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RESUMO
NANOPARTICULAS PEPTIDICAS E UTILIZAQéES DAS MESMAS

A presente invencdo refere-se a péptidos anfifilicos e
particulas que compreendem os péptidos anfifilicos.

Tais péptidos anfifilicos e particulas descritos no
presente documento podem ser utilizados como um sistema
de aplicacdo, por exemplo, para propdsitos terapéuticos
ou diagnésticos, ou como veiculos de penetracdo celular

ou agentes de transfecdo celular.



DESCRIGCAO

NANOPARTICULAS PEPTIDICAS E UTILIZAQéES DAS MESMAS

REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS

Este Pedido reivindica o beneficio sob 35 U.S.C $§119(e)
de Pedido Provisdério U.S. n° 61/526.526 depositado em 23
de agosto de 2011.

CAMPO DA TECNICA

A presente invencdo refere-se a péptidos anfifilicos e

particulas que compreendem os péptidos anfifilicos.

ANTECEDENTES

As nanoparticulas sdo Uteis na estabilizacdo e aplicacéo
de farmacos: as mesmas aprimoram a solubilidade,
prolongam a vida util, reduzem os efeitos secunddrios e
sustentam a exposicao a farmacos para um efeito
terapéutico prolongado. A matriz utilizada para aplicacgéao
direcionada de fadrmacos & geralmente composta por
lipidos, polimeros ou metais e montada formando
vesiculas, micelas ou particulas. Veja-se Torchilin V.
(2006) Adv Drug Deliv. 58:1532; Stark W (2011) Angew Chem
Int Ed. 50: 1242; Soussan E et al. (2009) ACIE. 48: 274.
As principais wvaridveis de particula independentes que
determinam a aplicabilidade in vivo incluem tamanho,
carga de superficie e dispersibilidade, principalmente
governadas pelo efeito hidrofdbico. Nel A et al. (2009)
Nat Matter. 8: 543. Ao contradrio desses materiais

transportadores cléassicos, é extremamente dificil



desenhar um sistema de libertacdo coloidal exclusivamente
de aminocédcidos, ©principalmente devido a questdes de

solubilidade de péptidos hidrofdbico curtos.

A dissolucado de péptidos hidrofébicos ¢é enfadonha e,
dessa forma, frequentemente exige protocolos elaborados
de adicdo de solvente [14]. Apesar de todos os esforcgos,
muitos péptidos hidrofdbicos nao sao soluveis e,
consequentemente, dificeis de sintetizar por quimica de
protecdo Fmoc ou Boc: precipitacdo de péptidos na fase
sélida durante a sintese resulta em rendimentos pequenos

e quantidades dominantes de subprodutos.

Ainda, uma matriz de particula composta de péptidos &
desejada visto que 0 mesmo pode degradar-se em
aminodcidos Unicos. Além disso, diferente de outros
materiais de matriz, por exemplo, polimero, produtos de
sintese peptidica podem ser ©purificados até 98 %,
evitando-se a polidispersidade molecular e, dessa forma,
problemas com a reprodutibilidade de propriedades fisico-
gquimicas. Adicionalmente, as propriedades de estrutura
peptidica podem ser prontamente moduladas, por exemplo,
mediante a introducéo de mutacdes pontuais de
aminodcidos. Consequentemente, ainda ha uma forte
necessidade de manipular um transportador de farmaco
degradéavel, que pode ser sintetizado e purificado num
processo de amostra. Dittrich e Meier divulgam a
caracterizacdo estrutural e encapsulacdo de péptidos em
nanoparticulas sdlidas (Macromolecular Bioscience, 10:
2010, 1406 a 1415). Collinset al. divulgam a automontagem
de péptidos em nanoparticulas esféricas para aplicacédo de
porcdes hidrofilicas ao citosol (ACS Nano, 4(5); 2010,
2856 a 2864). O documento WO02009/109428A2 divulga a



automontagem de nanoparticulas peptidicas para utilizacéo

como vacinas.

SUMARIO

Varios aspetos e formas de realizacdo fornecidos no
presente documento referem-se a péptidos anfifilicos,
particulas de péptidos que compreendem uma ou mais formas
de realizacgdo dos péptidos anfifilicos descritos no
presente documento, e utilizacdes dos péptidos
anfifilicos ou particulas peptidicas descritos no
presente documento. As cargas liquidas dos péptidos
anfifilicos descritos no presente documento podem ser
ajustadas ao controlar o numero de grupos carregados
presentes em residuos de aminodcidos dos @ péptidos
anfifilicos, por exemplo, ao mascarar um Ou mais grupos
amino, por exemplo, com acetilacdo. Portanto, os péptidos
anfifilicos e particulas peptidicas descritos no presente
documento podem ser utilizados como transportadores ou
veiculos de aplicacdo para tipos diferentes de agentes
ativos, por exemplo, moléculas carregadas ou nao-
carregadas, ou moléculas polares ou nao-polares. Além
disso, as particulas peptidicas descritas no presente
documento podem ser ajustadas para as suas solubilidades,
por exemplo, numa condigdo fisioldgica, ao controlar as
razdes de duas ou mais formas de realizacdo dos péptidos
anfifilicos presentes nas particulas peptidicas. Por
exemplo, os péptidos anfifilicos completamente mascarados
(por exemplo, completamente acetilados) podem formar, em
geral, ©particulas peptidicas insoluveis, enquanto as
particulas formadas a partir de péptidos parcialmente
mascarados (por exemplo, parcialmente acetilados) ou nao

mascarados (por exemplo, nao acetilados), em geral, tém



uma solubilidade maior que os ©péptidos anfifilicos
completamente mascarados (por exemplo, completamente
acetilados), por exemplo, numa condigdo fisioldgica.
Dessa forma, em algumas formas de realizacao, a
solubilidade das ©particulas ©peptidicas descritas no
presente documento, por exemplo, numa condicgao
fisioldgica, pode ser controlada ao formar as particulas
peptidicas com uma mistura desses péptidos anfifilicos
com solubilidades diferentes e, consequentemente,
variando-se as suas quantidades nas particulas
peptidicas. As particulas peptidicas da invencédo, e sua
utilizacédo de acordo com a invencgao, sao definidas nas

reivindicacdes.

Um aspeto fornecido no presente documento refere-se a um
péptido anfifilico que compreende um segmento de
peptidilo hidrofdébico e um segmento de péptido
hidrofilico. O inventor constatou que ao modular a
hidrofilicidade do segmento hidrofilico, pode controlar-
se o tipo de particula formada por autoagregacdo dos

péptidos anfifilicos.

Consequentemente, um aspeto da divulgacdo fornece um
péptido anfifilico que compreende um segmento de
peptidilo hidrofébico e um segmento de peptidilo
hidrofilico, em que o segmento de peptidilo hidrofdébico

compreende uma sequéncia de 2 a 10 D e L-aminoéacidos

alternados selecionada de entre alanina, valina,
isoleucina, leucina (Leu), fenilalanina, tirosina ou
triptofano (Trp), e em que o segmento de peptidilo

hidrofilico compreende aminocacidos carregados ou nao
carregados, porém polares, ou derivados dos mesmos.

Em certas formas de realizacdo desse aspeto e todos o0s



outros aspetos descritos no presente documento, 0
segmento de peptidilo hidrofdébico pode compreender uma
sequéncia de aminodcidos de (Trp-Leu), (Trp), ou (Leu-
Trp).— (Leu)y, em que cada Trp € D-Trp ou L-Trp e cada Leu
é D-Leu ou L-Leu, m e p sido, independentemente, um numero
inteiro de 1 a 20, e n e g sao, independentemente, 0 ou
1, desde que quando Trp for D-Trp, entao, Leu seja L-Leu,
e quando Trp for L-Trp, entdo, Leu seja D-Leu, ou vice-

versa.

Em algumas formas de realizacdo, o segmento de peptidilo
hidrofilico ©pode compreender pelo menos uma carga
presente tanto na terminagdo N como um residuo de
aminodcidos. Em tais formas de realizacdo, a pelo menos
uma carga pode ser tanto uma carga catidnica como
aniénica. Em algumas formas de realizacdo, a pelo menos
uma carga catidnica pode estar num residuo de aminocdcidos
selecionado do grupo gque consiste em Lys, Arg, His, e
quaisquer combinag¢des dos mesmos. Em algumas formas de
realizacdo, a pelo menos uma carga anidnica pode estar
num residuo de aminodcidos selecionado do grupo gue
consiste em Asp ou Glu, e quaisquer combinacdes dos

mesmos.

Em formas de realizacdo alternativas, o segmento de
peptidilo hidrofilico pode compreender aminodcidos nao
carregados, porém polares. Em outras formas de
realizacdo, o segmento de peptidilo hidrofilico pode
compreender pelo menos uma carga € pelo menos um
aminodcido nédo carregado, porém polar. Em varias formas
de realizacdo, o pelo menos um residuo de aminodcidos néo
carregado, porém polar pode ser selecionado do grupo que

consiste em Ser, Thr, Asn ou Gln, e quaisquer combinacdes



dos mesmos.

Em formas de realizacdo especificas desse aspeto e todos
0s outros aspetos descritos no presente documento, o0
segmento de peptidilo hidrofilico pode compreender uma
sequéncia de aminodcidos de (Lys)y, em gue r é um numero
inteiro de 1 a 15. Em algumas formas de realizacgdo, r
pode ser um numero inteiro de 2 a 5. Em algumas formas de

realizacdo, r pode ser igual a 3.

Em algumas formas de realizacdo desse aspeto e todos o0s
outros aspetos descritos no presente documento, o}
segmento de peptidilo hidrofdébico pode compreender um
polimero. Em algumas formas de realizacdo, a ligacdo ao
segmento de peptidilo hidrofdébico pode ser adaptada para
se ligar covalentemente ao polimero. Em algumas formas de
realizacdo, o polimero pode ser um polimero biocompativel
e/ou biodegradavel. Exemplos do polimero incluem, mas néao
se limitam a, PEG, PGG, PEO, policaprolactona, 4&cido
poliléctico, acido poliglicdlico, poli-hidroxialcanoatos,
dextranos, polianidridos, PLA-PGA, poliortéster,
polifumarato, hidrogéis, quaisquer polimeros
biocompativeis e/ou biodegradaveis reconhecidos na

técnica, e quaisquer combinacgdes dos mesmos.

Em certas formas de realizacdo desse aspeto e todos os
outros aspetos descritos no presente documento, pelo
menos um grupo amino no péptido anfifilico pode ser
mascarado, por exemplo, por acetilacdo. Em tais formas de
realizagcdo, o pelo menos um grupo amino pode ser um grupo
amino de terminacdo N do péptido anfifilico. Em outras
formas de realizacdo, o pelo menos um Jgrupo amino pode

estar num residuo de Lys do segmento de peptidilo



hidrofilico.

Em algumas formas de realizacdo desse aspeto e todos o0s
outros aspetos descritos no presente documento, todos os
grupos amino no segmento de peptidilo hidrofilico podem
ser mascarados, por exemplo, acetilados. Em outras formas
de realizacdo, o grupo amino de terminacdoc N do péptido
anfifilico e pelo menos um dos grupos amino no segmento
de peptidilo hidrofilico podem ser mascarados, por
exemplo, acetilados. Em ainda outra forma de realizacao,
0 grupo amino de terminagdo N do péptido anfifilico e
todos 0s grupos amino no segmento de peptidilo
hidrofilico podem ser mascarados, por exemplo,
acetilados. Em algumas formas de realizacao quando O
segmento de peptidilo hidrofilico compreende uma
sequéncia de aminocédcidos de (Lys)r, O grupo amino de
terminagdo N do péptido anfifilico e pelo menos um
(incluindo pelo menos 2, pelo menos 3, ou mais) dos
residuos de Lys de segmento de peptidilo hidrofilico séo
mascarados, por exemplo, acetilados. Numa forma de
realizacdo em gque o segmento de peptidilo hidrofilico
compreende uma sequéncia de aminodcidos de (Lys),, O
grupo amino de terminacdo N do péptido anfifilico e todos
os residuos de Lys do segmento de peptidilo hidrofilico

sao mascarados, por exemplo, acetilados.

Em varias formas de realizacdo, o segmento de peptidilo
hidrofdébico pode ser ligado a terminacdo C do segmento de

peptidilo hidrofilico.

Em certas formas de realizacdo, Leu €& D-Leu. Em algumas
formas de realizagdo, Trp é L-Trp. Em algumas formas de

realizacgédo, Lys é L-Lys. Em algumas formas de realizacgéo,



m ou p pode ser independentemente entre 1 e 3. Numa forma
de realizacdo, m ou p € 3. Numa forma de realizacdo, n ou
g é 1. Consequentemente, uma forma de realizacdo do
péptido anfifilico compreende a sequéncia de aminodcidos
de (L-Lys)—(L-Lys)—-(L-Lys) - (L-Trp) —(D-Leu) - (L-Trp) — (D—
Leu) - (L-Trp) - (D-Leu) - (L-Trp), em qgque pelo menos um dos

residuos de L-Lys é acetilado.

Em algumas formas de realizacdo, o péptido anfifilico
pode compreender a sequéncia de aminodcidos de Ac-(L-
Lys) - (L-Lys)-(L-Lys)—(L-Trp)-(D-Leu) - (L-Trp) — (D-Leu) - (L—

Trp) - (D-Leu) - (L-Trp). Em tais formas de realizacdo, pelo

menos um dos residuos de L-Lys pode ser acetilado.

Em outras formas de realizacdo, o péptido anfifilico pode
compreender a sequéncia de aminodcidos de Ac- (L-Lys (Ac)) -
(L-Lys (Ac)) - (L-Lys (Ac))-(L-Trp) —(D-Leu)—- (L-Trp)-(D-Leu) -
(L-Trp) - (D-Leu)- (L-Trp)-X, em que X estd ausente ou NH,.
0O péptido anfifilico pode ter uma sequéncia de
aminocdcidos de qualquer comprimento. Em algumas formas de
realizacédo, o péptido anfifilico pode ter um comprimento
de cerca de 5 a cerca de 25 residuos de aminoéacidos.

O segmento de peptidilo hidrofdébico ou segmento de
peptidilo hidrofilico do péptido anfifilico pode ser
modificado. Por exemplo, pelo menos um de entre o
segmento de peptidilo hidrofdébico ou o segmento de
peptidilo hidrofilico pode compreender pelo menos uma
mutacdo pontual. Em varias formas de realizacgdo, pelo
menos uma ligacdo amida de cadeia principal pode incluir
uma ligacgdo de substituigcdo de amida. Em outras formas de
realizacédo, o péptido anfifilico pode compreender pelo
menos um R—-aminoacido, y—aminoacido, ou quaisquer

combinag¢des dos mesmos.



Em algumas formas de realizacdo, o péptido anfifilico
compreende um segmento de peptidilo hidrofdébico e um
segmento de peptidilo hidrofilico, em que o segmento de
peptidilo hidrofdbico compreende a sequéncia de
aminodcidos (AAM—AAn)b—(AAB)d, em que AAM, AA'? e AAY? sdo
residuos de aminoacidos hidrofdbicos selecionados
independentemente para cada ocorréncia, b é um numero
inteiro de 1 a 20, e d é 0 ou 1, desde que an't e an"
tenham a configuracdo oposta (isto &, D- e L-) e A e A"
tenham a configuracdo oposta (isto ¢é, D- e L-); O
segmento de peptidilo hidrofilico compreende um ou mais
aminodcidos hidrofilicos ou derivados dos mesmos; e O

péptido anfifilico é parcial ou completamente mascarado.

Em algumas formas de realizacdo, um péptido anfifilico
compreende a sequéncia de aminodcidos (L-Lys).'—-((L-Trp)-
(D-Leu) )n'-(L-Trp), em que r' é um numero inteiro de 3 a
21 e m’" & um numero inteiro de 3 a 20, e em que pelo
menos um de entre um grupo amino de terminacdo N ou um
grupo amino de cadeia lateral de pelo menos um residuo de

Lys é conjugado a um grupo protetor de azoto ou amino.

O inventor constatou que algumas formas de realizacdo dos
péptidos anfifilicos descritos no presente documento
podem ter capacidade de penetracdo celular. Dessa forma,
em algumas formas de realizacdo, os péptidos anfifilicos
descritos no presente documento podem ser utilizados como
agentes de penetragdo e/ou transfecdo de células. Nessas
formas de realizacdo, os péptidos anfifilicos podem ser
desenhados para serem carregados positivamente.
Consequentemente, a utilizacdo de uma composicado que
compreende um péptido anfifilico com carga positiva como

um agente de penetracdo ou agente de transfecdo celular é



10

fornecido no presente documento, em que o péptido
anfifilico de carga positiva compreende um segmento de
peptidilo hidrofdébico e um segmento de peptidilo
hidrofilico. 0O segmento de peptidilo hidrofdbico do
péptido anfifilico de carga positiva compreende uma
sequéncia de aminodcidos de (Trp-Leu)p— (Trp)n, ou (Leu-—
Trp).—(Leu)y, em que cada Trp € D-Trp ou L-Trp e cada Leu
é D-Leu ou L-Leu, m e p sdo, independentemente, um numero
inteiro de 1 a 5, e n e g sado, independentemente, 0 ou 1,
desde que quando Trp for D-Trp, entdo, Leu seja L-Leu, e
quando Trp for L-Trp, entédo, Leu é D-Leu, ou vice-versa;
enquanto o segmento de peptidilo hidrofilico compreende
uma sequéncia de aminoacidos de (Lys)., em que r €& um
numero inteiro de 1 a 15. Adicionalmente, no péptido
anfifilico com carga positiva, pelo menos um dos residuos
ou O grupo amino de terminacdo N do péptido anfifilico
ndo € acetilado. Em algumas formas de realizacdo, todos
os residuos de Lys e o grupo amino de terminacdo N do
péptido anfifilico com carga positiva né&o s&o acetilados.
Em algumas formas de realizacdo, o péptido anfifilico com
carga positiva pode compreender uma sequéncia de
aminodcidos de (L-Lys) - (L-Lys) - (L-Lys) - (L-Trp) - (D-Leu) -
(L-Trp) - (D-Leu) - (L-Trp) - (D-Leu) - (L-Trp)=X, em que X estéa

ausente ou NH,.

Em algumas formas de realizacdo, a composicdo pode
compreender adicionalmente uma molécula de &cido nucleico

(por exemplo, ADN ou ARN) a ser libertada numa célula.

Adicionalmente, os ©péptidos anfifilicos descritos no
presente documento também podem ser utilizados,
individualmente ou como parte de um sistema de aplicacao

para aplicar um composto de interesse, por exemplo, um
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agente ativo, a uma célula. O sistema de aplicacdo pode
ser um sistema de aplicacdo direcionada. Os compostos a
serem libertados podem incluir agentes terapéuticos,
agentes diagnésticos e qguaisquer combinacdes dos mesmos.
Consequentemente, um aspeto da divulgacdo fornece um
método de utilizacdo de um péptido anfifilico como um
sistema de aplicacdo, o método que compreende um agente
ativo com um péptido anfifilico e colocar uma célula em
contato com o complexo. Em algumas formas de realizacéao,
o método pode ser utilizado para propdsitos terapéuticos

ou diagnésticos.

Num outro aspeto, a divulgacdo fornece particulas que
compreendem um péptido anfifilico descrito no presente
documento. O 1nventor constatou entre outros que as
particulas formadas pelos péptidos anfifilicos descritos
no presente documento se diferem das particulas descritas
em C. Dittrich, Ph.D. Thesis, Universitdt Basel, 2007.
Para esclarecer, as particulas fabricadas a partir dos
péptidos anfifilicos descritos no presente documento sao
diferentes daquelas descritas em Dittrich (2007). Os
péptidos descritos em Dittrich (2007) n&o compreendem
grupos amino mascarados. Como tais, as particulas
formadas a partir de tais péptidos sdo micelas, por
exemplo, ©particulas ocas, e particulas ndo sdlidas
conforme descrito no presente documento.
Consequentemente, em certas formas de realizacdo, as
particulas peptidicas descritas no presente documento nao
sdo micelas, por exemplo, particulas ocas. Indicado de
outra forma, em certas formas de realizacao, as
particulas peptidicas descritas no presente documento sao

particulas sdlidas.
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Em algumas formas de realizacéao, a particula qgue
compreende um péptido anfifilico descrito no presente
documento pode compreender adicionalmente um ligando.
Consequentemente, numa forma de realizacdo, uma particula
peptidica descrita no presente documento compreende um
péptido anfifilico, sendo que o péptido anfifilico
compreende um segmento de peptidilo hidrofdébico e um
segmento de peptidilo hidrofilico, em que o segmento de
peptidilo hidrofdébico compreende uma sequéncia de
aminodcidos de (Trp-Leu)p— (Trp)n ou (Leu-Trp),— (Leu)y, em
que cada Trp ¢ D-Trp ou L-Trp e cada Leu é D-Leu ou L-
Leu, m e p sdo, independentemente, um numero inteiro de 1
a 5, e n e g sao, independentemente, 0 ou 1, desde que
quando Trp for D-Trp, entdao, Leu seja L-Leu, e gquando Trp
for L-Trp, entédo, Leu seja D-Leu, ou vice-versa; e em que
o segmento de peptidilo hidrofilico compreende uma
sequéncia de aminodcidos de (Lys)., em gue r & um numero
inteiro de 1 a 15, e em que a particula peptidica
compreende adicionalmente sobre sua superficie externa um

ligando.

