C num paciente.

14. Utilizacdo de uma composicdo farmacéutica de acordo
com qualquer uma das reivindicagbes 1 a 8 e/ou de um
anticorpo de acordo com a reivindicacgdo 11 na preparacado de
um medicamento para o tratamento ou para a prevencido de

infecgdes com o virus da hepatite C num paciente.

15. Péptido constituido por uma sequéncia seleccionada

entre gualquer uma das SEQ ID NO: 1 a 6.

16. Péptido constituido por uma sequéncia seleccionada

entre qualgquer uma das SEQ ID NO: 7 a 42.

Lisboa, 18/10/2010
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Proteina 2 do invdélucro
do virus da hepatite C (E2)



4/4

CELULA

Paptido EE.
:iept_ oz




	BIBLIOGRAPHY
	DESCRIPTION
	CLAIMS
	DRAWINGS