Numa forma de realizacdo, o ligando pode ser um ligando

de recetor de superficie celular ou um anticorpo. Os

ligandos de recetor de superficie celular
exemplificadores incluem, mas nao se limitam a,
transferina, EGF, folato e quaisquer combinacdes dos

mesmos. Em certas formas de realizacao, o ligando pode
estar presente sobre uma superficie externa da particula.
Por exemplo, o ligando pode ser adsorvido sobre a
superficie externa da particula descrita no presente
documento. Em formas de realizacdo alternativas, 0
ligando pode ser <covalentemente ligado ao péptido

anfifilico. Numa forma de realizacéo, o ligando ¢é
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covalentemente ligado ao segmento de peptidilo

hidrofilico do péptido anfifilico.

A  espessura do ligando presente sobre a superficie
externa da particula descrita no presente documento
depende, em parte, do tamanho da molécula de ligando. Em
algumas formas de realizacdo, a espessura do ligando
presente sobre a superficie externa da particula pode
situar-se na faixa de cerca de 1 nm a cerca de 100 nm.
Numa forma de realizacdo, a espessura do ligando presente
sobre a superficie externa da particula é cerca de 10 nm.
Em algumas formas de realizacdo, uma razdo do ligando
para os péptidos anfifilicos pode situar-se na faixa de

cerca de 1:10 a cerca de 1:1.000.000.

0O ligando presente sobre a particula peptidica pode ser
selecionado com base nos tipos de alvos (por exemplo, mas
sem se limitar a, células, Dbactérias, proteinas, e/ou
dcidos nucleicos) para os quails as particulas peptidicas
serdo libertadas. Por exemplo, para facilitar a aplicacgao
de uma particula peptidica descrita no presente documento
a uma célula, um ligando especifico para o recetor de
superficie celular pode ser selecionado. Entao, algumas
formas de realizacdo das particulas peptidicas descritas
no presente documento podem ser utilizadas para aplicacgéao
direcionada de um agente ativo utilizando as particulas
peptidicas como transportadores ou veiculos de aplicacgéo.
Em tais formas de realizacdo, as particulas peptidicas
podem ser utilizadas para aplicacdo a uma célula de um
agente ativo que € impermedvel a célula quando aplicadas

por si.
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Consequentemente, em varias formas de realizagdo desse
aspeto e todos os outros aspetos descritos no presente
documento, a particula peptidica pode compreender um ou
mais agentes ativos. Em tais formas de realizacdo, O
agente ativo pode ser disperso dentro da particula. O
agente ativo pode ndo ter carga liquida ou uma carga
liquida. Em algumas formas de realizacdo, o agente ativo
pode compreender pelo menos um grupo aromdtico. Exemplos
do agente ativo incluem, mas nédo se limitam a, proteinas,
péptidos, antigenos, anticorpos ou porgdes dos mesmos,
moléculas semelhantes a anticorpo, enzimas, acidos
nucleicos, aptameros, moléculas pequenas, antibidticos,
agentes farmaceuticamente ativos, agentes terapéuticos,
agentes de contraste, e quaisquer combinagdes dos mesmos.
Numa forma de realizacdo, o agente ativo & um agente
farmaceuticamente ativo ou um agente terapéutico. Numa
forma de realizacgdo, o agente ativo é uma molécula de
dcido nucleico, incluindo, mas sem se limitar a, siARN
miARN, shARN, ADN e quaisquer combinacdes dos mesmos. Em
formas de realizacdo particulares, a razao do agente
ativo para os péptidos anfifilicos pode situar—-se na
faixa de cerca de 1:1 a cerca de 1:100.000, de cerca de
l: 1: a cerca de 1:10.000, de cerca de 1:1 a cerca de
1:1.000, de cerca de 1:1 a cerca de 1:100, ou de cerca de

1:1 a cerca de 1:10.

A particula peptidica desse aspeto e todos os outros
aspetos descritos no presente documento podem ser de
qualguer tamanho. Em algumas formas de realizacéo, a
particula peptidica pode ter um tamanho de cerca de 5 nm
a cerca de 5.000 nm. Em algumas formas de realizacdo, a
particula pode ter um tamanho de cerca de 30 nm a cerca

de 150 nm.
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Em algumas formas de realizacdo, a particula peptidica
pode compreender uma mistura de péptidos anfifilicos
completamente mascarados (por exemplo, completamente
acetilados) e parcialmente mascarados (por exemplo,
parcialmente acetilados) descritos no presente documento.
Nessas formas de realizacao, a razdo dos péptidos
anfifilicos completamente acetilados para os parcialmente
mascarados pode situar-se na faixa de cerca de 95:5 a
cerca de 1:1. Em certas formas de realizacdo, a particula
pode compreender adicionalmente péptidos anfifilicos néao

mascarados (por exemplo, nao acetilados).

Consequentemente, uma particula peptidica mista que
compreende um péptido anfifilico completamente acetilado
e um péptido anfifilico parcialmente acetilado ou néo
acetilado também ¢é fornecida no presente documento. Em
formas de realizacdo especificas, a particula peptidica
mista compreende um primeiro péptido anfifilico e um
segundo péptido anfifilico, em que o primeiro e o segundo
péptido anfifilico, cada um, compreende independentemente
um segmento de peptidilo hidrofdébico e um segmento de
peptidilo hidrofilico, em gque o segmento de peptidilo
hidrofdébico compreende uma sequéncia de aminocdcidos de
(Trp-Leu) ,— (Trp), ou (Leu-Trp).— (Leu)y, em que cada Trp é
D-Trp ou L-Trp e cada Leu é D-Leu ou L-Leu, m e p séo,
independentemente, um numero inteiro de 1 a 5, e n e g
sdao, independentemente, 0 ou 1, desde que quando Trp for
D-Trp, entao, Leu seja L-Leu, e quando Trp for L-Trp,
entdo, Leu seja D-Leu, ou vice-versa; enquanto o segmento
de peptidilo hidrofilico compreende uma sequéncia de
aminocdcidos de (Lys),, em que r & um numero inteiro de 1
a 15. Adicionalmente, o grupo amino de terminacdo N e

todos o0s residuos de Lys do primeiro péptido anfifilico
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sao acetilados; enquanto pelo menos o grupo amino de
terminacdo N ou um dos residuos de Lys do segundo péptido
anfifilico ndo ¢é acetilado. Em algumas formas de
realizagdo, nenhum de entre o grupo amino de terminagdo N
e o0s residuos de Lys do segundo péptido anfifilico ¢é

acetilado.

Em formas de realizacao particulares, o primeiro e o
segundo péptido anfifilico podem, cada um, compreender
independentemente uma sequéncia de aminodcidos de (L-
Lys) - (L-Lys)-(L-Lys)—(L-Trp)-(D-Leu) - (L-Trp) — (D-Leu) - (L—

Trp) - (D-Leu) - (L-Trp) -X, em que X estd ausente ou NH;.

A razdo entre o primeiro péptido anfifilico e o segundo
péptido anfifilico pode ser variada com base em varios
fatores, por exemplo, mas sem se limitar a, solubilidade
e/estabilidade desejada da particula peptidica, e/ou
propriedades do agente ativo a ser carregado na mesma. Em
algumas formas de realizacdo, a razao entre o primeiro
péptido anfifilico e o segundo péptido anfifilico pode
situar-se numa faixa de cerca de 1:1 a cerca de 1000:1.
Em outras formas de realizacdao, a razdo entre o primeiro
péptido anfifilico e o segundo péptido anfifilico pode
situar—-se numa faixa de cerca de 5:1 a cerca de 100:1.

Em algumas formas de realizacdo, a particula peptidica
mista pode compreender adicionalmente um agente ativo
descrito no presente documento. O agente ativo pode estar
presente na particula peptidica mista em quaisqguer
quantidades, por exemplo, dependendo da capacidade de
carregamento da particula peptidica e/ou capacidade de
ligagdo do primeiro ou segundo péptido anfifilico. Em
algumas formas de realizacdo, a razao entre o agente

ativo e o0s segundos péptidos anfifilicos pode situar-se
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numa faixa de cerca de 1:1000 a cerca de 1:1, ou cerca de
1:100 a cerca de 1:10. Em algumas formas de realizacdo, a
razdo entre o agente ativo e o segundo péptido anfifilico
pode situar-se numa faixa de cerca de 1:10 a cerca de

1:2.

Sem ater a teoria, a presenca do segundo péptido
anfifilico na particula peptidica mista pode fornecer uma
carga catidénica para ligacdo a moléculas de Acido
nucleico. Dessa forma, em algumas formas de realizacdao, o
agente ativo pode incluir uma molécula de &cido nucleico.
Em algumas formas de realizacdo, a particula peptidica
mista pode compreender adicionalmente sobre sua
superficie externa um ligando. Conforme anteriormente
descrito neste documento, a selecdo de um ligando pode
ser determinada com base numa molécula alvo (por exemplo,
mas sem se limitar a, células, Dbactérias, proteinas,
4dcidos nucleicos) a qual a particula peptidica mista se
liga. Exemplos ndo limitadores de um ligando podem
incluir um ligando de recetor de superficie celular ou
uma proteina como um anticorpo. Em algumas formas de
realizacgcao, o ligando pode ser covalentemente ligado a
pelo menos um de entre o primeiro e o segundo péptido
anfifilico, por exemplo, o) segmento de peptidilo
hidrofilico de pelo menos um de entre o primeiro e o

segundo péptido anfifilico.

A particula peptidica mista descrita no presente
documento pode ser utilizada para encapsular qualquer
agente ativo descrito no presente documento. Numa forma
de realizacdo especifica, a particula peptidica mista
pode ser utilizada para encapsular uma molécula de &cido

nucleico. Dessa forma, um aspeto adicional das invencgdes
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fornece a utilizacgd&o de uma ou mais formas de realizacgao
da particula peptidica mista compreendendo um primeiro
péptido anfifilico e um segundo péptido anfifilico para a
aplicacdo de uma molécula de &acido nucleico a uma célula.
Em algumas formas de realizacdo, a molécula de 4&cido
nucleico pode incluir ARN (por exemplo, mas sem se
limitar a, SiARN, miARN, shARN), ADN, ou quaisquer

combinagdes dos mesmos.

As composiclOes ou kits para realizar uma ou mais formas
de realizacdo de uma particula peptidica ou uma particula
peptidica mista sdo apresentadas, também, no presente
documento. Em algumas formas de realizacado, a composicéo
ou kit pode compreender um péptido anfifilico descrito no
presente documento. O péptido anfifilico fornecido na
composigcdao ou kit pode ser armazenado em um recipiente.
Dependendo da escolha de um wusudrio de uma particula
peptidica ou particula mista descrita no presente
documento a ser produzida, em algumas formas de
realizagdao, a composicao ou kit pode compreender um
primeiro péptido anfifilico e um segundo péptido
anfifilico descritos no presente documento. O péptido
anfifilico pode ser fornecido em pd ou pd liofilizado. Em
algumas formas de realizacao, a composicdao ou kit pode
compreender adicionalmente pelo menos um reagente, por
exemplo, para reconstituicdo do péptido anfifilico em pd,
para emulsificagdo de uma mistura de montagem de
particula, ou ambos. Em algumas formas de realizacdo, a
composicdo ou kit pode compreender adicionalmente um
ligando descrito no presente documento, por exemplo,
fornecido em um recipiente separado. Em algumas formas de
realizacéao, a composigao ou kit pode compreender

adicionalmente um agente ativo a ser encapsulado na
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particula peptidica. O agente ativo pode ser fornecido em

um recipiente separado.

BREVE DESCRIGCAO DOS DESENHOS

As Figuras 1A a 1B mostram resultados de caracterizacéo
de CD3ac purificado de acordo com uma ou mais formas de
realizacdo da invencédo. A Figura 1A mostra um espectro de
massa num espectrdémetro de massa orbitrap. A Figura 1B
mostra perfis de eluicdo por RP-HPLC sobrepostos de CD3ac
e sintese de CD3 intermedidrio medida por absorcdo em 280

nm. A pureza de produto excede 95% em ambos 0s casos.

As Figuras 2A  a 2C mostram imagens obtidas por
microscopia eletrdnica de varrimento (SEM) de
nanoparticulas peptidicas CD3ac de acordo com uma ou mais
formas de realizacdo da invencédo. As Figuras 2A a 2B
mostram imagens obtidas por microscopia eletrdnica de
varrimento (SEM) de microesferas de CD3ac liofilizadas. A
Figura 2C mostra uma imagem obtida por microscopia
eletrénica de varrimento (SEM) de wuma microesfera de
CD3ac, rompida no processo de liofilizagdo. A imagem
divulga a propriedade sélida dos precipitados de péptido.
As Figuras 3A a 3B mostram ajustes lineares de resultados
de dispersdo dindmica de luz (DLS). E determinado que é
improvadvel que tanto a concentracdo de particulas (Figura
3A) como éangulo de detecdo (Figura 3B) influenciem as
propriedades de difusdao de microesferas de CD3ac em

solucao aquosa.

A Figura 4 mostra um conjunto de espectros de dicroismo
circular de derivados de CD3ac CD1l, CD2, CD3 e CD4. Os

numeros apresentados s&o iguais ao numero de residuos de
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lisina ligados de modo N-terminal.

As Figuras 5A a 5B mostram os apenas efeitos de L-
aminodcidos sobre as propriedades de nanoparticulas de
péptido. A Figura 5A mostra uma imagem obtida por
microscopia eletrdénica de varrimento (SEM) de LCD3ac
precipitado. A montagem esférica, como observado em
particulas de CD3ac, nédo poderia ser observada com LCD3ac
precipitado. A Figura 5B mostra espectros de dicroismo
circular de CD3 (linha reta) e LCD3 (linha tracejada),
indicando a diferenca em estrutura secunddria devido a
quiralidade de aminoacidos leucina. LCD3 exibe

caracteristicas alfa-helicoidais.

As Figuras ©6A a 6C mostram imagens de microscopia
confocal de microesferas de CD3ac co-montadas com rosa
bengala (RB), 5-carboxi-fluoresceina (CF), ou uma mistura
de ambas. A Figura 6A mostra imagens de microscopia
confocal de microesferas de CD3ac co-montadas com RB. A
Figura 6B mostra imagens de microscopia confocal de
microesferas de CD3ac co-montadas com CF. A Figura 6C
mostra microesferas de C(CD3ac carregadas com RB e CF,
indicando a capacidade de as microesferas peptidicas
encapsularem simultaneamente compostos de alta e baixa
solubilidade em solugdo agquosa. Como mostrado nas Figuras
6A a 6C, as microesferas de CD3ac contendo RB sao
observadas como esferas individuais, enquanto as

microesferas contendo exclusivamente CF tendem a se

agregar. Nas Figuras 6A a 6C, painéis superiores
esquerdos: emissdo de fluorescéncia de RB; painéis
inferiores direitos: emissdo de fluorescéncia de CF;

painéis superiores direitos: imagem de contraste de fase;

e painéis inferiores esquerdos: co-localizacdo de ambos
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0s canais fluorescentes. A largura de um painel

corresponde a 55 pm.

As Figuras 7A a 7B mostram eficiéncia de encapsulacdo de
rosa bengala (RB) em nanoparticulas de CD3ac. A Figura 7A
mostra resultados de eficiéncia de co-precipitacgdo de RB
com CD3ac. O eixo geométrico x descreve a razao de
concentracdo inicialmente dissolvida de CD3ac para RB,
antes da troca e montagem de solvente. Eixo geométrico vy
esquerdo: composicdao molar de precipitado (o). Eixo

geométrico y direito: razdo molar de RB encapsulada para

total (A). Como um exemplo, em uma razdo inicial de RB:
Ch3ac = 1:4, cerca de 15 mol-% das microesferas consistem

em RB e cerca de 33% de RB inicialmente dissolvida foram
encapsulados nas montagens. A Figura 7B mostra a absorcéo
de triptofano de fracdes de pélete (A) e sobrenadante (e)
contendo quantidades diferentes de RB, indicando que a
montagem de CD3ac ndo € comprometida por concentracdes

equimolares de carga de RB.

As Figuras 8A a 8I mostram resultados de caracterizacgao
de particulas peptidicas CD3ac montadas na presencga de
transferrina marcada com AF568 (Tfn-AF568) e Flutax-2 e
transferrina (Tfn). As Figuras 8A a 8C mostram imagens de
microscopia de fluorescéncia vermelha (Figura 8A) e verde
(Figura 8B) das particulas peptidicas antes da
tripsinizagdo. A imagem unida (Figura 8C) mostra a
distribuicdo de fluorescéncia diferencial para Tfn-AF-568
(anel) e Flutax—-2 (igualmente distribuido). As Figuras 8D
a 8F mostram imagens fluorescentes da mesma amostra apds
a tripsinizacgdo durante 6 horas. O anel caracteristico de
fluorescéncia de Tfn-AF-568 desapareceu (Figura 8D) e a

intensidade de emissdo de Flutax-2 aumentou por um fator
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de 13,5 (Figura 8E). As Figuras 8G a 8H mostram o perfil
de nivel de cinza calculado pela média de n=10 particulas
no canal vermelho (Figura 8G) e verde (Figura 8H) antes e
apdés a tripsinizacdo. A Figura 8I mostra um diagrama
esquemdtico de particulas peptidicas de CD3ac com uma
coroa de proteina (por exemplo, Tfn-AF568) antes e apds a

tripsinizacéo.

As Figuras 92 a 9D mostram os resultados de composicdes
de Flutax-2 e Tfn-AF568 dentro das nanoparticulas
peptidicas CD3ac. As Figuras 9A e 9B mostram a composicao
quantificada de particulas peptidicas automontadas com
Tfn-AF568 (Figura 924) e Flutax-2 (Figura 9B),
respetivamente. O eixo geométrico x descreve a razdo de
concentracao de Tfn-AF568 ou Flutax-2 inicialmente
dissolvido para CD3ac (123 pM), antes da troca e montagem
de solvente. Eixo geométrico 'y esquerdo (simbolos
abertos): composicdo molar de nanoparticulas peptidicas
(PNPs). Eixo geométrico y direito (simbolos fechados):
razdo de Tfn-AF568 ou Flutax-2 encapsulado para total.
Como um exemplo na Figura 9B, numa razado 1inicial de
Flutax-2:Cb3ac = 0,1, cerca de 7,5 mol-% de uma PNP
consiste em Flutax-2 e cerca de 80 % de Flutax-2
inicialmente dissolvido foram encapsulados. A eficiéncia
de encapsulacdo consistente de Flutax-2 em torno de 80 %
corresponde a um coeficiente de separacdo logaritmico de
5,25. A Figura 9C mostra a distribuicd&o de intensidade de
fluorescéncia de Tfn-AF568 de PNPs antes e apds a
competicdo com Tfn. As particulas foram montadas na
presenca de 10 pg/mL de Tfn-568 e imageadas imediatamente
apdés a formacéao. As barras pretas correspondem a

distribuicdo de intensidade da ponta de fluorescéncia

resultante. Apds a distribuicdo representada por barras
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cinzas descreve as intensidades de fluorescéncia das
mesmas PNPs apds um periodo de incubacdo de 24 horas a 37
°C na presenca de 1360 ng/mL de Tfn. A Figura 9D mostra
uma distribuicdo de intensidade de fluorescéncia de Tfn-
AF568 em plotagem de dados cumulativos de PNPs antes e
apds a competicdo com Tfn conforme mostrado na Figura 9C.
As Figuras 10A a 10K mostram o diédmetro da particula e
caracterizacdo de morfologia de nanoparticula por TEM. As
Figuras 10A a 10C mostram a fluorescéncia de Tfn-AF568
sobre particulas peptidicas montadas de CD3ac de 492 uM,
246 pM e 123 pM. As barras de escala correspondem a 1 pm.
A Figura 10D mostra trés perfis de intensidade de
fluorescéncia sobrepostos, cada um desses mostra os
resultados médios de 10 particulas. 0Os resultados séao
representados por desvio padrdo da média +/-. A Figura
10E mostra uma interpretacdo esquemdtica de perfis de
intensidade que ilustram a relagcdoc de tamanho de
particula, fluorescéncia de coroa e a resolucdo limitada
de microscopia ¢ética. As Figuras 10F a 10I mostram
imagens TEM de coloracdo negativa de particulas CD3ac
montadas na auséncia (Figuras 10F a 10G) e presenca
(Figuras 10H a 10I) de 10 npg/mL de Tfn. As amostras
contendo proteina (por exemplo, contendo Tfn) podem ser
distinguidas por uma camada de contraste de intermedidrio
em torno das particulas peptidicas. Furos ocasionais
(indicados pela seta preta) resultaram de vacuo aplicado
na TEM e uma observacdo similar foi descrita em Hyuk I.
et al., (2005) Nat Matter 4: 671. As Figuras 10J a 10K
mostram gque o tamanho de particula final depende da
presenga de Tfn durante a montagem. A formacao de
particula na auséncia de Tfn-AF568 resulta em um didmetro
da particula médio de 100 nm (Figura 10J) em gue a

presenga de proteina durante a montagem de particulas
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reduz o diadmetro para 51 nm (Figura 10K). A espessura da
coroa de proteina corresponde a 9,0 +/- 2,1 nm (caixa da

Figura 10K).

As Figuras 11A a 11H mostram efeitos de competicdo de Tfn

sobre a ligacéao Fﬁﬁgﬁmﬁ?@ a células CHO. F%i‘ WQW§ é
utilizado no presente documento como um acrdénimo para
nanoparticulas peptidicas de CD3ac automontadas na
presenca de carga (por exemplo, Flutax-2 utilizado no
presente documento) e coroa (por exemplo, Tfn-AF568
utilizado no presente documento). As Figuras 11A a 11C

mostram imagens de microscopia de fluorescéncia de

i}ﬁ}}?&% ~AF 5%
Fawes¥ durante uma hora. A

células CHO incubadas com
co-localizacdo de ponta fluorescente no canal verde
(Flutax—2) e vermelho (Tfn-AF568) indica a identidade de

particulas, gque se acumulam sobre as células.

As Figuras 11D a 11F mostram células CHO incubadas com

PNBI AL

~¥  durante uma hora na presenga de 17 uM de Tfn. A
associacdo de PNP ¢ significativamente reduzida. As
barras de escala correspondem a 10 pm. A Figura 111G
mostra contagens médias de nanoparticula peptidicas (PNP)
por célula (por exemplo, CHO ou TRVb). O wvalor do
controlo negativo (NC) corresponde a ponta de

fluorescéncia falso positiva em células CHO incubadas na

3}3&; AP F 308
auséncia de e porém, de outro modo, concentracdes

idénticas de Tfn-AF568 e Flutax-2. 0s resultados sdo a
média + erro padrdo da média (EPM), o asterisco duplo
indica P 107, Kolmogorov-Smirnov. A Figura 11H mostra um

conjunto de imagens que mostram células CHO apds 1 hora

PNPLILS
de incubacdo com T Rwee- | A fileira superior e a
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fileira inferior mostram células incubadas na auséncia e
presengca de 17 uM de Tin, respetivamente. A &rea
delineada num quadrado branco é ampliada nas Figuras 11A

a 11F. As barras de escala correspondem a 20 um.

As Figuras 12A a 12M mostram resultados experimentais de
internalizacdo de nanoparticulas. As Figuras 12A a 12D

mostram imagens de microscopia de fluorescéncia de

células CHO incubadas com as=2 durante 1 hora. A

Figura 12E mostra distribui¢des de fluorescéncia de

PNPTE
Flutax-2/Tfn-AF568 de Faard (G/R) apdés 1 hora de
incubacéo de células CHO com Faend As barras cinzas

representam G/R na ladmina de vidro, as barras pretas
correspondem a G/R encontrado dentro do perimetro
celular. A Figura 12F mostra um esquema de associacgao e
internalizagdo de particula apds 1 hora. As Figuras 12G a

12J mostram imagens de microscopia de fluorescéncia de

, - PNRTAT
células CHO incubadas com #¥¥ @™~ por 6 horas, em que a

mudanca de particulas em diregdo a valores de G/R maiores
serve como um substituto de internalizacdo de particulas.
A Figura 12K mostra que a distribuigdo de valores de G/R
¢ significativamente aumentada apdés um periodo de
incubacéo mais longo (barras pretas). Em contrapartida, a
distribuigcdo de valores de G/R sobre a lédmina de vidro
(barras «cinzas) ¢é estatisticamente indistinguivel dos
valores de G/R da mesma subpopulacdo apds 1 hora. A
Figura 12L mostra um esquema de associacéo e
internalizacgdo de particula apds 1 hora. Para particulas
em compartimentos lisossdémicos, a coroa é
proteoliticamente digerida produzindo fluorescéncia de

Tfn-AF568 reduzida e fluorescéncia de Flutax-2 aumentada.
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A Figura 12M mostra imagens gque indicam a mudanga de cor

PApTAr s

de Fhavors¥ A fileira superior mostra células CHO

PN

incubadas com Hwse~d  por 1 hora e contrasta a fileira

inferior, em que a mesma linhagem celular foi incubada

com *F¥#eswe- durante 6 horas. A &rea delineada num
quadrado branco é ampliada nas Figuras 12A a 12D e 12G a
12J. As barras de escala correspondem a 20 pm.

As Figuras 132 a 13I mostram a libertacdo de carga apds a

3 Ag R AT 558
incubacédo com §¥§§§MN“2

por 24 horas. As Figuras 13A a
13C mostram imagens de microscopia de fluorescéncia de
células CHO incubadas durante 24 horas com 67 nM de
Flutax-2 e 0,09 pg/mL de Tfn-AF568. As Figuras 13D a 13G
mostram imagens de fluorescéncia de células CHO incubadas

durante 24 horas com a mesma quantidade de Flutax-2 e

Tfn-AF568 automontados com CD3ac para formar ° % Raesd A
Figura 13H mostra a intensidade de fluorescéncia de
Flutax—-2 calculada pela média dependente de linhagem de
células (CHO, TRVb) e competicdo com Tfn dissolvido néo
marcado. 0 controlo negativo (NC) corresponde a
autofluorescéncia celular no canal verde. Os resultados
sdo a média + erro padrdo da média (EPM), o asterisco
unico indica P 0,01, o asterisco duplo indica P 107%
Kolmogorov—-Smirnov. As barras de escala correspondem a 10
pm. A Figura 13I mostra imagens de células CHO apds 24
horas de 1incubacdo com Flutax-2. Ambas as amostras
(fileira superior e inferior) contém 66,7 nM de Flutax-2.
A fileira superior mostra uma cultura celular incubada

com Flutax-2 dissolvido no meio de cultura celular, a

fileira inferior da mesma linhagem de células incubada

%g}?‘g R AR IR

com Flutax—-2 anteriormente automontado em Mo~y ., A
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drea delineada num quadrado branco é ampliada nas Figuras

13A a 13G. As barras de escala correspondem a 20 pm.

A Figura 14 mostra um conjunto de imagens de microscopia
de fluorescéncia de particulas peptidicas (por exemplo,
CD3ac) montadas com Flutax-2 e TIn-AF568. A fileira
superior mostra a amostra antes da tripsinizacdo. Os
canais vermelho e verde nao sao congruentes visto que as
particulas dispersas se movem e h&d um atraso de tempo
entre as 1imagens causado pela mudanca de excitacao e
filtros de emissédo. As particulas idénticas sdo colocadas
entre parénteses e sdo sobrepostas nas Figuras 8A a 8F. A
fileira inferior mostra a mesma amostra apds 6 horas de
incubacdo com tripsina. A coroa vermelha desaparece e as
particulas restantes se aderem a superficie da léamina de

vidro.

As Figuras 15A a 15B mostram as curvas de calibracao de
fluorescéncia de Tfn-AF568 (Figura 15A) e Flutax-2
(Figura 15B). Ambas medidas em uma solucdo de 60 % de
H,O, 30 % de DMSO, 10 % de FBS. E exigido que o solvente
orgénico dissolva as nanoparticulas na fracdo de pélete e
a presenca de FBS minimiza a adsorgcdo de analitos
marcados e superficies de pléstico, fornecendo
linearidade entre a concentracéao de fluordforo e

fluorescéncia medida.

As Figuras 16A a 16B mostram uma nanoparticula de acordo
com uma ou mails formas de realizacdo da invengdo. A
Figura 16A mostra um diagrama esquemdtico de uma
particula de CD3ac funcionalizada com moléculas de EGF,
que podem ser opcionalmente marcadas com Vermelho Texas

(para propdsitos de visualizacdo). A Figura 16B € um
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conjunto de imagens fluorescentes mostrando as particulas
de CD3ac funcionalizadas com EGF absorvidas ©pelas

células.

As Figuras 17A a 17K mostram resultados experimentais de
células (por exemplo, células Hela) tratadas com uma das
formas de realizacdo das nanoparticulas de péptido
encapsuladas com nocodazol (que € um agente quimico que

pode despolimerizar os microtubulos e ser utilizadas como

um agente antineopldsico). A Figura 17A mostra uma
representacao esquematica de quatro condicdes
experimentais diferentes, em que PBle representa
nanoparticulas de CD3ac funcionalizadas com EGF

encapsuladas como 20 pM de nocodazol, e os resultados
experimentais sdo mostrados nas Figuras 17B a 17F. A
Figura 17B mostra um conjunto de imagens fluorescentes
mostrando estruturas de microttibulo das células apds 1
hora de incubagdao sob as condig¢des indicadas na Figura
17A. Os sinais fluorescentes vermelhos dentro das células
indicam as nanoparticulas PBle absorvidas pelas células.
A Figura 17C mostra um conjunto de imagens fluorescentes
mostrando as nanoparticulas de PBle absorvidas pelas
células apds varios periodos de tempo conforme indicado.
As Figuras 17D a 17F mostram imagens fluorescentes de
estruturas microtubulares de células Hela tratadas sob
condig¢bes diferentes conforme indicado. A Figura 17G
mostra uma representacdo esquemdtica de quatro condicgdes
experimentais diferentes, em que PBle representa
nanoparticulas de CD3ac funcionalizadas com EGF
encapsuladas como 40 pM de nocodazol, e os resultados
experimentais sdo mostrados nas Figuras 17H a 17K. As
Figuras 17H a 17I mostra imagens de células apds 4 horas

de incubacdo sob condicdes diferentes conforme indicado.
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A Figura 17I mostra imagens fluorescentes de estruturas
microtubulares (indicadas por verde) de células sob
condicgbes diferentes. O0Os sinais vermelhos dentro das
células indicam as nanoparticulas PBlle absorvidas pelas
células. As Figuras 17J a 17K mostra imagens de células
apdés 24 horas de incubacdo sob condicgdes diferentes
conforme indicado. A Figura 17K mostra imagens
fluorescentes de estruturas microtubulares (indicadas por
verde) de células sob condig¢des diferentes. Os sinais
vermelhos dentro das células indicam as nanoparticulas

PBlle absorvidas pelas células.

As Figuras 18A a 18C mostram uma outra forma de
realizacdo das nanoparticulas peptidicas de acordo com a
invencéao, em que as nanoparticulas de CD3ac sao
funcionalizadas com um anticorpo. A Figura 18A mostra
representacdes esquemadticas de nanoparticulas
funcionalizadas com anticorpos primdrios ou secundérios.
A Figura 18B mostra gue as nanoparticulas de CD3ac
funcionalizadas com IgG anti-transferrina de coelho podem
se ligar a transferrina (marcada com A568) e, dessa
forma, mostradas como ponto brilhantes a direita da
figura. A Figura 18C mostra gque as nanoparticulas de
Ch3ac funcionalizadas com IgG anti-transferrina de coelho
podem se ligar a IgG anti-coelho (marcada com Alexa555)
e, dessa forma, mostradas como pontos brilhosos a direita

da figura.

As Figuras 19A a 19B mostram imagens fluorescentes de
nanoparticulas peptidicas ndo acetiladas (CD3) para
utilizacdo como um agente de transfecdo 1in vitro. A
Figura 19A mostra gque as particulas de CD3 podem ser

utilizadas para libertar oligonucledtido dentro das
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células. A Figura 19B ndo mostra transfecdo celular com

oligonucledétidos na auséncia de particulas de CD3.

As Figuras 20A a 20B mostram a eficiéncia de encapsulacéo
de oligonucledtidos em particulas peptidicas néao
acetiladas. A Figura 20A é um conjunto de imagens de
curso do tempo que mostram a migracdo de oligonucledtidos
e proteinas através de um gel de durante a eletroforese.
Na Figura 20A, a linha superior foi carregada com uma
mistura qgue contém péptidos CD3 de 21 um (H-LK-LK-LK-LW-
DL-LW-DL-LW-DL-LW-NH;) **, ~5,4 1M SSDNA (5'-
TTGTGCCGCCTTTGCAGGTGTATC-3"') 24->, ~0,24 uM AF488-ssDNA
(AF488-5'-TTGTGCCGCCTTTGCAGGTGTATC-3"),", e ~4,14 ug/mL
de Tfn-AF568, embora a 1linha inferior (controlo) seja
carregada com uma mistura similar, porém sem péptidos de
CD3. Apds a eletroforese de cerca de 40 minutos, o
excesso de ssDNA e Tfn migrado através do gel de agarose
em direcdo ao anodo, enquanto as particulas peptidicas
formadas na zona de carregamento do gel de agarose (como
evidenciado por co-localizacdo do sinal AF488 e sinal de
fluorescéncia AF568) nao foram capazes de migrar no gel
de agarose devido a seu tamanho maior. A Figura 20B é um
conjunto de dados de cromatografia HP-WAX (troca anidnica
fraca) que mostram que a maior parte dos péptidos CD3 e
ssDNA foi encapsulada em particulas peptidicas (pélete),
e permaneceu pouco tempo no sobrenadante. Pico em ~1,5
min: péptidos CD3; Picos ~14m5 min ~15 min: ssDNA

separado e parcialmente hibridizado, respetivamente.

A Figura 21 é uma 1imagem fluorescente microscdpica que
mostra a absorcdo de particulas peptidicas contendo &acido
nucleico por células Hela. Nessa forma de realizacdo, as

particulas peptidicas foram formadas a partir de uma
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mistura que compreende péptidos CD3, péptidos CD3ac,
oligonucledétidos (por exemplo, ssSDNA) e trasferrina. A
co-localizacdo do sinal de fluorescéncia de ssDNA-AF488
com as particulas peptidicas (como indicado por
fluorescéncia de transferrina-AF568, em que a
transferrina se forma sobre a superficie externa da
particula) indica a estabilidade das particulas
peptidicas numa condicdo fisioldgica e a capacidade de
tais particulas peptidicas aplicarem moléculas de Aacido

nucleico ou oligonucledétidos a células.

As Figuras 22A a 22D mostram dados de estabilidade de
particulas peptidicas contendo ssDNA no SOro (por
exemplo, ~10% de soro) e eficiéncia de transfecdo celular
utilizando-se as particulas peptidicas. A Figura 2227
mostra que a estabilidade de particulas de PNP1
(particulas peptidicas CD3 contendo ssDNA) em &gua é
dependente de temperatura e mais particulas de PNP1
tendem a se dissociar a uma temperatura mais elevada. A
Figura 22B mostra dados de estabilidade durante um estudo
de curso do tempo das particulas de PNP1 em A&gua,
indicando que a estabilidade de particulas de PNP1l em
dgua é dependente de temperatura e as particulas de PNP1
tendem a se dissociar mais radpido a uma temperatura mais
elevada, por exemplo, a uma temperatura maior que 4 °C. A
Figura 22C ¢ um conjunto de imagens fluorescentes que
mostra células Hela incubadas na presenga de particulas
de PNP1 ou particulas de PNP2 (particulas peptidicas de
CD3/CD3ac contendo ssDNA) a temperaturas de cerca de 4°C
e cerca de 37°C. O0Os painéis superiores da Figura 22C
mostram que o sinal de fluorescéncia de Tfn-AF568 difuso
e mais forte foi detetado no citosol quando as células

foram incubadas com as particulas de PNPl a cerca de 37
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°C, em comparacdo com fluorescéncia de Tfn-AF568 mais
pontuada detetada nas células incubadas a cerca de 4 °C.
Entretanto, esse contraste nao foi observado nas células
incubadas com as particulas de PNP2, conforme mostrado
nos painéis inferiores da Figura 22C. Em vez disso, os
painéis inferiores da Figura 22C mostram gque os sinais de
fluorescéncia de Tfn-AF568 pontuados e comparadveis foram
observados em ambas as células incubadas a cerca de 4 °C
e cerca de 37 °C, na presenca das particulas de PNP2.
Essas constatacgdes indicam que as particulas de PNP1
tendem a se dissociar no soro (por exemplo, ~10% de sero)
a cerca de 37 °C; enquanto as particulas de PNP2 parecem
ser mais estdveis no soro (por exemplo, ~10% de soro) a
cerca de 37 °C por pelo menos cerca de 30 minutos. A
Figura 22D ¢é uma 1imagem fluorescente de células de
controlo negativo (isto ¢é, células Hela incubadas na
presenga de ssDNA sem PNP1 ou particulas de PNP2 ou
péptidos correspondentes), indicando gque uma intensidade
de fluorescéncia muito mais baixa de AF488-ssDNA &
observada no controlo negativo do que aquela nas células

incubadas com as particulas de PNP1 ou PNP2.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO

Varios aspetos e formas de realizagdo fornecidos no
presente documento se referem a péptidos anfifilicos,
particulas de péptidos gque compreendem uma ou mais formas
de realizacdo dos péptidos anfifilicos descritos no
presente documento, e utilizacgdes dos péptidos
anfifilicos ou particulas peptidicas descritos no
presente documento. As cargas liquidas dos péptidos
anfifilicos descritos no presente documento podem ser

ajustadas ao controlar o numero de grupos carregados
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presentes em residuos de aminodcidos dos péptidos
anfifilicos, por exemplo, ao mascarar um Ou mais grupos
amino, por exemplo, com acetilacd&o. Portanto, os péptidos
anfifilicos e particulas peptidicas descritos no presente
documento podem ser utilizados como transportadores ou
veiculos de aplicacdo para tipos diferentes de agentes
ativos, por exemplo, moléculas carregadas ou nao-
carregadas, ou moléculas polares ou ndo polares. Além
disso, as particulas peptidicas descritas no presente
documento podem ser ajustadas para as suas solubilidades,
por exemplo, numa condigdo fisioldgica, ao controlar as
razdes de duas ou mais formas de realizacdo dos péptidos
anfifilicos presentes nas particulas peptidicas. Por
exemplo, o0s péptidos anfifilicos completamente mascarados
(por exemplo, completamente acetilados) podem formar, em
geral, ©particulas peptidicas insoluveis, enquanto as
particulas formadas a partir de péptidos parcialmente
mascarados (por exemplo, parcialmente acetilados) ou nao
mascarados (por exemplo, nao acetilados), em geral, tém
uma solubilidade maior (ou estabilidade menor) gque o0s
péptidos anfifilicos completamente mascarados (por
exemplo, completamente acetilados), por exemplo, numa
condicéo fisioldgica. Dessa forma, em algumas formas de
realizacdo, a solubilidade ou estabilidade das particulas
peptidicas descritas no presente documento, por exemplo,
numa condicdo fisioldgica, ©pode ser controlada, por
exemplo, ao formar as particulas peptidicas com uma
mistura de péptidos anfifilicos com solubilidades
diferentes e, consequentemente, variando-se as suas
quantidades nas particulas peptidicas. Consequentemente,
a versatilidade e estabilidade de péptidos anfifilicos e
particulas peptidicas descritos no presente documento

podem ser adaptadas para uma variedade de aplicacgdes, por
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exemplo, aplicacdo de farmacos e/ou libertacdo sustentada

de um agente ativo.

Pelo termo "estabilidade"™ ou "estavel" wutilizado no
presente documento entende-se uma capacidade de uma
particula peptidica manter seu volume original (por
exemplo, pelo menos cerca de 50%, pelo menos cerca de
60%, pelo menos cerca de 70%, pelo menos cerca de 80%,
pelo menos cerca de 90%, pelo menos cerca de 95%, ou mais
de seu volume original) durante um periodo de tempo, por
exemplo, pelo menos cerca de 30 minutos ou mais
(incluindo pelo menos cerca de 1 hora, pelo menos cerca
de 3 horas, pelo menos cerca de 6 horas, pelo menos cerca
de 12 horas, pelo menos cerca de 24 horas, ou mais), sob
uma condicado especificada, por exemplo, uma condicéo
fisioldgica. A estabilidade de uma particula peptidica
pode ser, em parte, governada por sua solubilidade sob
uma condicdo especificada. Quanto mais soluvel for uma
particula peptidica sob uma condicdo especificada, menos
estdvel serd a particula peptidica sob a condicéo
especificada. Numa forma de realizacéo, o termo
"estabilidade" ou "estdvel" como utilizado no presente
documento, refere-se a uma particula peptidica que &
insoluvel sob uma condicdo especificada, por exemplo, em
um meio aquoso a uma temperatura especificada. Em algumas
formas de realizacdo, o meio aquoso € &gua. Em algumas
formas de realizacgdo, o meio é um meio fisioldgico, por
exemplo, com uma certa concentracdo de sal, pH e/ou

concentracdo de proteina/soro.

Num aspeto, um péptido anfifilico que compreende um
segmento de peptidilo hidrofdébico e um segmento de

peptidilo hidrofilico é fornecido no presente documento.
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O inventor constatou entre outros que ao modular a
hidrofilicidade de um residuo de aminodcidos hidrofilico
de um péptido anfifilico, a anfifilicidade do péptido
anfifilico pode ser modulada de modo que resulte
inesperadamente em automontagem dos péptidos que formam
particulas sélidas. A anfifilicidade pode ser modulada ao
conjugar um grupo hidrofilico a um aminodcido no segmento
de peptidilo hidrofilico, ou a0 mascarar um grupo
hidrofilico no segmento de peptidilo hidrofilico, ou ao
mascarar 0 Jgrupo amino de terminacdo N do péptido
anfifilico. Por exemplo, gquando o aminodcido hidrofilico
for um aminodcido carregado, a hidrofilicidade pode ser
modulada ao conjugar a parte carregada da molécula com um
grupo protetor. Consequentemente, em algumas formas de
realizacgao, pelo menos um grupo amino no péptido
anfifilico ¢é conjugado a um grupo protetor de azoto ou

amino.

Em algumas formas de realizacdo, o péptido anfifilico é
completamente mascarado. Como utilizado no presente
documento, um péptido completamente mascarado se refere a
um péptido anfifilico em gue o grupo amino de terminacgdo
N e todos os grupos amino de cadeia lateral no segmento
de peptidilo hidrofilico sdo conjugados a um grupo

protetor de azoto ou amino.

Em algumas formas de realizacdo, o péptido anfifilico é
parcialmente mascarado. Como utilizado no presente
documento, um péptido parcialmente mascarado refere-se a
um péptido anfifilico em que um ou mais de entre o grupo
amino de terminacdao N ou grupo amino de cadeia lateral no
segmento de peptidilo hidrofilico ndo € conjugado a um

grupo protetor de azoto ou amino; entretanto, o péptido
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anfifilico ainda compreende pelo menos um Jgrupo amino

conjugado a um grupo protetor de azoto ou amino.

Como utilizado no presente documento, um "grupo protetor
de azoto" ou um "grupo protetor de amino" refere-se a
porgcdes que blogueiam ou mascaram o grupo NH,. Os grupos
protetores de amino exemplificadores incluem, mas nao se
limitam a, grupos protetores de carbamato, como 2-
trimetilsililetoxicarbonilo (Teoc), l-metil-1-(4-
bifenilil)etoxicarbonilo (Bpoc), t-butoxicarbonilo (BOC),
aliloxicarbonilo (Alloc), 9-fluorenilmetiloxicarbonilo
(Fmoc), e benziloxicarbonilo (Cbz); grupos protetores de
amida, como formilo, acetilo, trialoacetilo, benzoilo, e
nitrofenilacetilo; grupos protetores de sulfonamida, como
2-nitrobenzenossulfonilo; e grupos protetores de imina e
imida ciclicos, como ftalimido e ditiasuccinoilo. Os
grupos protetores de amino adicionais, bem como outros
grupos protetores representativos, sao divulgados em
Greene e Wuts, Projective Groups 1in Organic Synthesis,
Capitulo 2, 28 ed., John Wiley & Sons, New York, 1991, e
Oligonucleotides And Analogues A Practical Approach,

Ekstein, F. Ed., IRL Press, N.Y, 1991.

Em algumas formas de realizacdao, o Jgrupo protetor de
azoto ou amino é acilo ou algquilo, por exemplo, acetilo,
etanoilo, propionilo, t-butanoilo, metilo, etilo,

propilo, butilo, pentilo ou hexanilo.

Em algumas formas de realizacdo, o© grupo amino de
terminacdo N de um péptido anfifilico €& conjugado a um

grupo protetor de azoto ou amino.
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Em algumas formas de realizacdo, pelo menos um (por
exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais) grupo
amino de cadeia lateral de um aminocdcido do péptido
anfifilico €& conjugado a um grupo protetor de azoto ou
amino. O aminodcido cujo grupo amino de cadeia lateral
serd conjugado pode estar presente em qualquer posicdo no
péptido anfifilico. 0Os aminocdcidos conjugados de cadeia
lateral podem estar presentes préximos uns aos outros ou
ndo proéximos uns aos outros. Quando trés ou mais
aminodcidos conjugados de cadeia lateral estdo presentes,
alguns dos aminodcidos de cadeia lateral podem estar
presentes prdéximos a outro aminodcido conjugado de cadeia
lateral embora alguns aminocdcidos conjugados de cadeia
lateral ndo estejam préximos a outro aminodcido conjugado
de cadeia lateral. Adicionalmente, quando dois ou mais
grupos protetores de azoto ou amino estdao presentes, os
mesmos podem ser iguals ou diferentes ou qualquer

combinagdo dos mesmos e diferentes.

Em algumas formas de realizacdo, pelo menos um (por
exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 ou mais) grupo
amino de cadeia lateral de um aminodcido no segmento de
peptidilo hidrofilico é conjugado a um grupo protetor de
azoto ou amino. Sem limitacdes, o aminocdcido conjugado de
cadeia lateral pode estar presente em qualquer posicdo do
segmento de peptidilo hidrofilico. Por exemplo, mediante
a leitura do N-terminal, na posicaéo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10, e assim por diante do segmento de peptidilo

hidrofilico.

Em algumas formas de realizacdo, © grupo amino de
terminagcdo N do péptido anfifilico e pelo menos um grupo

amino de cadeia 1lateral (incluindo, por exemplo, pelo
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menos um, pelo menos dois, pelo menos trés ou mais grupos
amino de cadeia lateral) no segmento de peptidilo
hidrofilico do péptido anfifilico s&o conjugados a um
grupo protetor de azoto ou amino. Em algumas formas de
realizagdo, © grupo amino de terminacdo N do péptido
anfifilico e pelo menos um grupo amino de cadeia lateral
(incluindo, por exemplo, pelo menos um, pelo menos dois,
pelo menos trés ou mais grupos amino de cadeia lateral)
no segmento de peptidilo hidrofilico do péptido

anfifilico é acetilado.

Em algumas formas de realizacgéao, O Jgrupo amino de
terminacdo N do péptido anfifilico e todos o0s grupos
amino de cadeia lateral no segmento de peptidilo
hidrofilico do péptido anfifilico s&o conjugados a um
grupo protetor de azoto ou amino. Em algumas formas de
realizagdo, © grupo amino de terminacgcdo N do péptido
anfifilico e todos os grupos amino de cadeia lateral no
segmento de peptidilo hidrofilico do péptido anfifilico

sdo acetilados.

Sem se ater a teoria, a presenca de um grupo protetor de
azoto ou amino no péptido anfifilico modula a
hidrofilicidade do péptido anfifilico. Dessa forma, a
natureza anfifilica do péptido anfifilico pode ser
transformada variando-se o nUmero de grupos protetores de

azoto ou amino no péptido anfifilico.

0O péptido anfifilico pode ter uma sequéncia de
aminocdcidos de qualquer comprimento. Em algumas formas de
realizacédo, o péptido anfifilico pode ter um comprimento
de cerca de 5 a cerca de 25 residuos de aminoacidos. Numa

forma de realizacéao, 0 péptido anfifilico tem um
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comprimento de cerca de 10 residuos de aminodcidos.

Segmento de peptidilo hidrofdébico

Como utilizado no presente documento, o termo "segmento
de peptidilo hidrofdébico" se refere a um segmento de
peptidilo que tem um teor relativamente alto de
aminodcido hidrofdébico. Por exemplo, um segmento de
peptidilo hidrofdébico se refere a um segmento de
peptidilo, em que pelo menos cerca de 50% ou mais
(incluindo pelo menos cerca de 50%, pelo menos cerca de
60%, pelo menos cerca de 70%, pelo menos cerca de 80%,
prelo menos cerca de 90%, pelo menos cerca de 95% ou mais)
dos residuos de aminodcidos s&o residuos de aminocdcidos
hidrofdébicos. Numa forma de realizacdo, um segmento de
peptidilo hidrofdébico € um segmento de peptidilo, em que

todos os aminodcidos sdo aminodcidos hidrofdbicos.

Consequentemente, em algumas formas de realizacdo, o
segmento de peptidilo hidrofdébico compreende a sequéncia
de aminodcidos (AA''-AA'?),—(AA'),, em que AA'", AAY e AA"’
sao, residuos de aminodcidos hidrofdbicos
independentemente selecionados para cada ocorréncia, b é
um numero inteiro de 1 a 20, e d é 0 ou 1, desde qgue antt
e AA'Y tenham a configuracdo oposta (isto &, D e L) e A'?
e A tém a configuracao oposta. Por exemplo, se O0sS
aminodcidos representados por AA'" tiverem a configuracdo
D, entdo, os aminodcidos representados por AAY tém a
configuracdo L e anY?, se presente, tem a configuracao D.
Alternativamente, se os aminocdcidos representados por ant!
tiverem a configuracao L, entéao, 0S8 aminodcidos

representados por AAY tém a configuracao D e AAY?, se

presente, tem a configuracao L.
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Em algumas formas de realizacdo, o segmento de peptidilo
hidrofdébico compreende uma sequéncia de 2 a 10
aminocdcidos D e L alternados selecionados do grupo dque
consiste em alanina, valina, isoleucina, leucina (Leu),
fenilalanina, tirosina, triptofano (Trp) e Qquaisquer

combinagdes dos mesmos.

Como utilizado no presente documento, o termo "aminodcido
hidrofdébico" se refere a um aminodcido que exibe uma
hidrofobicidade maior que zero de acordo com a escala de
hidrofobicidade consenso normalizada de Eisenberg, 1984,
J. Mol. Biol. 179:125 a 142 (1984). Os aminoacidos
hidrofdbicos exemplificadores incluem, mas ndo se limitam
a, Ala, Vval, Ile, Leu, Phe, Tyr, Trp, Pro, Met, Gly e

derivados dos mesmos.

Em algumas formas de realizacao, um aminodcido
hidrofdébico é um aminodcido aromdtico. Como utilizado no
presente documento, o termo "aminodcido aromdtico" se
refere a um aminodcido hidrofdbico com uma cadeia lateral
tendo pelo menos um anel aromdtico ou heteroaromatico. O
anel aromdtico ou heteroaromdtico pode conter um ou mais
substituintes como -OH, -SH, -CN, -F, -CI, -Br, -I, -NO2Z,
—-NO. —-NH,, —-NHR, —-NRR, -C(O)R, -C (0) OH, -C(0)OR, -
C(O)NH,.-C(O)NHR, -C(O)NRR e similares em que cada R &
independentemente alquilo (Cl1 -C6), algquilo substituido
(C2-C6), algquenilo (C2-C6), alguenilo substituido (C2-
C6), algquinilo (C2-C6), alquinilo substituido (C2-C6),
arilo (C5-C20), arilo substituido (C5-C20), alcarilo (C6-
C26), alcarilo substituido (C6-C26), heterocarilo de 5 a
20 membros, heterocarilo de 5 a 20 membros substituido,
alcetercarilo de 6 a 26 membros ou alceteroarilo de 6 a

26 substituido. Os aminodcidos aromadticos
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exemplificadores incluem, mas ndo se limitam a, Phe, Tyr

e Trp.

Em algumas formas de realizacao, um aminoacido
hidrofdébico é¢ um aminocdcido alifdtico. Como utilizado no
presente  documento, o termo "aminodcido alifético"
refere-se a um aminodcido hidrofdébico que tem uma cadeia
lateral de hidrocarboneto alifdtico. 0Os aminoacidos
alifdticos exemplificadores incluem, mas ndo se limitam

a, Ala, Val, Leu e Ile.

Em algumas formas de realizacao, um aminoacido
hidrofdébico é um aminodcido nédo polar. Como utilizado no
presente documento, o termo "aminoadcido n&o polar"
refere-se a um aminodcido hidrofdébico que tem uma cadeia
lateral que € nado carregada em pH fisioldgico e que tem
ligacdes em que o par de eletrdes compartilhados em comum
por dois &atomos €, em geral, mantido igualmente por cada
um dos doils Aatomos (isto €, a cadeia lateral ¢é nao
polar) . Os aminodcidos ndo polares exemplificadores
incluem, mas néo se limitam a, Leu, Val, Ile, Met, Gly e

Ala.

Como serd entendido pelo perito na especialidade, as
categorias de aminodcidos descritos no presente documento
nao sSao mutuamente exclusivas. Dessa forma, 0s
aminocdcidos que tém cadeias laterais que exibem duas ou
mais propriedades fisico-quimicas podem ser incluidos em
maltiplas categorias. Por exemplo, as cadeias laterais de
aminodcidos tendo porcdes aromaticas que sao
adicionalmente substituidas por substituintes polares,

como Tyr, podem exibir tanto propriedades hidrofdbicas

aromdticas como hidrofilicas ou polares e, portanto,
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podem estar incluidas tanto nas categorias aromdticas
como polares. A categorizacado adequada de qualquer
aminocdcido serd evidente pelo perito na especialidade,
especialmente a luz da divulgacdo detalhada fornecida no

presente documento.

Em algumas formas de realizacao, para cada ocorréncia
aa'', aA'™ e AAY sdo independentemente selecionados do
grupo que consiste em Pro, Ile, Phe, Val, Leu, Trp, Met,

Ala, Gly, Tyr, e quaisquer combinag¢cdes dos mesmos.

Sem limitacdo, todos os an't e AR podem ser iguais,
diferentes, ou quaisquer combinacdes de iguais e
diferentes. Consequentemente, em algumas formas de
realizacdo, todos os AA' sdo iguais. Em algumas formas de
realizacgao, todos os AA'? sao iguais. Em algumas formas de
realizacdo, todos os AA'' sao iguais, todos os BAA' s&ao

iguais, e AA' é diferente de AA'?,

Em algumas formas de realizacdo, pelo menos um de entre

aa'', AA'? e AA' ndo é Tyr ou Leu.

Em algumas formas de realizacdo, pelo menos um A2 nao é

Tyr.

Em algumas formas de realizacdo, pelo menos um de entre

AAY nao é Leu.

Em algumas formas de realizacgao, AA"® ndo é Tyr ou Leu.

(0N

Em algumas formas de realizacdo, AA'" & Tyr.

Leu.

[ON

Em algumas formas de realizacdo, AA'
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Em algumas formas de realizacdo, o segmento de peptidilo
hidrofdébico compreende uma sequéncia de aminodcidos (Trp-
Leu)n—(Trp)n ou (Leu-Trp),—(Leu)y, em dque m € p s&ao,
independentemente, um nUmero inteiro de 3 a 20, e n e g
sdo, independentemente, 0 ou 1. Cada Trp pode ser D-Trp
ou L-Trp, e cada Leu pode ser D-Leu ou L-Leu. Quando Trp
for D-Trp, entédo, Leu é L-Leu, e quando Trp for L-Trp,
entdo, Leu é D-Leu. De modo similar, quando Leu for L-
Leu, entdo, Trp é D-Trp, e quando Leu for D-Leu, entao,

Trp é L-Trp.

Em algumas formas de realizacgéao, m e P sao,
independentemente, um numero inteiro de 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 ou 15. Em algumas formas de
realizacdo, m e p sdo, independentemente, um numero
inteiro de 1 a 5 (por exemplo, um numero inteiro de 1, 2,
3, 4 ou 5). Em algumas formas de realizacdo, m ou p é um
numero inteiro igual a 1, 2 ou 3. Numa forma de
realizagdo, m ou p € um numero inteiro igual a 3.

Numa forma de realizacéao, 0o segmento de peptidilo
hidrofdébico compreende uma sequéncia de aminocdcidos ((L-

Trp)—-(D-Leu) )s— (L-Trp) .

Segmento de peptidilo hidrofilico

Como utilizado no presente documento, o termo "segmento
de peptidilo hidrofilico" refere-se a um segmento de
peptidilo que tem propriedades de hidrofilicidade em
relacdo a uma porcgcao de hidrocarboneto. Em algumas formas
de realizacao, o segmento de peptidilo hidrofilico
refere-se a um segmento de peptidilo que tem propriedades
de hidrofilicidade em relacdo ao segmento de peptidilo

hidrofdébico de um péptido anfifilico descrito no presente
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documento. Em geral, o segmento de peptidilo hidrofilico
compreende pelo menos um aminodcido hidrofilico. Como
utilizado no presente documento, o termo "aminodcido
hidrofilico" refere-se a um residuo de aminodcidos que
exibe uma hidrofobicidade menor que zero de acordo com a
escala de hidrofobicidade consenso normalizada de
Eisenberg, et al., J. Mol. Biol. 179:125 a 142 (1984).
Aminodcidos hidrofilicos exemplificadores incluem, mas
ndo se limitam a, Lys, Arg, His, Asp, Glu, Ser, Thr, Asn,

Gln, e derivados dos mesmos.

Em algumas formas de realizacdo, o aminodcido hidrofilico
¢ um aminodcido carregado ou n&do carregado. Conforme
utilizado no presente documento, o termo "aminodcido
carregado" refere-se a um residuo de aminodcidos que tem
uma carga liquida. Consequentemente, um aminodcido
carregado pode ser um aminodcido catidénico ou um
aminodcido anidnico. Conforme utilizado no ©presente
documento, o termo "aminodcido ndo carregado" refere-se a
um residuo de aminodcidos que ndo tem carga ligquida. Um
residuo de aminodcidos carregado pode ser modificado
formando um aminocdcido n&o carregado ao mascarar a carga
do aminoédcido, por exemplo, ao conjugar um grupo protetor
a um atomo portador de carga. Numa forma de realizacéo,
um residuo de aminodcidos carregado pode ser modificado

formando um aminodcido ndo carregado por acetilacéao.

Em algumas formas de realizacdo, o aminodcido hidrofilico
¢ um aminodcido polar. Como utilizado no presente
documento, o termo "aminodcido polar" refere-se a um
aminocdcido hidrofilico que tem uma cadeia lateral que &
carregada ou nédo carregada em pH fisioldgico, porém que

tem pelo menos uma ligacdo na gqual o par de eletrdes
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compartilhados em comum por dois &tomos é mantido mais
estreitamente por um dos &tomos. Os aminodcidos polares
exemplificadores incluem, mas ndo se limitam a, Asn, Gln,

Ser, Thr, e gquaisquer combinacgdes dos mesmos.

Em algumas formas de realizacdo, o aminodcido hidrofilico

¢ um aminocdcido polar carregado ou né&o carregado.

Em algumas formas de realizacdo, o aminodcido hidrofilico
¢ um aminodcido catidnico. Como utilizado no presente
documento, o termo "aminodcido catidénico" refere-se a um
residuo de aminodcidos que compreende uma cadeia lateral
carregada positivamente sob condicgdes fisioldgicas
normais. Dessa forma, o termo "aminoadcido catidnico"
inclui qualguer aminodcido de ocorréncia natural ou
mimético tendo, portanto, uma cadeia lateral
positivamente carregada sob condigdes fisioldgicas
normais. Em geral, os residuos de aminodcidos que
compreendem um grupo amino em sua cadeia lateral varidvel
sao considerados como aminodcidos catidénicos. Os
aminocdcidos catidnicos exemplificadores incluem, mas néo
se limitam a, lisina, histidina, arginina, hidroxilisina,
ornitina, e seus vrespetivos derivados, andlogos, e

configuragdes estereoisoméricas dos mesmos.

Em algumas formas de realizacdo, o aminodcido hidrofilico
¢ um aminodcido aniénico. Como utilizado no presente
documento, o termo "aminodcido anidénico" refere-se a um
aminocdcido hidrofilico que tem uma carga negativa. Os
aminodcidos anidénicos exemplificadores incluem, mas néao

se limitam a, Glu, Asp e derivados dos mesmos.
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Em algumas formas de realizacdo, o aminodcido hidrofilico
¢ um aminodcido 4acido. Como wutilizado no presente
documento, o termo "aminodcido &cido" refere-se a um
aminodcido hidrofilico que tem um valor pK de cadeia
lateral menor que 7. Os aminoédcidos 4cidos  tém,
tipicamente, cadeias laterais carregadas negativamente em
pH fisioldgico devido a perda de um ido de hidrogénio. Os

aminocdcidos &cidos exemplificadores incluem, mas ndo se

limitam a, Glu, Asp e derivados dos mesmos.

Em algumas formas de realizacdo, o aminodcido hidrofilico
¢ um aminodcido Dbéasico. Como utilizado no presente
documento, o termo "aminodcido Dbéasico" refere-se a um
aminodcido hidrofilico que tem um valor pK de cadeia
lateral maior gque 7. 0Os aminocdcidos Dbésicos tém,
tipicamente, cadeias laterais carregadas positivamente em
pH fisioldgico devido a associagdo ao ido de hidrdénio. Os

aminodcidos béasicos exemplificadores incluem, mas n&o se

limitam a, His, Arg, Lys e derivados dos mesmos.

Em algumas formas de realizacdo, o segmento de peptidilo

hidrofilico compreende pelo menos um aminodacido
carregado, ou pelo menos um aminodcido polar néao
carregado, ou uma combinacdo dos mesmos. Em algumas

formas de realizacdo, o0 segmento de peptidilo hidrofilico
compreende pelo menos um aminodcido selecionado do grupo
que consiste em Lys, Arg, His, Asp e Glu, ou pelo menos
um aminodcido selecionado do grupo que consiste em Ser,
Thr, Asn e Gln, ou uma combinacdo dos mesmos. Em algumas
formas de realizacdo, o segmento de peptidilo hidrofilico
pode compreender um aminocdcido selecionado do grupo gue

consiste em Lys, Arg e His.
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Em algumas formas de realizacgcdo, pelo menos um grupo
amino no segmento de peptidilo hidrofilico é mascarado ou

conjugado a um grupo protetor de azoto ou amino.

Em algumas formas de realizacdo, o segmento de peptidilo
hidrofilico compreende a sequéncia de aminodcidos (AA?Y)¢,
em que AA*"Y é um aminodcido hidrofilico selecionado
independentemente para cada ocorréncia e f é um numero

inteiro de 1 a 21.

Sem limitacdo, todos os AA*' podem ser iguais, diferentes,
ou quailsquer combinac¢des de iguais e diferentes.
Em algumas formas de realizacao, f ¢ 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,

9, 10, 11, 12, 13, 14 ou 15.

Em algumas formas de realizacao, o segmento de peptidilo
hidrofilico compreende uma sequéncia de aminoacidos
(Lys)y, em que r € um numero inteiro de 1 a 15. Em
algumas formas de realizacdo, r & um nUmero inteiro igual
al, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 ou 15. Em
algumas formas de realizacdo, r & um numero inteiro igual
a 2 a 5 (por exemplo, r € um numero inteiro igual a 2, 3,
4 ou 5). Numa forma de realizacgdo, r & um numero inteiro

igual a 3.

Em algumas formas de realizacao, o segmento de peptidilo
hidrofilico compreende uma sequéncia de aminoacidos
selecionada do grupo dgque consiste em (L-Lys)—- (L-Lys)-—
(L-Lys), (L-Lys) — (L-Lys)—(L-Lys (Ac)), (L-Lys) — (L-
Lys(Ac))-(L-Lys), (L-Lys(Ac))- (L-Lys)- (L-Lys), (L-Lys)-
(L-Lys (Ac)) - (L-Lys (Ac)), (L-Lys (Ac) ) - (L-Lys) — (L-
Lys(Ac)), (L-Lys(Ac))- (L-Lys(Ac))- (L-Lys), L-Lys(Ac))-

(L-Lys (Ac))- (L-Lys(Ac)), e quaisquer combinacdes dos
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mesmos, em que "Ac" se refere a acetilacdo do residuo de

aminodcidos Lys.

Em algumas formas de realizacdo, o segmento de péptido
hidrofilico dinclui ou é um polimero hidrofilico. Como
utilizado no presente documento, o termo "polimero
hidrofilico" refere-se a um polimero tendo propriedades
de hidrofilicidade em relacéao a uma porcgao de
hidrocarboneto. Em algumas formas de realizacdo, o termo
"polimero hidrofilico"™ refere-se a um polimero tendo
propriedades de hidrofilicidade em relacdo ao segmento de
peptidilo hidrofdébico de um péptido anfifilico descrito
no presente documento. A hidrofilicidade de um polimero
pode ser determinada, por exemplo, por teste de ASTM
D570. Em geral, os polimeros hidrofilicos sdo soluveis em
dgua. Os polimeros hidrofilicos incluem, mas né&o se
limitam a, poli(etileno glicol), poli (6xido de etileno),
poli(propileno glicol), poli (6xido de etileno-co-déxido
de propileno), &cido hialurdnico, poli(metacrilato de 2-
hidroxietilo), heparina, polivinil (pirrolidona), sulfato
de condroitano, quitosana, glicosaminoglicanas, dextrano,
dextrina, sulfato de dextrano, acetato de celulose,
carboximetilcelulose, hidrdéxi etil celulose, celuldsicos,
poli(trimetileno glicol), poli(tetrametileno glicol),
polipéptidos, poliacrilamida, poliacrilimida,
poli(etileno amina), poli(alil amina), e Dblendas dos

mesmos.

Modificagbes peptidicas exemplificativas

Em algumas formas de realizacdo, um péptido anfifilico
descrito no presente documento pode compreender pelo

menos um (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
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12, 13, 14, 15, ou mais) aminodcido selecionado do grupo
que consiste em alanina; arginina; asparagina; 4&acido
aspartico; cisteina; 4acido glutédmico; glutamina; glicina;
histidina; isoleucina; leucina; lisina; metionina;
fenilalanina; prolina; serina; treonina; triptofano;
tirosina; valina; homocisteina; fosfoserina;
fosfotreonina; fosfotirosina; hidroxiprolina; \am

carboxiglutamato; &cido hiplUrico; 4&cido octaidroindol-2-

carboxilico; estatina; acido 1,2,3,4,-
tetraidroisoquinolina-3-carboxilico; penicilamina (3-
mercapto-D-valina) ; ornitina (Orn) ; citrulina; alfa-
metil—-alanina; para-benzoilfenilalanina; para-—
aminofenilalanina; p—-fluorofenilalanina; fenilglicina;
propargilglicina; N-metilglicinas (sarcosina, Sar); e
terc-butilglicina; acido diaminobutirico; acido 7-

hidroxi-tetraidroisoquinolina carboxilico; naftilalanina;
bifenilalanina; cicloexilalanina; &acido amino-isobutirico

(Aib); norvalina; norleucina (Nle); terc-leucina; &cido

tetraidroisoquinolina carboxilico; acido pipecdlico;
fenilglicina; homofenilalanina; cicloexilglicina;
desidroleucina; 2,2-dietilglicina; acido l-amino-1-
ciclopentanocarboxilico; acido l-amino-1-

cicloexanocarboxilico; &acido amino-benzoico; &acido amino-

naftoico; 4&cido gama-aminobutirico; difluorofenilalanina;

dcido nipecédtico; acido N-o—-imidazol acético (IMR) ;
tienil-alanina; t-butilglicina; desamino-Tyr; acido
aminovalérico (Ava); é&cido piroglutaminico ( Glu); A&acido

oa—aminoisobutirico (oAib); &cido y-aminobutirico (yAbu);
dcido o—aminobutirico (aAbu) ; dcido ay-aminobutirico
(xyAbu); 3-piridilalanina (Pal); Isopropil-oa-N e>lisina
(ILys); Naftilalanina (Nal); o-naftilalanina (a-Nal); R-
naftilalanina (R-Nal); Acetil-f-naftilalanina (Ac—R-

naftilalanina); o,B-naftilalanina; Ne-picoloil-lisina
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(PicLys); 4-halo-Fenil; 4-pirolidilalanina; acido
isonipecético carboxilico (inip); dcidos  beta-—; e
isdémeros, andlogos e derivados dos mesmos. O elemento
perito na especialidade poderia saber que essa definicgao
inclui, aminodcidos D e L; alfa, beta e gama-aminoéacidos;
aminocdcidos quimicamente modificados; aminodcidos nao-
proteogénicos de ocorréncia natural; aminocdcidos raros; e
compostos quimicamente sintetizados que tém propriedades
conhecidas na técnica como sendo caracteristicas de um
aminodcido. Adicionalmente, cada forma de realizacdo pode

incluir quaisquer combinacdes dos grupos.

Além disso, como utilizado no presente documento, o termo
"aminodcido" inclui um composto ou molécula gque muda da
estrutura dos aminocdcidos de ocorréncia natural, porém
que tém substancialmente a estrutura de um aminodcido, de
modo que 0s mesmos possam ser utilizados para
substituicdo dos aminocdcidos de ocorréncia natural dentro
de um péptido, depois disso, a atividade do péptido, por
exemplo, atividade formadora de agregados, ainda ¢é
mantida. Dessa forma, por exemplo, em algumas formas de
realizacéo 0s aminocacidos também podem incluir
aminocdcidos tendo modificacgdes ou substituicdes de cadeia
lateral, e também incluem &cidos orgénicos relacionados,
amidas ou similares. Sem limitacdo, um aminodcido pode
ser um aminodcido proteogénico ou nado proteogénico. Como
utilizado no presente documento, o termo "proteogénico"
indica que o aminodcido pode ser incorporado numa
proteina numa célula através de vias metabdlicas Dbem

conhecidas.

Em algumas formas de realizacdo, um péptido anfifilico

compreende pelo menos um (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
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7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 ou mals) aminoacido
quimicamente modificado. Como utilizado no presente
documento, o termo "aminodcido quimicamente modificado”
refere-se a um aminodcido que foi tratado com um ou mais
reagentes. Um aminodcido quimicamente modificado pode
estar presente em qualgquer posicdo no péptido anfifilico.
Quando mais de um aminodcido quimicamente modificado
estiver ©presente, o0s mesmos podem ficar posicionados
préximos ou ndo prodximos um do outro. Quando trés ou mais
aminodcidos gquimicamente modificados estiverem presentes
préximos um do outro embora alguns aminodcidos
gquimicamente modificados nédo estejam prdéximos a outro

aminodcido quimicamente modificado.

Em algumas formas de realizacdo, o segmento de peptidilo
hidrofilico compreende um aminoacido gquimicamente
modificado. Sem limitacdo, o aminodcido quimicamente
modificado pode estar presente em qualquer posicao do
segmento de peptidilo hidrofilico, por exemplo, lendo-se
a partir do N-terminal, na posicao 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10, e assim por diante do segmento de peptidilo

hidrofilico.

Em algumas formas de realizacao, o segmento de peptidilo
hidrofdbico compreende um aminodacido guimicamente
modificado. Sem limitacéao, o aminodcido quimicamente
modificado pode estar presente em qgualguer posicao do
segmento de peptidilo hidrofdbico, por exemplo, lendo-se
a partir do N-terminal, na posicao 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7,
8, 9, 10, e assim por diante do segmento de peptidilo

hidrofdébico.
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Em algumas formas de realizacdo, tanto os segmentos de
peptidilo hidrofilicos como hidrofdbicos podem, cada um,
compreender pelo menos um aminodcido gquimicamente
modificado. Quando tanto os segmentos de peptidilo
hidrofilicos como hidrofdbicos compreendem um aminodcido
gquimicamente modificado, o numero de tais aminocdcidos
quimicamente modificados presentes em cada segmento pode

ser igual ou diferente.

Em algumas formas de realizacdo, o péptido anfifilico
compreende pelo menos um (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10 ou mais) beta—-aminodcido. Quando mais de um
beta-aminodcido estiver presente, o0s mesmos podem ficar
posicionados prdéximos ou ndo prdéximos um do outro. Quando
trés ou mais beta-aminocdcidos estiverem presentes, alguns
dos Dbeta-aminodcidos podem estar presentes prdximos a
outro beta-aminocdcido embora alguns beta-aminocdcidos néo
estejam préximos a outro aminocdcido conjugado de cadeia

lateral.

Em algumas formas de realizacdo, o segmento de peptidilo
hidrofilico compreende um beta-aminodcido. Sem limitacéo,
0 beta-aminodcido pode estar presente em qualquer posicao
do segmento de peptidilo hidrofilico, por exemplo, lendo-
se a partir do N-terminal, na posigcao 1, 2, 3, 4, 5, 6,
7, 8, 9, 10, e assim por diante do segmento de peptidilo

hidrofilico.

Em algumas formas de realizacdo, o segmento de peptidilo
hidrofdébico compreende um beta-aminocdcido. Sem limitacéo,
0 beta-aminodcido pode estar presente em qualquer posicao
do segmento de peptidilo hidrofdébico, por exemplo, lendo-

se a partir do N-terminal, na posicao 1, 2, 3, 4, 5, 6,
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7, 8, 9, 10, e assim por diante do segmento de peptidilo

hidrofdbico.

Em algumas formas de realizacado, tanto os segmentos de
peptidilo hidrofilicos como hidrofébicos podem, cada um,
compreender pelo menos um beta-aminodcido. Quando tanto
0s segmentos de peptidilo hidrofilicos como hidrofdbicos
compreenderem um beta-aminodcido, o numero de tais beta-
aminodcidos em cada segmento pode ser igual ou diferente.
Os Dbeta—-aminodcidos incluem, mas ndo se limitam a,

cloridrato de L-R-Homoprolina; &cido (#)-3-(Boc-amino)-4-

(4-bifenilil)butirico; acido () -3- (Fmoc—amino) —2-
fenilpropidnico; acido (1S, 3R) - (+)—-3- (Boc-
amino)ciclopentanocarboxilico; acido (2R, 3R) -3- (Boc—
amino)-2-hidréxi-4-fenilbutirico; acido (25, 3R) -3- (Boc-
amino)-2-hidrdéxi-4-fenilbutirico; acido (R)-2-[ (Boc-

amino)etil]-3-fenilpropidnico; &cido (R)-3-(Boc—amino) -

2-metilpropidnico; acido (R) -3-(Boc—amino) —-2-
fenilpropidnico; acido (R)-3-(Boc—amino) —-4- (2-
naftil)butirico; acido (R) -3-(Boc—amino)-5-
fenilpentanoico; acido (R)-3—(Fmoc—amino)—-4-(2-
naftil)butirico; &acido (R)-(-)-Pirrolidina-3-carboxilico;
(R) -Boc—-3,4-dimetdéxi—-BF-Phe-0H; (R) -Boc—-3—-(3-piridil)-B-

Ala-0H; (R)-Boc-3-(trifluorometil)-B3-Phe-0H; (R) -Boc—-3-
ciano—-B-Phe-0H; (R) -Boc—-3-metdxi-BF-Phe-0H; (R) -Boc—-3-
metil-R-Phe-0H; (R)-Boc—-4-(4-piridil)-R-Homoala—-OH; (R) -
Boc—-4- (trifluorometil)-RF-Homophe-0H; (R) —Boc—4-
(trifluorometil)-B-Phe-0H; (R)-Boc-4-bromo-f-Phe-0H; (R)-
Boc-4-cloro-B-Homophe-0H; (R)- Boc-4-cloro-f-Phe-0H; (R)-
Boc—-4-ciano—-pB-Homophe-0OH; (R)-Boc—-4-ciano-3-Phe-0H; (R)-
Boc-4-fluoro—-R-Phe-0H; (R) -Boc—-4-metoxi-R-Phe-0H; (R) -
Boc-4-metil-3-Phe-0H; (R) -Boc—B-Tir-0H; (R) -Fmoc—-4—-(3-

piridil) -f-Homoala-0H; (R) -Fmoc—-4-fluoro-pf-Homophe—-0OH;
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acido (S)—(+)-Pirrolidina—-3-carboxilico; acido (S)—-3-

(Boc—amino)-2-metilpropidnico; A&acido (S)-3-(Boc—amino)-4-

(2-naftil)butirico; acido (S)-3—-(Boc—amino) -5-
fenilpentanoico; acido (S)-3—-(Fmoc—amino) —-2-
metilpropidnico; acido (S)-3- (Fmoc—-amino) —4- (2-
naftil)butirico; acido (S)-3—- (Fmoc—amino) -5-hexenoico;

dcido (S)-3-(Fmoc-amino)-5-fenil-pentanoico; &cido (S)-3-

(Fmoc—amino) -6-—fenil-5-hexenoico; (S) —-Boc—-2-
(trifluorometil)-R-Homophe-0H; (S)-Boc—-2-
(trifluorometil)-pB-Homophe—-0H; (S)-Boc—2-
(trifluorometil)-R-Phe-0H; (S) -Boc—-2-ciano-fR-Homophe-0H;
(S)-Boc—-2-metil--Phe-0H; (S)-Boc—-3,4-dimetoxi—-f—-Phe-0H;
(S)-Boc—-3-(trifluorometil)-R-Homophe-O0H; (S)-Boc—-3-
(trifluorometil)-B-Phe-0H; (S)-Boc—-3-metoxi—-p3-Phe-0H;
(S)-Boc-3-metil-3-Phe-0H; (S)-Boc—-4-(4-piridil)-B-

Homoala—-OH; (S)-Boc-4-(trifluorometil)-3-Phe-0OH; (S)-Boc-
4-bromo-3-Phe-0H; (S) -Boc-4-cloro-f-Homophe-OH; (S)-Boc-—
4-cloro—-f-Phe-0H; (S)-Boc—-4-ciano—-f-Homophe-0OH; (S)-Boc-—
4-ciano-3-Phe-0H; (S) -Boc—-4-fluoro-R-Phe-0H; (S) -Boc—-4-
iodo—-pB-Homophe-0OH; (S)-Boc-4-metil-B-Homophe-OH; (S)-Boc—
4-metil-BF-Phe-OH; (S)-Boc—-pB-Tir-OH; (S)-Boc-vy,y-difenil-
f-Homoala-OH; (S)-Fmoc-2-metil-B-Homophe-OH; (S) —-Fmoc-
3,4-difluoro-f-Homophe-0OH; (S)-Fmoc-3-(trifluorometil)-B-
Homophe-0H; (S) -Fmoc—-3-ciano—-p3-Homophe-O0H; (S)-Fmoc-3-
metil-R-Homophe-0OH; (S)-Fmoc-v,y-difenil-f-Homoala—-0OH;
dcido 2-(Boc—aminometil) fenilacético; &cido 3-Amino-3-(3-
bromofenil)propidnico; acido 3-Amino-4,4,4-
trifluorobutirico; &cido 3-Aminobutanoico; &cido DL-3-
Aminoisobutirico; acido DL-B-Aminoisobutirico; DL-B-
Homoleucina; DL-B-Homometionina; DL-B-Homofenilalanina;
DL-B3-Leucina; DL-B-Fenilalanina; cloridrato de L-R-
Homoalanina; cloridrato de acido L-B-Homoglutamico;

cloridrato de L-B-Homoglutamina; cloridrato de L-B-
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Homoidroxiprolina; cloridrato de L-R-Homoisoleucina;
cloridrato de L-f-Homoleucina; dicloridrato de L-B-
Homolisina; cloridrato de L-R-Homometionina; cloridrato
de alil éster L-B-Homofenilalanina; cloridrato de L-R-
Homofenilalanina; L-B-Homoserina; L-B-Homotreonina;
cloridrato de L-B-Homotriptofano; cloridrato de L-B-
Homotirosina; cloridrato de L-f-Leucina; Boc-D-f-Leu-O0OH;
Boc-D-R-Phe-0H; Boc-f 3>-Homopro-OH; Boc—-3-Glu(0OBzl)-0OH;
Boc—-B-Homoarg (Tos)-0H; Boc-f-Homoglu (0OBzl)-0OH; técnica de
sal de Boc—-B-Homohip (Bzl)-0OH (dicicloexilamdédnio),; Boc—B-—
Homolis (Z) -OH; Boc—-R-Homoser (Bz1l)-0H; Boc-B-Homotr (Bzl) -
OH; Boc—-B-Homotir (Bzl)-OH; Boc—-pf-Ala-OH; Boc-B-Gln-OH;
Boc—-f-Homoala-0All; Boc—-B-Homoala-OH; Boc-R-Homogln-0OH;
Boc—-R-Homoile-0OH; Boc—-R-Homoleu—-OH; Boc-R-Homomet—-0OH;
Boc—-f-Homophe-0H; Boc—-R-Homotrp—-0H; Boc—-R-Homotrp-OMe;
Boc-B-Leu-0OH; sal de Boc-B-Lis(Z)-0OH (dicicloexilamdbénio);
Boc—-3-Phe-0OH; Propionato de 3-(benzilamino)etilo; Fmoc-D-

R-Homophe-OH; Fmoc-L-f 3>-homoprolina; Fmoc-B-D-Phe-0OH;

Fmoc-B-Gln (Trt) —OH; Fmoc-B-Glu (OtBu) —-0H; Fmoc—f3—
Homoarg (Pmc) —OH; Fmoc—-B-Homogln (Trt) -0OH; Fmoc-p-—
Homoglu (OtBu) —0OH; Fmoc-B-Homohip (tBu) —OH; Fmoc—f3-
Homolis (Boc) —-0H; Fmoc—-B-Homoser (tBu) —OH; Fmoc—B—

Homotr (tBu) —OH; Fmoc-B-Homotir (tBu)-0H; Fmoc—-3-Ala-0H;
Fmoc—-B-G1ln-0H; Fmoc—-B-Homoala-0H; Fmoc—-B-Homogln-0H;

Fmoc-f-Homoile-OH; Fmoc—-R-Homoleu-0OH; Fmoc-R-Homomet-0OH;

Fmoc—-B-Homophe-0H; Fmoc—-B-Homotrp-0H; Fmoc—-f-Leu-0OH;
Fmoc—-B-Phe-0H; N-Acetil-DL-R-fenilalanina; Z-D—-B-
Dab (Boc) —0OH; Zz-D-f-Dab (Fmoc) -OH purum, ; Z-DL—-B—

Homoalanina; Z-B-D-Homoala-OH; Z-3-Glu(OtBu)-OH técnico,;
Z-R-Homotrp (Boc) —OH; Z-B-Ala-0OH purum; Z-R-Ala-ONp
purum,; Z-B-Dab(Boc)-0H; Z-pf-Dab (Fmoc)-0H; Z-R-Homoala-
OH; R-Alanina; f-alanina BioXtra,; cloridrato de -

Alanina etil éster; cloridrato de B-Alanina metil éster;
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cloridrato de &cido R-Glutdmico; cloridrato de &cido cis-
2-Amino-3-ciclopenteno-l-carboxilico; &cido c¢cis—-3-(Boc-
amino)cicloexanocarboxilico; e acido cis-3- (Fmoc-
amino)cicloexanocarboxilico.

Em algumas formas de realizacdo, um péptido anfifilico
descrito no presente documento pode compreender pelo
menos uma (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10,
11, 12, 13, 14, 15 ou mais) ligacdo amida modificada, por
exemplo, uma ligacéo amida na cadeia principal
substituido por uma ligacdo selecionada do grupo que
consiste em ligacdo ©peptidica psi reduzida, ureia,
tioureia, carbamato, sulfonil ureia, trifluorocetilamina,
adcido orto- (aminoalquil)-fenilacético, acido para-
(aminoalquil)-fenilacético, acido meta- (aminoalquil) -
fenilacético, tioamida, tetrazol, éster bordnico, e grupo
olefinico. A ligacdo de substituicdo de amida pode estar
presente em qualquer posicdo no péptido anfifilico.
Quando duas ou mais ligacgdes de substituicdo de amida
estiverem presentes, as mesmas podem ficar posicionadas
préximas (por exemplo, em ambos 0s lados de um
determinado aminodcido) ou ndo prdximas uma da outra (por
exemplo, apenas um lado de um determinado aminodcido é
ligado através de uma ligacdo de substituicdo de péptido

ao prdéximo aminodcido) .

Em algumas formas de realizacgéao, a ligacao de
substituicdo de amida estd presente no segmento de
peptidilo hidrofilico. Sem limitacéao, a ligacao de
substituicdo de amida pode estar presente em qualquer
posicao do segmento de peptidilo hidrofilico, por
exemplo, lendo-se a partir do N-terminal, na posicéo 1,
2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, e assim por diante do

segmento de peptidilo hidrofilico.
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Em algumas formas de realizacao, a ligacéo de
substituicdo de amida estd presente no segmento de
peptidilo hidrofdbico. Sem limitacéo, a ligacao de
substituicdao de amida pode estar presente em qualquer
posicao do segmento de peptidilo hidrofdbico, por
exemplo, lendo-se a partir do N-terminal, na posicao 1,
2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, e assim por diante do

segmento de peptidilo hidrofdbico.

Em algumas formas de realizacao, tanto os segmentos de
peptidilo hidrofilicos como hidrofdébicos pode, cada um,
compreender pelo menos uma ligacdo de substituicdo de
amida. Quando tanto 0s segmentos de peptidilo
hidrofilicos como hidrofdbicos compreenderem a uma
ligagcdo de substituigcdo de amida, o numero de tais
ligacdes de substituicdao de amida em cada segmento pode

ser igual ou diferente.

A terminagdo C de um péptido anfifilico descrito no
presente documento pode ser nédo modificada ou modificada
ao conjugar um grupo protetor de carboxilo ou um grupo
amida. Os grupos protetores de carboxilo exemplificadores
incluem, mas ndo se limitam a, ésteres como metilo,

etilo, t-butilo, metoximetila, 2,2,2-tricloroetilo e 2-

haloetilo; ésteres benzilicos como trifenilmetilo,
difenilmetilo, p—-bromobenzilo, o-nitrobenzilo e
similares; ésteres de sililo como trimetilsililo,

trietilsililo, t-butildimetilsililo e similares; amidas;
e hidrazidas. Outros grupos protetores de acido
carboxilico podem incluir alfa-aminocdcidos opcionalmente
protegidos que sdoc ligados a porgcdo amino dos alfa-
aminodcidos. Em algumas formas de realizacgéao, a

terminacdo C de um péptido anfifilico €& conjugada a NH;,
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NH-alguilo ou N(alquilo),.

Ligagdo entre segmentos hidrofilicos e hidrofdbicos

Sem limitacdo, o segmento de peptidilo hidrofilico pode
ser ligado a terminacdo N ou a terminagdo C do segmento
de peptidilo hidrofdébico. Consequentemente, um péptido
anfifilico pode ser (segmento de peptidilo hidrofilico) -
ligando- (segmento de peptidilo hidrofdébico) ou (segmento
de peptidilo hidrofdébico)-ligando-(segmento de peptidilo
hidrofilico). Numa forma de realizacdo, o segmento de
peptidilo hidrofilico € ligado a terminacdo N do segmento
de peptidilo hidrofébico. Indicado de outra forma, numa
forma de realizacdo, o segmento de peptidilo hidrofdbico
¢ ligado a terminacdo C do segmento de peptidilo
hidrofilico. A ligacdo entre os segmentos de peptidilo
hidrofilicos e hidrofébicos pode ser uma ligacdo de
amida, uma ligacdo de substituicdo de amida, ou um

ligando como definido no presente documento.

Em algumas formas de realizacdo, a ligacdo entre o0s
segmentos de peptidilo hidrofilicos e hidrofdbicos é uma
ligacdo amida (por exemplo, -NHC(O)-) ou uma ligacéao de

substituicao de amida.

Em algumas formas de realizacdo, a ligacdo entre os
segmentos de peptidilo hidrofilicos e hidrofébicos inclui
um aminocdcido, dois aminodcidos, ou um péptido que
compreende de 3 a 15 aminodcidos. E entendido que quando
os segmentos de peptidilo hidrofilicos e hidrofdbicos
forem ligados por uma cadeia de aminocdcidos, o ligando
pode compreender uma ou mais das modificacdes de péptido

descritas no presente documento, por exemplo, ligacdo de
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substituicdo de amida, beta-aminodcidos, D-aminoé&cidos,

aminodcidos quimicamente modificados, etc.

Péptidos anfifilicos exemplificadores e utilizacbes dos

mesmos

Em algumas formas de realizacdo, um péptido anfifilico
compreende uma sequéncia de aminodcidos (L-AA%Y) .- ((L-
AA'Y) - (D-ARAY) ), ' (L-AA"Y), em que AA*' é um residuo de Lys
ou uma substituicdo do mesmo; cada AAY e AA® &
independentemente um residuo de Trp ou uma substituicéo
do mesmo, AA' & um residuo de Leu ou uma substituicao do
mesmo, e em que f' é um numero inteiro de 3 a 21 e b’ é
um numero inteiro de 3 a 20, e em que pelo menos um de
entre o grupo amino de terminacdo N ou um grupo amino de

cadeia lateral de pelo menos um residuo de 2AA*" &

conjugado a um grupo protetor de azoto ou amino.

O termo "substituicdo" quando se refere a um péptido,
refere-se a uma alteracdo em um aminodcido para uma

entidade diferente, por exemplo, outro aminodcido ou

porcao aminodcido. As substituicdes podem ser
substituicbes conservativas ou né&o conservativas. Em
algumas formas de realizacdo, a substituicdo ¢é uma

substituic¢cdo conservativa. Como wutilizado no presente
documento, o termo "substituicdo conservativa" refere-se
a uma substituicdo de aminocdcido em que o residuo de
aminodcidos substituido tem carga similar e/ou
hidrofobicidade similar ao residuo substituido. O residuo
substituido pode ser de tamanho similar a, ou tamanho
menor ou tamanho maior que, o residuo substituido, desde
que o residuo substituido tenha propriedades biogquimicas

similares ao residuo substituido. As substituicdes
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conservativas de aminodcidos incluem, mas ndo se limitam
a, substituicdes feitas entre aminocdcidos dentro dos
seguintes grupos: (i) 0s aminodcidos ndo polares
pequenos: alanina (Ala), metionina (Met), isoleucina
(Ile), leucina (Leu) e valina (Val); (ii) os aminodcidos
polares pequenos: glicina (Gly), serina (Ser), treonina
(Thr) e cisteina (Cys); (1ii) os aminodcidos amido:
glutamina (Gln) e asparagina (Asn); (iv) os aminodcidos
aromaticos: fenilalanina (Phe), tirosina (Tyr) e
triptofano (Trp); (v) os aminodcidos Dbéasicos: 1lisina
(Lys), arginina (Arg) e histidina (His); e (vi) os
aminodcidos 4cidos: &cido de glutamina (Glu) e Aacido
aspartico (Asp). As substituicdes que tém a carga neutra
e que substituem um residuo por um residuo menor também
podem ser consideradas "substituig¢des conservativas"
mesmo que os residuos estejam em grupos diferentes (por
exemplo, substituicdo de fenilalanina pela isoleucina
menor) . O termo "substituicao conservativa" também
abrange a utilizagdo de miméticos de aminoéacido,
andlogos, variantes, ou aminodcido ndo proteinogénico ou
ndo padrdo. Somente a titulo de exemplo, AdaA ou AdaG
pode ser substituido por wvalina (Val); dcido L-I-
tioazolidina-4-carboxilico ou acido carboxilico D-ou-L-1-
oxazolidina-4-carboxilico (Veja-se Kauer, Patente U.S.
No. (4.511.390)) pode ser substituido por prolina; e Aib,
R-Ala, ou Acp pode ser substituido por glicina (Gly).

Consequentemente, em algumas formas de realizacéao, an?t
pode ser um residuo de Lys, ou uma substituicéao
conservativa do mesmo, por exemplo, Arg ou His. Numa
forma de realizacdo, BAA*" é um residuo de Lys ou um

derivado do mesmo.
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Em algumas formas de realizacdo, AA"" e AA"Y pode ser,
cada um, independentemente um residuo de Trp, ou uma
substituicdo conservativa do mesmo, por exemplo, Phe ou
Tyr. Numa forma de realizacdo, AA™ e AA™ &, cada um,
independentemente um residuo de Trp ou um derivado do

mesmo.

Em algumas formas de realizacgéao, An'? pode ser um residuo
de Leu, ou uma substituig¢do conservativa do mesmo, por
exemplo, Ala, Met, Ile ou Val. Numa forma de realizacao,

AAY é um residuo de Leu ou um derivado do mesmo.

Em algumas formas de realizacdo, um péptido anfifilico
compreende uma sequéncia de aminodcidos (L-Lys).'—((L-
Trp)-(D-Leu) )n'-(L-Trp), em que r' & um numero inteiro de
3 a2l em’ €& um numero inteiro de 3 a 20, e em que pelo
menos um de entre um grupo amino de terminacdo N ou um
grupo amino de cadeia lateral de pelo menos um residuo de

Lys é conjugado a um grupo protetor azoto ou amino.

Em algumas formas de realizacao, r' e m' sao,
independentemente, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13,
14 ou 15. Em algumas formas de realizacdo, tanto r' como
m' sao iguais. Numa forma de realizacdo, tanto r' como m'

sdo 3.

Em algumas formas de realizacdo, o péptido anfifilico
compreende a sequéncia de aminodcidos selecionada do
grupo que consiste em: Ac-(L-Lys(Ac))-(L-Lys(Ac))-(L-
Lys(Ac))—-((L-Trp)- (D-Leu) )z~ (L-Trp) -NH, (também chamado de
CD3ac no presente documento, em que a abreviacdo "ac" ou
"Ac" refere-se a acetilacdo tanto de grupo amino de

terminacdo N de um péptido anfifilico como de um grupo
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amino de um residuo de Lys no segmento de peptidilo
hidrofilico);

Ac—- (L-Lys) - (L-Lys) - (L-Lys) - ((L-Trp) - (D-Leu) ) 3 - (L-Trp) -
NHz;

(L-Lys) - (L-Lys) - (L-Lys (Ac) ) - ((L-Trp) - (D-Leu) )3 - (L-Trp) -
NH,;

(L-Lys) - (L-Lys (Ac)) - (L-Lys) - ((L-Trp) - (D-Leu) )5 - (L-Trp) -
NHz;

(L-Lys (Ac)) - (L-Lys) - (L-Lys) - ((L-Trp) - (D-Leu) ) 3 - (L-Trp) -
NHz;

(L-Lys) - (L-Lys (Ac) ) - (L-Lys (Ac) ) - ( (L-Trp) - (D-Leu) ) 5 - (L-
Trp)-NHy;

(L-Lys (Ac) ) - (L-Lys) - (L-Lys (Ac) ) - ((L-Trp) - (D-Leu) ) 3 —(L-
Trp) -NHz;

(L-Lys (Ac)) - (L-Lys (Ac))—-(L-Lys) - ((L-Trp) - (D-Leu) ) 3 - (L-
Trp)—-NHy;

(L-Lys (Ac)) - (L-Lys (Ac) ) - (L-Lys (Ac) ) - ((L-Trp) - (D-Leu) )s -

(L-Trp) —NHy;

Ac-(L-Lys (Ac))—-(L-Lys(Ac))-(L-Lys (Ac))—((L-Trp)-(D-Leu) )3

- (L-Trp) -NH;

Ac—-(L-Lys)-(L-Lys)—-(L-Lys) - ((L-Trp) - (D-Leu))s —(L-Trp);

(L-Lys) - (L-Lys) - (L-Lys (Ac) ) - ((L-Trp) - (D-Leu) ) s —(L-Trp);
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(L-Lys) - (L-Lys (Ac) ) - (L-Lys) - ((L-Trp) - (D-Leu) ) s - (L-Trp);

(L-Lys (Ac) ) - (L-Lys) - (L-Lys) - ((L-Trp) - (D-Leu) ) s - (L-Trp);

(L-Lys) - (L-Lys (Ac) ) = (L-Lys (Ac) ) - ((L-Trp) - (D-Leu) ) 3 -(L-
Trp);
(L-Lys (Ac) ) - (L-Lys) - (L-Lys (Ac) ) - ((L-Trp) - (D-Leu) ) 5 - (L-
Trp);
(L-Lys (Ac)) - (L-Lys (Ac)) - (L-Lys) - ((L-Trp) - (D-Leu) ) 5 -(L-
Trp);

(L-Lys (Ac)) - (L-Lys (Ac) ) - (L-Lys (Ac) ) - ((L-Trp) - (D-Leu) )5 -

(L-Trp) ;

Ac—(L-Lys) - (L-Lys) - (L-Lys(Ac))—((L-Trp) - (D-Leu) )3 (L-

Trp) -NHz;

Ac-(L-Lys)-(L-Lys (Ac))—(L-Lys)—((L-Trp) - (D-Leu) ) 3— (L—

Trp) —NHz;

Ac—(L-Lys (Ac))-(L-Lys)-(L-Lys)—((L-Trp) - (D-Leu) )3 (L-

Trp) -NHz;

Ac-(L-Lys)-(L-Lys (Ac))—(L-Lys(Ac)) - ((L-Trp)-—(D-Leu)) s -

(L-Trp) -NH;;

Ac—(L-Lys (Ac))-(L-Lys)-(L-Lys(Ac))—((L-Trp) —(D-Leu) )3 -

(L-Trp) -NH;

Ac-(L-Lys (Ac))—(L-Lys(Ac))-(L-Lys) - ((L-Trp)-—(D-Leu) ) s -
(L-Trp) -NH;;
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Ac—(L-Lys) - (L-Lys) - (L-Lys(Ac))—((L-Trp)—-(D-Leu) ) -(L-
Trp);

Ac—-(L-Lys)-(L-Lys (Ac))-(L-Lys) - ((L-Trp) - (D-Leu) ) s - (L-
Trp);

Ac—(L-Lys (Ac)) - (L-Lys)-(L-Lys)—((L-Trp) - (D-Leu) )3 -(L-
Trp);

Ac— (L-Lys) - (L-Lys (Ac) ) - (L-Lys (Ac)) - ((L-Trp) - (D-Leu) ) 5 -
(L-Trp) ;

Ac—(L-Lys (Ac)) - (L-Lys)-(L-Lys(Ac))—((L-Trp) - (D-Leu) )s -
(L-Trp) ;

Ac-(L-Lys (Ac))—(L-Lys (Ac))-(L-Lys)—-((L-Trp)-—(D-Leu)) s -
(L-Trp) ;

Ac—(L-Lys (Ac)) - (L-Lys(Ac))—(L-Lys(Ac)) - ((L-Trp) - (D-Leu) ) s

- (L-Trp); e quaisquer combinacdes dos mesmos.

Em algumas formas de realizacao, o segmento de peptidilo
hidrofilico do péptido anfifilico pode compreender uma
cisteina. Em algumas formas de realizacgdo, a cisteina
pode estar presente na terminacdo N do segmento de

peptidilo hidrofilico.

O inventor constatou que algumas formas de realizacdo dos
péptidos anfifilicos descritos no presente documento
podem ter capacidade de penetracdo celular. Dessa forma,
em algumas formas de realizacdo, os péptidos anfifilicos
descritos no presente documento podem ser utilizados como

agentes de penetracdo e/ou transfecdo de células. Nessas
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formas de realizacdo, os péptidos anfifilicos podem ser
desenhados para serem carregados positivamente.
Consequentemente, a wutilizacdo de uma composicdo que
compreende um péptido anfifilico carregado positivamente
como um agente de penetracdo ou agente de transfecéao
celular ¢é fornecido no presente documento, em que o0
péptido anfifilico de carga positiva compreende um
segmento de peptidilo hidrofdébico e um segmento de
peptidilo hidrofilico. 0 segmento de peptidilo
hidrofébico do péptido anfifilico de carga positiva
compreende uma sequéncia de aminodcidos de (Trp-Leu).—
(Trp)n ou (Leu-Trp),—(Leu)y, em que cada Trp é D-Trp ou L-
Trp e cada Leu ¢ D-Leu ou L-Leu, m e p sao,
independentemente, um numero inteiro de 1 a 5, e n e g
sao, independentemente, 0 ou 1, desde que quando Trp for
D-Trp, entao, Leu seja L-Leu, e quando Trp for L-Trp,
entdo, Leu é D-Leu, ou vice-versa; enquanto o segmento de
peptidilo hidrofilico compreende uma sequéncia de
aminocdcidos de (Lys),, em que r & um numero inteiro de 1
a 15. Adicionalmente, no péptido anfifilico carregado
positivamente, pelo menos um dos residuos ou o grupo
amino de terminacdo N do péptido anfifilico nédo ¢é
acetilado. Em algumas formas de realizacdo, todos os
residuos de Lys e o grupo amino de terminacdo N do
péptido anfifilico carregado positivamente nao sao

acetilados.

Em algumas formas de realizacdo, o péptido anfifilico com
carga positiva pode compreender uma sequéncia de
aminodcidos de (L-Lys) - (L-Lys) - (L-Lys) - (L-Trp) - (D-Leu) -
(L-Trp) - (D-Leu) - (L-Trp) - (D-Leu) - (L-Trp) -X, em que X estéa

ausente ou NH,.
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Em algumas formas de realizacdo, a composigcdo pode
compreender adicionalmente uma molécula de acido nucleico
ou oligonucledétido (por exemplo, ADN ou ARN) a ser
libertada numa célula. Em algumas formas de realizacédo, a
composicao pode compreender adicionalmente uma
pluralidade (por exemplo, pelo menos 2 ou mails) de
moléculas de 4&cido nucleico ou oligonucledtidos (por
exemplo, ADN ou ARN incluindo, mas sem se limitar a,
Ss1ARN, shARN, miARN). Em algumas formas de realizacdo, as
moléculas de &cido nucleico ou oligonucledtidos podem ser
desenhadas para utilizacdo em intervencdo terapéutica,

por exemplo, terapia génica ou terapia com siARN.

Sintese de péptidos

Os péptidos anfifilicos descritos no presente documento
podem  ser sintetizados de acordo com o0s métodos
tradicionais de quimica de péptido de fase de solucdo e
sélida, ou por métodos cléssicos conhecidos na técnica. A
purificacdo de péptidos € bem conhecida na técnica e pode
ser, por exemplo, HPLC. Métodos para descrever a sintese
peptidica e métodos de purificacdo podem ser encontrados,
pode ser, na Publicacdo de Pedido de Patente US n¢

20060084607.

Os péptidos descritos no presente documento podem ser
sinteticamente construidos por técnicas de polimerizacéao
de péptidos conhecidas adequadas, como técnicas
exclusivamente de fase sélida, técnicas parcialmente de
fase sdé6lida, condensacdo de fragmentos ou acoplamentos de
solugcdo cléssicos. Por exemplo, os péptidos podem ser
sintetizados ©pelo método de fase sélida wutilizando

métodos—-padrdo baseados em grupos protetores de t-
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butiloxicarbonilo (BOC) ou 9-fluorenilmetdxi-carbonilo
(FMOC) . Essa metodologia € descrita por G. B. Fields et
al. Em Synthetic Peptides: A User's Guide, W. M. Freeman
& Company, New York, N.Y., pp. 77 a 183 (1992) e no
livro-texto "Solid-Phase Synthesis", Stewart & Young,
Freemen & Company, San Francisco, 1969, e sao
exemplificados pela divulgacgao de Patente Us ne
4.105.603, concedida em 8 de agosto de 1979. A sintese de
solucdo cléssica é descrita em detalhes em " Methoden der
Organischen Chemic (Houben-Weyl): Synthese von Peptiden”,
E. Wunsch (editor) (1974) Georg Thieme Verlag, Stuttgart
West Alemanha. O método de sintese de condensacgédo de
fragmento € exemplificado na Patente US n¢ 3.972.859.
Outras sinteses disponiveis sdo exemplificadas na Patente
US ne 3.842.067, Patente US n? 3.872.925, concedida em 28
de janeiro de 1975, Merrifield B, Protein Science (1996),
5: 1947 a 1951; The chemical synthesis of proteins;
Mutter M, Int J Pept Protein Res 1979 Mar; 13 (3): 274 a
247 Studies on the coupling rates in liquid-phase peptide
synthesis using competition experiments; e Solid Phase
Peptide Synthesis in the series Methods in Enzymology
(Fields, G. B. (1997) Solid-Phase Peptide Synthesis.

Academic Press, San Diego. #9830).

Os métodos de preparacdo de miméticos de péptido incluem
modificar o grupo amino N-terminal, o grupo carboxilo C-
terminal e/ou mudar uma ou mais ligacdes amino no péptido
para uma ligacdo na&o amino. Duas ou mais dessas
modificacbes podem ser acopladas em um 1inibidor de
mimético peptidico. As modificacdes de péptidos para
produzir miméticos de péptido sdo descritas, por exemplo,

na Patente US n¢ 5.643.873 e N¢ 5.654.276.
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Miméticos de péptido

Em algumas formas de realizacdo, o péptido anfifilico é
um mimético peptidico. Por exemplo, o segmento peptidico
hidrofilico pode ser mimético peptidico, o segmento de
peptidilo hidrofdébico pode ser um mimético peptidico, ou

ambos podem ser miméticos peptidicos.

Os métodos de desenho de miméticos peptidicos e triagem
de miméticos peptidicos funcionais sdo bem conhecidos
pelos peritos na especialidade. Um método Dbésico de
desenho de uma molécula que imita uma proteina ou péptido
conhecido serve, primeiramente, para identificar a(s)
regido (des) ativa(s) da proteina conhecida (por exemplo,
no caso de uma interacdo de anticorpo-antigeno, um
identifica qual/quais regiao (ées) do anticorpo que
permite(m) a ligacdo ao antigeno) e, entdo, busca um
mimético que emula a regido ativa. Se a regido ativa de
uma proteina conhecida for relativamente pequena, é
esperado que um mimético seja menor (por exemplo, em
massa molecular) que a proteina e, tem uma sintetizacdo
proporcionalmente mais facil e mais econdmica. Tal
mimético poderia ser utilizado como um substituto
conveniente para a proteina, como um agente para

interagir com a molécula alvo.

Os métodos de preparacdo de miméticos de péptido incluem
modificar o grupo amino N-terminal, o grupo carboxilo C-
terminal e/ou mudar uma ou mais ligacdes amida no péptido
para uma ligacd&o ndo amida ou amida modificada. Duas ou
mais dessas modificacgbdes podem ser acopladas em um
mimético peptidico. As modificacdes de péptidos para

produzir miméticos de péptido sdo descritas, por exemplo,
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na Patente US ne 5.643.873 e N¢ 5.654.276.

Por exemplo, Reineke et al. (1999, Nature Biotechnology,
17;271 a 275) projetaram uma molécula de imitacdo que
imita um sitio de 1ligacdo da proteina interleucina-10
utilizando uma biblioteca grande de péptidos sintéticos
curtos, <cada um correspondendo a uma secgao curta de
interleucina 10. A ligacdo de cada um desses péptidos ao
alvo (nesse caso, um anticorpo contra interleucina-10)
foi, entédo, testada individualmente por uma técnica de
ensaio, para identificar péptidos potencialmente
relativos. As Dbibliotecas de apresentacao em fago de
péptidos e método de varrimento de alanina podem ser

utilizadas.

Outros métodos de desenho de miméticos peptidicos para um
péptido ou proteina particular incluem aqueles descritos
na Patente europeia EP1206494, o programa SuperMimic por
Andrean Goede et. al. 2006 BMC Bioinformatics, 7:11; e
MIMETIC program por W. Campbell et. al.,2002,
Microbiology and Immunology 46:211 a 215. O programa
SuperMimic é desenhado para identificar os compostos que
imitam partes de uma proteina, ou posicdes em proteinas
que sao adequadas para inserir miméticos. O ©pedido
fornece bibliotecas que contém blocos de construcdo de
peptidomiméticos em um lado e estruturas proteicas no
outro. A pesquisa de ligandos peptidomiméticos
promissores para um determinado péptido se Dbaseia na
sobreposicdo do péptido com varios conformadores do
mimético. Novos elementos sintéticos ou proteinas podem
ser importados e utilizados para pesquisa. O programa de
computador MIMETIC, que gera uma série de péptidos para

interacdo com uma sequéncia de péptidos alvo & ensinado
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por W. Campbell et. al., 2002. Uma discussdo profunda do
tépico é analisada em "Peptide Mimetic Design with the
Aid of Computational Chemistry" por James R. Damewood Jr.
Em Reviews in Computational Chemistry Reviews in
Computational Chemistry, Jan 2007, Volume 9 Book Series:
Reviews in Computational Chemistry, Editor(s): Kenny B.
Lipkowitz, Donald B. BoydPrint ISBN: 9780471186397 ISBN:
9780470125861 Publicado por John Wiley &Sons, Inc.; e em
T. Tselios, et. al., Amino Acids, 14: 333 a 341, 1998.

Os métodos de preparacdo de bibliotecas contendo diversas
populacdes de péptidos, peptoides e peptidomiméticos séo
bem conhecidos na técnica e varias Dbibliotecas estéao
comercialmente disponiveis (veja-se, por exemplo, Ecker e
Crooke, Biotechnology 13:351 a 360 (1995), e Blondelle et
al., Trends Anal. Chem. 14:83 a 92 (1995); wveja-se,
também, Goodman and Ro, Peptidomimetics for Drug Design,
em "Burger's Medicinal Chemistry and Drug Discovery" Vol.
1 (ed. M. E. Wolff; John Wiley & Sons 1995), paginas 803
a 861, e Gordon et al., J. Med. Chem. 37:1385 a 1401
(1994) . O perito na especialidade entende gque um péptido
pode ser produzido in vitro diretamente ou pode ser
expresso a partir de um 4cido nucleico, que pode ser
produzido in vitro. 0s métodos de péptido sintético e

qgquimica de &cido nucleico sdo bem conhecidos na técnica.

Uma biblioteca de moléculas de péptido também pode ser
produzida, por exemplo, ao construir uma biblioteca de
expressao de cADN a partir de mARN recolhido de um tecido
de interesse. Os métodos de producgdo de tais bibliotecas
sdo bem conhecidos na técnica (veja-se, por exemplo,
Sambrook et. al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual"
Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. De

preferéncia, um péptido codificado pelo CADN € expresso
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sobre a superficie de uma célula ou um virus que contém o

CADN.

Ligandos e agentes ativos

Uma ampla variedade de entidades, por exemplo, ligandos,
pode ser acoplada a um péptido anfifilico descrito no
presente documento ou uma particula peptidica descrita
posteriormente. Os ligandos podem incluir moléculas de
ocorréncia natural, ou moléculas recombinantes ou
sintéticas. Em algumas formas de realizacgdo, um ligando
pode alterar a distribuigdo, alvejamento ou tempo de vida
de um péptido anfifilico descrito no presente documento
ou uma particula peptidica feita a partir do mesmo. Em
algumas formas de realizacdo, um ligando pode fornecer
uma afinidade aumentada (por exemplo, resisténcia a
ligacdo aumentada) para um alvo selecionado, por exemplo,
molécula, célula ou tipo de célula, compartimento, por
exemplo, um compartimento celular ou de o&érgao, tecido,
6rgdo ou regido do corpo, como, por exemplo, em
comparagdo com uma espécie ausente de tal ligando. Em
algumas formas de realizacdo, um ligando pode fornecer
uma especificidade aumentada de um péptido anfifilico
descrito no presente documento ou uma particula peptidica
feita a partir do mesmo para um alvo selecionado, como,
por exemplo, em comparacdo com um péptido anfifilico sem
tal ligando. O termo "especificidade" como utilizado no
presente documento, refere-se a capacidade de um péptido
anfifilico ou uma particula peptidica para se ligar, de
preferéncia, a um alvo selecionado sobre quaisquer outras
entidades. Por exemplo, a presenca de um ligando em um
péptido anfifilico e/ou uma particula peptidica descrita

no presente documento pode permitir gque o péptido
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anfifilico ou particula peptidica se ligue, de
preferéncia, a um alvo selecionado sobre quaisquer outras
entidades, em comparacdo com um péptido anfifilico ou

particula peptidica sem tal ligando.

Sem limitacdo, um ligando pode ser selecionado do grupo
que consiste em polimeros, péptidos, polipéptidos,

proteinas, peptidomiméticos, glicoproteinas, lectinas,

nucledsidos, nucledtidos, dcidos nucleicos,
monossacaridos, dissacéaridos, trissacéridos,
oligossacéaridos, polissacaridos, lipopolissacéaridos,

vitaminas, lipidos, esteroides, hormonas, cofatores,
recetores, ligandos de recetor e qguaisquer combinacdes

dos mesmos.

Em algumas formas de realizacdo desse e outros aspetos
descritos no presente documento, o ligando € selecionado
do grupo consistindo em polietileno glicol (PEG, por
exemplo, PEG-2K, PEG-5K, PEG-10K, PEG-12K, PEG-15K, PEG-
20K, PEG-40K), MPEG, |[MPEG]2, poli (6xido de etileno)

(PEO), ©poli(propilen glicol) (PPG), poli (6xido de

etileno-co-6xido de propileno), adcido hialurdnico,
poli(2-hidroxietil metacrilato), heparina,
polivinil (pirrolidona), sulfato de condroitano,
quitosana, glicosaminoglicanas, dextrano, dextrina,

sulfato de dextrano, acetato de celulose, carbdéxi metil
celulose, hidroéxi etil celulose, celuldsicos,
poli(trimetileno glicol), poli(tetrametileno glicol),
polipéptidos, poliacrilamida, poliacrilimida,
poli(etileno amina), poli(alil amina), copolimero de
anidrido de estireno-a&cido maleico, copolimero de poli(L-
lactida-co-glicolida), copolimero de anidrido de divinil

éter-maleico, copolimero de N-(2-
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hidroxipropil)metacrilamina (HMPA), 4&lcool polivinilico
(PVRA), poliuretano, poli(dcido 2-etilacrilico), polimeros
de N-isopropilacrilamida, polifosfazina, polietilenimina,
espermina, espermidina, poliamina, pseudopeptideo-
poliamina, poliamina peptidomimético, dendrimero-
poliamina, arginina, amidina, protamina, tirotropina,
melanotropina, lectina, proteina A de tensioativo,
mucina, transferrina, bisfosfonato, poliglutamato,
poliaspartato, um aptémero, asialofetuina, hialuronano,
procoldgeno, insulina, transferrina, albumina, acridinas,
psoraleno cruzado, mitomicina C, TPPC4, texafirina,
Safirina, hidrocarbonetos aromdticos policiclicos (por
exemplo, fenazina, diidrofenazina), adcidos Dbiliares,
colesterol, &cido cdlico, &cido adamantano acético, &cido
l-pireno butirico, diidrotestosterona, 1,3-Bis-
O (hexadecil)glicerol, grupo geraniloxiexila,
hexadecilglicerol, bomeol, mentol, 1,3-propanodiol, grupo
heptadecila, &cido palmitico, &cido miristico, &cido 03-
(oleoil)litocdlico, acido 03-(oleoil)colénico,
dimetoxitritila, ou fenoxazina), péptido RGD, marcadores
radiomarcados, haptenos, naproxeno, aspirina,
dinitrofenila, HRP, AP, lectinas, vitamina A, vitamina E,
vitamina K, wvitamina B, &cido fdélico, Bl2, riboflavina,
biotina, piridoxal, taxon, vincristina, vinblastina,
citocalasina, nocodazol, Jjaplacinolida, 1latrunculina A,
faloidina, swinholida A, indanocina, mioservina, fator de
necrose tumoral alfa (TNFalfa), interleucina-1 beta, gama
interferao, GalNAc, galactose, manose, manose-6pP,
agrupamentos de acucares como agrupamento de GalNAc,
agrupamento de manose, agrupamento de galactose, um
aptamero, ligandos de recetor de integrina, ligandos de
recetor de quimiocina, ligandos de recetor de serotonina,

PSMA, endotelina, GCPII, somatostatina, péptido de
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permeacdao de parede celular bacteriana, péptido GALA,
péptido EALA, péptido INF-7, péptido Inf HA-2, péptido
diINF-7, péptido diINF-3, péptido GLF, péptido GALA-INF3,
péptido INF-5, péptido de penetratina, fragmento de Tat
48-60, péptido PVEC, péptido de transportano, péptido LL-
37, péptido de cecropina Pl, péptido de o-defensina,
péptido de R-defensina, péptido de PR-39, péptido de
indolicidina, péptido RFGF, andlogo de RFGF, bactenecina,
cecropinas, licotoxinas, paradaxinas, buforina, CPF,
péptido semelhante a bombinina (BLP), catelicidinas,
ceratotoxinas, S. clavapéptidos, péptidos antimicrobianos
intestinais de mixinideos (HFIAPS), magaininas,
brevininas-2, dermaseptinas, melitinas, pleurocidina,
péptidos H2A, péptidos Xenopus, esculentinis-1, caerinas,

e qualisquer combinacdes dos mesmos.

Em algumas formas de realizacdo, um ligando pode incluir
um agente ativo. Como utilizado no presente documento, um
"agente ativo" se refere a uma molécula que é libertado a
uma célula. Consequentemente, mas sem se limitar a, um

agente ativo pode ser selecionado do grupo que consiste

em moléculas orgénicas ou inorgénicas pequenas,
monossacaridos, dissacéaridos, trissacaridos,
oligossacéaridos, polissacéaridos, macromoléculas

bioldégicas, por exemplo, péptidos, proteinas, andlogos de
péptido e derivados dos mesmos, peptidomiméticos, &cidos
nucleicos, andlogos de 4cido nucleico e derivados,
polinucledtidos, oligonucledtidos, enzimas, um extrato
feito a partir de materiais bioldgicos como bactérias,
plantas, fungos, ou células ou tecidos animais,
composicdes de ocorréncia natural ou sintéticas,
particulados, ou quaisquer combinacdes dos mesmos. Um

agente ativo pode ter uma carga neutra ou compreender uma
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carga liquida, por exemplo, agente ativo é anidnico ou
catidénico. Além disso, um agente ativo pode @ ser
hidrofdébico, hidrofilico ou anfifilico. Em algumas formas
de realizacdao, O agente ativo compreende pelo menos um

grupo arilo ou hetercarilo.

Como utilizado no presente documento, o) termo
"particulado" refere-se a uma particula, pd, floco, etc.,
que existe inerentemente numa forma relativamente pequena
e pode ser formado por, por exemplo, moagem, trituracao,
fragmentacdo, pulverizacéo, atomizacdo ou, de outro modo,
subdividindo-se uma forma maior do material numa forma

relativamente pequena.

Como utilizado no presente documento, o termo "molécula

pequena" pode referir-se a compostos que sdo "semelhantes

ao produto natural”, entretanto, o termo "molécula
pequena”, nao se limita a compostos "semelhantes a
produto natural". Em vez disso, uma molécula pedquena &,

tipicamente, caracterizada pelo facto de conter varias
ligagcdes carbono-carbono, e tem uma massa molecular menor
que 5000 D&ltons (5 kD), de preferéncia, menor que 3 kD,
com mais preferéncia, menor que 2 kD e, com a maxima
preferéncia, menor que 1 kD. Em alguns casos, é altamente
preferencial gue uma molécula pequena tenha uma massa

molecular igual ou menor que 700 Daltons.

Em algumas formas de realizacdo, o agente ativo pode ser
um péptido ou uma proteina. Como utilizado no presente
documento, o termo "péptido” ¢é utilizado no seu sentido
mais amplo para se referir a compostos contendo dois ou
mais aminodcidos, equivalentes de aminodcido ou outros

grupos nao amino unidos um ao outro por ligacdes
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peptidicas ou ligacdes peptidicas modificadas. Os
equivalentes peptidicos podem se diferir de péptidos
convencionais pela substituicdo de um ou mais &cidos
organicos relacionados (como PABA), aminodcidos ou
similares ou a substituicdo ou modificacdo de cadeias
laterais ou grupos funcionais. Um péptido de qgualquer
tamanho; entretanto, em algumas formas de realizacgao,
péptidos tendo vinte ou menos aminodcidos totais sao
preferenciais. Adicionalmente, o péptido pode ser linear
ou ciclico. As seqgquéncias peptidicas especificamente
citadas no ©presente documento sdo escritas com a
terminagdo amino a esquerda e a terminacdo carbdéxi a
direita. Além disso, o termo "péptido" inclui amplamente
proteinas que, em geral, sdo polipéptidos. Como utilizado
no presente documento, o termo "proteina” ¢é utilizado
para descrever proteinas bem como fragmentos das mesmas.
Dessa forma, qualquer cadeia de aminocdcidos que exibe uma
estrutura tridimensional estéd incluida no termo
"oroteina", e fragmentos de proteina sao,

consequentemente, adotados.

Um peptidomimético é uma molécula capaz de se dobrar em
uma estrutura tridimensional definida similar a um

péptido natural.

Como wutilizado no presente documento, o termo "acido
nucleico" se refere a polimeros (polinucledétidos) ou
oligémeros (oligonucledétidos) de mondmeros de nucledtido
ou nucledsido que consiste em bases de ocorréncia
natural, acucares e ligacgdes interactcar. O termo “acido
nucleico" inclui também polimeros ou oligdmeros qgue
compreendem mondmeros de ocorréncia ndo natural, ou

porcbes dos mesmos, gque operam de forma similar. Tais
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adcidos nucleicos modificados ou substituidos sédo
frequentemente preferenciais sobre formas nativas devido
a propriedades como, por exemplo, absorcédo celular
aumentada e estabilidade aumentada na presenca de

nucleases.

Um &cido nucleico pode ser de cadeia simples ou dupla
fita. Um 4&cido nucleico de cadeia simples pode ter
regides de cadeia dupla e um &acido nucleico de cadeia
dupla pode ter regides de cadeia simples. 0Os 4&cidos
nucleicos exemplificadores incluem, mas nédo se limitam a,
genes estruturais, genes que incluem regides de controlo
e terminacédo, sistemas de auto-replicacdo como ADN viral
ou plasmidial, siARNs de cadeia simples e cadeia dupla e
outros regentes de interferéncia de ARN (agentes ARNi ou
agentes 1ARN), ARNs em formato de grampo pequeno (shARN),
oligonucledétidos antissentido, ribozimas, microARNs,
simuladores de microARN, aptameros, antimirs, antagomirs,
oligonucledétidos formadores de triplex, ativadores de
ARN, oligonucledtidos imuno-estimuladores, e

oligonucledtido decoy.

Em algumas formas de realizacdo, o agente ativo &
biologicamente ativo ou tem atividade Dbioldgica. Como
utilizado no presente documento, o termo M"atividade
bioldégica™ ou "bioatividade" refere-se a capacidade de um
composto afetar uma amostra bioldgica. A atividade
bioldégica pode incluir, mas nado se limita a, elicitacgéao
de uma resposta estimulatdria, inibitdria, reguladora,
tdéxica ou letal num ensaio Dbioldgico nos niveis
moleculares, celulares, de tecido ou 6rgao. Por exemplo,
uma atividade bioldgica pode referir-se a capacidade de

um composto exibir ou modular o efeito/atividade de uma
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enzima, bloguear um recetor, estimular um recetor,
modular o nivel de expressdo de um ou mais genes, modular
a proliferacéo <celular, modular a divisdo celular,
modular a morfologia celular, ou qualquer combinacado dos
mesmos. Em alguns casos, uma atividade bioldgica pode
referir-se a capacidade de um composto produzir um efeito
téxico em uma amostra bioldgica, ou a mesma pode referir-
se a uma capacidade de modificar qguimicamente uma

molécula ou célula alvo.

Em algumas formas de realizacdo, o agente ativo é um
agente terapéutico. Como utilizado no presente documento,
o termo "agente terapéutico" refere-se a um agente
bioldégico ou quimico wutilizado para tratar, curar,
mitigar ou prevenir condicdes prejudiciais em um
individuo. O termo "agente terapéutico" inclui também
substancias e agentes para combater uma doenca, afecdo ou
distdarbio de um individuo e inclui fédrmacos, diagndésticos
e 1nstrumentacdo. "Agente terapéutico" inclui também
qualguer coisa utilizada no diagnéstico médico, ou para
restaurar, corrigir ou modificar as funcdes fisioldgicas.
Os termos "agente terapéutico" e "agente
farmaceuticamente ativo" séo utilizados de forma

intercambidvel no presente documento.

Um agente terapéutico pode ser selecionado de acordo com
o0 objetivo de tratamento e acdo bioldgica desejada. Dessa
forma, um agente terapéutico pode ser selecionado de
entre qualquer classe adequada para o) objetivo
terapéutico. Adicionalmente, o agente terapéutico pode
ser selecionado ou disposto para fornecer atividade

terapéutica durante um periodo de tempo.
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O composto farmaceuticamente ativo exemplificador inclui,
mas nao se limitam a, aqueles encontrados em Harrison's
Principles of Internal Medicine, 132 Edigao, Eds. T.R.
Harrison McGraw-Hill N.Y., NY; Physicians Desk Reference,
508 Edicéo, 1997, Oradell New Jersey, Medical Economics
Co.; Pharmacological Basis of Therapeutics, 82 Edicgéao,
Goodman and Gilman, 1990; United States Pharmacopeia, The
National Formulary, USP XII NF XVII, 1990; edicdo atual
de Goodman and Oilman's The Pharmacological Basis of

Therapeutics; e a edigdo atual do The Merck Index.

Os agentes farmaceuticamente ativos exemplificadores
incluem, mas nédo se limitam a, agentes anti-inflamatdrios
esteroidais e nao esteroidais, fadrmacos
antirrestendticos, agentes antimicrobianos, fatores
angiogénicos, bloqueadores do canal de célcio, agentes
tromboliticos, agentes anti-hipertensivos,
anticoagulantes, agentes antiarritmicos, glicosideos

cardiacos, e similares.

Em algumas formas de realizacdo, o agente terapéutico é
selecionado do grupo consistindo em &cido salicilico e
derivados (aspirina), para—-aminofenol e derivados
(acetaminofeno), adcidos arilpropidénicos (ibuprofeno),
corticosteroides, antagonistas do recetor de histamina
e antagonistas do recetor de bradicinina, antagonistas do

recetor de leucotrieno, antagonistas do recetor de

prostaglandina, antagonistas do recetor de fator de
ativacéao de plaquetas, sulfonamidas, trimetoprim-
sulfametoxazol, quinolonas, penicilinas, cefalosporina,

fator de crescimento de fibroblastos bésico (FGF), fator
de crescimento de fibroblastos acido, fator de

crescimento endotelial wvascular, fator de crescimento de
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transformagcdo angiogénico alfa e beta, fator de necrose
tumoral, angiopoietina, fator de crescimento derivado de
plaquetas, diidropiridinas (por exemplo, nifedipina,

benzotiazepinas como dilitazem, e fenilalquilominas como

verapamil), ativador de plasminogénio uroquinase,
uroguinase, estreptoquinase, inibidores de enzima de
conversao da angiotensina (ECA), espironolactona,

ativador de plasminogénio de tecido (tPA), diuréticos,
tiazidas, agentes antiadrenérgicos, clonidina,
propanolol, inibidores de enzimas de conversdo de
angiotensina, captopril, antagonistas do recetor de
angiotensina, losartan, antagonistas de canal de céalcio,
nifedina, heparina, warfarina, hirudina, péptido
anticoagulante de carrapato, e heparinas de baixa massa
molecular como enoxaparina, lidocaina, procainamida,
encainida, flecanida, Dblogqueadores Dbeta adrenérgicos,
propranolol, amiodarona, verpamil, diltiazem, cloreto de
niquel, glicosideos cardiacos, inibidores de enzimas
conversoras de angiotensina, antagonista do recetor de
angiotensina, nitrovasodilatadores, agentes
hipolipidémicos (por exemplo, &acido nicotinico, probucol,
etc.), resinas de ligacdo a é&cido biliar (por exemplo,
colestiramina, e derivados de acido fibrico, por exemplo,
clofibrato), inibidores de HMG CoA redutase, inibidores
de HMG CoA sintase, inibidores de esqualeno sintase,
inibidores de esqualeno epoxidase, estatinas (por
exemplo, lovastatina, cerivastatina, fluvastatina,

pravastatina, sinvaststina, etc.), antipsicdticos, SSRIs,

medicacéao anticonvulsiva, contracetivos, analgésicos
sistémicos e locais (dor crénica, fatores de
crescimento/remodelagem 6ssea (recrutamento de
osteoblasto/osteoclasto e fatores estimulantes),

neurotransmissores (L-DOPA, Dopamina, neuropéptidos),
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fadrmacos para enfisema, TGF-beta), rapamicina, naloxona,

paclitaxel, anfotericina, Dexametasona, flutamida,
vancomicina, fenobarbital, cimetidina, atenolol,
aminoglicosideos, hormonas (por exemplo, hormona de
libertacéo de tirotropina, p—-nitrofenil beta-

celopentaosida e hormona de libertacdo de hormona
luteinizante), vincristina, amilorida, digoxina, morfina,
procainamida, guinidina, guinina, ranitidinae,
triantereno, trimetoprim, vancomicina, aminoglicosideos,
e penicilina, e sais farmaceuticamente aceitédveis dos

mesmos.

Em algumas formas de realizacdo, o agente ativo é um
SiARN, um ARN em forma de grampo pequeno (shARN), um
oligonucledtido de antissentido, uma ribozima, um
microARN, um microARN mimico, um aptémero, um antimir, um
antagomir, um oligonucledétido formador de triplex, um
ativador de ARN, um oligonucledétido imunoestimulatdrio,
um oligonucledétido decoy, um plasmideo, ou um vetor de

ADN.

Em algumas formas de realizacdo, o agente terapéutico &

um material radioativo. Os materiais radioativos

192

adequados incluem, por exemplo, 90itrio, iridio, 198ouro,

125i6do, **'césio, ®°cobalto, “°cobalto, °°cobalto, “'cobalto,

57m.agnésio, >ferro, 2fssforo, Yestréncio, ®lrubidio,

“*pismuto, °'gdlio, ''bromo, '?’césio, '‘selénio, ’'‘selénio,

123 111«

"2arsénico, 103palédio, chumbo, indio, “’ferro,

167 1

tulio, °'niquel, %“zinco, %“cobre, “‘talio e '*’iodo. Sem
se ater a teoria, as particulas que compreendem um
material radiocativo podem ser utilizadas para tratar o
tecido doente como tumores, malformacgdes arteriovenosas,

e similares.
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Em algumas formas de realizacdo, o agente ativo ¢é um
agente de imageamento. Como utilizado no presente
documento, o termo "agente de imageamento" refere-se a um
elemento ou grupo funcional em uma molécula que permite a
detecdo, imageamento e/ou monitorizacgdo da presenca e/ou
progressao de uma condicao (ées), disturbio (s)
patoldgico(s) e/ou doenca(s). O agente de imageamento
pode ser uma substéncia ecogénica (tanto liquido como
gas), isétopo ndo metdlico, um repdrter OStico, um
absorvente de neutrdes de Dboro, um ferro de metal
paramagnético, um metal ferromagnético, um radioisdtopo
emissor de gama, um radioisdétopo emissor de positrdes, ou
um absorvedor de raios X. Sem se ater a teoria, um agente
de imageamento permite o rastreamento de uma composicao

que compreende tal agente de imageamento.

Os repdédrteres Oticos adequados incluem, mas nédo se
limitam a, repbdrteres fluorescentes e grupos
guimiluminescentes. Uma ampla variedade de corantes
repdrter fluorescentes sao conhecidos na técnica.
Tipicamente, o fluordforo ¢é um composto aromdtico ou
heteroaromdtico e pode ser um pireno, antraceno,
naftaleno, acridina, estilbeno, indol, benzindol, oxazol,
tiazol, Dbenzotiazol, cianina, carbocianina, salicilatos,
antranilato, cumarina, fluoresceina, rodamina ou outro
composto similar. Os repdrteres fluorescentes adequados
incluem corantes xanteno, como fluoresceina ou rodamina,
incluindo, mas sem se limitar a, corantes Alexa Fluor®
(InvitrogenCorp.; Carlsbad, Calif), fluoresceina,
isotiocianato de fluoresceina (FITC), Oregon GreenTM,
rodamina, vermelho Texas, isotiocianato de tetrarodamina
(TRITC), b-carboxifluoresceina (FAM), 2'7'-dimetdxi-4'5'-

dicloro-6-carboxifluoresceina (JOE) ,
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tetraclorofluoresceina (TET), 6-carbdéxi rodamina (R6G),
N,N,N,N'-tetrametil-6-carbdxi rodamina (TAMRA) , 6-—
carbdéxi-X-rodamina (ROX). O0Os repdrteres fluorescentes
adequados incluem também os corantes de naftilamina que
tém um grupo amino na posicdo alfa ou beta. Por exemplo,
os compostos naftilamino incluem l-dimetilamino-naftil-5-
sulfonato, sulfonato de 1l-anilino-8-naftaleno, sulfonato
de 2-p-toluidinil-6-naftaleno, e acido 5-(2'-
aminocetil)aminonaftaleno-1-sulfdnico (EDANS) . Outros
corantes repdrteres fluorescentes incluem cumarinas, como
3-fenil-7-isocianatocumarina; acudinas, Ccomo 9-
isotiocianatoacridina e laranja de acridina; N-(p(2-
benzoxazolil) fenil)maleimida; cianinas, como Cy2,
indodicarbocianina 3 (Cy3), indodicarbocianina 5 (Cy5),
indodicarbocianina 5.5 (Cyb5.5), 3-(-carbdéxi-pentil) -
3'etil-5,5"-dimetiloxacarbocianina (CyA); 1H,5H,11H, 15H-
Xantheno[2,3,4-13:5,6,7-1'"j"']diquinolizin-18-io, 9-[2 (ou
4)y-[[[6-[2,5-dioxo-1-pirrolidinil)oxi]—-6-oxoexil]
amino]lsulfonil]—-4 (ou 2)-sulfofenil]-
2,3,6,7,12,13,16,17octaidro-sal interno (TR ou Vermelho
Texas); corantes de BODIPYTM; benzoxadiazdis; estilbenos;
pirenos; e similares. Muitas formas adequadas desses
compostos fluorescentes estdo disponiveis e podem ser
utilizadas.

Exemplos de proteinas fluorescentes adequadas para
utilizacdo como agentes de imageamento incluem, mas nao
se limitam a, proteina verde fluorescente, proteina
vermelha fluorescente (por exemplo, DsRed), proteina
amarela fluorescente, proteina ciano fluorescente,
proteina azul fluorescente, e variantes das mesmas (veja-
se, por exemplo, Patente n°® US 6.403.374, 6.800.733 e
7.157.566). Exemplos especificos de wvariantes de GFP

incluem, mas nado se limitam a, GFP aumentada (EGFP), EGFP
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desestabilizada, as variantes de GFP descritas em Doan et
al, Mol. Microbiol, 55:1767-1781 (2005), a variante de
GFP descrita em Crameri et al, Nat. Biotechnol.,
14:315319 (1996), as proteinas fluorescentes cerulean
fluorescent proteins descritas em Rizzo et al, Nat.
Biotechnol, 22:445 (2004) e Tsien, Annu. Rev. Biochem.,
67:509 (1998), e a proteina amarela fluorescente descrita
em Nagal et al, Nat. Biotechnol., 20:87 a 90 (2002). As
variantes de DsRed sao descritas em, por exemplo, Shaner
et al, Nat. Biotechnol., 22:1567 a 1572 (2004), e incluem
mStrawberry, mCherry, morange, mBanana, mHoneydew e
mTangerine. As variantes de DsRed adicionais sao
descritas em, por exemplo, Wang et al, Proc. Natl. Acad.
Sci. U.S.A., 101:16745 a 16749 (2004) e incluem
mRaspberry e mPlum. Exemplos adicionais de variantes de
DsRed incluem mRFPmars descritos em Fischer et al, FEBS
Lett., 577:227-232 (2004) e mRFPruby descritos em Fischer
et al, FEBS Lett, 580:2495 a 2502 (2006).

Os gases ecogénicos adequados incluem, mas ndo se limitam
a, um hexafluoreto de enxofre ou géds perfluorocarbono,
como perfluorometano, perfluoroetano, perfluoropropano,
perfluorobutano, perfluorociclobutano, perfluropentano ou

perfluoroexano.

Os isdétopos ndo metabdlicos adequados incluem, mas nao se
limitam a, ‘¢, ¢, "nN, 'r, 1, 1 e 'I. o0s
radioisdétopos adequados incluem, mas ndo se limitam a,
’mTc, 2°Tc, '‘'In, %Cu, ©®cu, Ga, °®Ga e 153Gd. Os ides
metdlicos paramagnéticos adequados incluem, mas ndo se
limitam a, Gd(I1I1), Dy (III), Fe(III) e Mn(II). Os
absorvedores de raios X adequados incluem, mas nao se

limitam a, Re, Sm, Ho, Lu, Pm, Y, Bi, Pd, Gd, La, Au, Au,
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Yb, Dy, Cu, Rh, Ag e Ir. Em algumas formas de realizacao,
o radionuclideo ¢ ligado a um agente quelante ou ligando
de agente quelante ligado ao agregado. Os radionuclideos
adequados para conjugacao direta incluem, mas nao se
limitam a, *°r, **‘1, '?°1, ™'I, e misturas dos mesmos. Os
radionuclideos adequados para utilizacdo com um agente
quelante incluem, mas ndo se limitam a, “'Sc, °‘Cu, °'Cu,
89Sr, 86Y, 87Y, 9OY, 105Rh, 111Ag, 1111—1,1, 1171"[151’1, 149Pm, 1538m,

160y Yia, PfRe,  '¥'Re, “MAt, “Bi, e misturas dos

14
mesmos. Os agentes qgquelantes adequados incluem, mas nao
se limitam a, DOTA, BAD, TETA, DTPA, EDTA, NTA, HDTA,
seus anadlogos de fosfonato, e misturas dos mesmos. O
elemento perito na especialidade estard familiarizado com
métodos para a ligacao de radionuclideos, agentes
quelantes, e ligandos de agentes gquelantes as particulas.
Uma resposta detetavel, em geral, refere-se a uma
alteragdo, ou ocorréncia de um sinal que € detetédvel
tanto por observacdo como instrumentalmente. Em certos
casos, a resposta detetdvel é a fluorescéncia ou uma
alteracdo na fluorescéncia, por exemplo, uma alteracdo em
intensidade de fluorescéncia, excitacdo de fluorescéncia
ou distribuicdo de comprimento de onda de emissao, tempo
de vida de fluorescéncia e/ou polarizacgéao de
fluorescéncia. O elemento perito na especialidade iréa
avaliar que o grau e/ou localizagdo de marcagdo em um
individuo ou amostra pode ser comparado com um padrdo ou
controlo (por exemplo, tecido ou o6rgdo saudavel). Em
outras instéancias, a resposta detetéavel é a
radicatividade (isto &, radiacdo), incluindo particulas
alfa, particulas beta, nuclebdes, eletrdes, positrdes,
neutrinos, e raios gama emitidos por uma substéncia

radioativa como um radionuclideo.
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Dispositivos ou métodos especificos conhecidos na técnica
para a detecdo in vivo de fluorescéncia, por exemplo, de
fluordforos ou proteinas fluorescentes, incluem, mas néao
se limitam a, fluorescéncia de infravermelho proximal in
vivo (veja-se, por exemplo, Frangioni, Curr. Opin. Chem.
Biol, 7:626 a 634 (2003)), o sistema de imageamento por
fluorescéncia MaestroTM in wvivo (Cambridge Research &
Instrumentation, Inc.; Woburn, Mass.), imageamento por
fluorescéncia 1in vivo utilizando um scanner flying-spot
(veja—-se, por exemplo, Ramanujam et al, IEEE Transactions
on Biomedical Engineering, 48:1034 a 1041 (2001), e
similares. Outros métodos ou dispositivos para detetar
uma resposta otica incluem, mas nao se limitam a,

inspecdo visual, cameras CCD, cémeras de video, filme

fotografico, dispositivos de varrimento a laser,
fluordémetros, fotodiodos, contadores quanticos,
microscédpios de epifluorescéncia, microscépios de

varrimento, citdémetros de fluxo, leitores de microplaca
de fluorescéncia, ou amplificacdo de sinal utilizando

tubos fotomultiplicadores.

Qualguer dispositivo ou método conhecido na técnica para
detetar as emissdes radioativas de radionuclideos em um
individuo é adequado para utilizacéo na presente
invencgéao. Por exemplo, métodos como Tomografia
Computadorizada e Emissdo de Fotdo Unico (SPECT), que
deteta a radiacdo de um radionuclideo emissor de gama de
fotdo Unico utilizando uma cémara giratdéria de gama, e
cintilografia de radionuclideos, que obtém uma imagem ou
série de imagens sequenciais da distribuicdo de um
radionuclideo em tecidos, 6érgdos, ou sistemas do corpo
utilizando uma cémara de gama de cintilacdo, podem ser

utilizados para detetar a radiacdo emitida de um agregado
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radiomarcado. A tomografia por emissdo de positrdes (PET)
¢ outra técnica adequada para detetar radiacdo em um

individuo.

Em algumas formas de realizacdo, o ligando é um ligando
recetor de superficie celular. Como utilizado no presente
documento, um "ligando recetor de superficie celular"
refere-se a uma molécula que pode se ligar a superficie
externa de uma célula. O ligando recetor de superficie
celular exemplificador inclui, por exemplo, um péptido de
ligacdo a recetor de superficie celular, um glicopéptido
de ligacé&o a recetor de superficie celular, uma proteina
de ligacéo a recetor de superficie celular, uma
glicoproteina de ligacdo a recetor de superficie celular,
um composto orgadnico de ligacdo a recetor de superficie
celular, e um fdrmaco de ligacdo a recetor de superficie

celular.

Os ligandos de recetor de superficie celular incluem, mas
nao se limitam a, citocinas, fatores de crescimento,

hormonas, anticorpos e fatores angiogénicos.

Em algumas formas de realizacdo, o ligando de recetor de

superficie celular é transferrina ou EGF.

Os ligandos que fornecem afinidade aumentada com um alvo
selecionado também sao chamados de ligandos de
alvejamento no presente documento. Como wutilizado no
presente documento, o termo "ligando de alvejamento"
refere-se a uma molécula que se liga ou interage com uma
molécula alvo. Tipicamente, a natureza da interacdo ou
ligacdo ¢é nao covalente, por exemplo, por hidrogénio,

eletrostatica, ou interacdes de van der Waals,
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entretanto, a ligacdo podem também ser covalente.

Como utilizado no presente documento, o termo "ligando
endosomolitico” refere-se a moléculas que tém
propriedades endosomoliticas. Os ligandos endosomoliticos
que promovem a lise e/ou transporte da composicdo da
invencéao, ou seus componentes, a partir dos
compartimentos celulares como o endossomo, lisossoma,
reticulo endoplésmico (ER), aparelho de Golgi,
microtubulo, peroxissoma, ou outros corpos vesiculares
dentro da célula, ao citoplasma da célula. Alguns
ligandos endosomoliticos exemplificadores incluem, mas
ndo se limitam a, imidazdis, poli ou oligoimidazdis,
polietileno imina lineares ou ramificadas (PEIs),
poliaminas lineares e ramificadas, por exemplo,
espermina, poliaminas lineares ou ramificadas catidnicas,
policarboxilatos, policatides, oligo ou poli catides ou
anides mascarados, acetais, poliacetais,
cetails/policetais, ortoésteres, polimeros lineares ou
ramificados com cargas catidénicas ou anidnicas mascaradas
ou ndo mascaradas, dendrimeros com cargas catidnicas ou
aniénicas mascaradas ou nao mascaradas, péptidos
polianidénicos, peptidomiméticos polianidnicos, péptidos
sensiveis a PH, lipidos fusogénicos naturais e

sintéticos, lipidos catidnicos naturais e sintéticos.

Como utilizado no presente documento, os termos "ligando
modulador de PK" e "modulador de PK" refere-se a
moléculas que podem modular a farmacocinética da
composicgao da invencao. Alguns moduladores de PK
exemplificadores incluem, mas ndo se limitam a, moléculas
lipofilicas, acidos Dbiliares, esterdis, andlogos de

fosfolipideo, péptidos, agentes de ligacdo a proteinas,
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vitaminas, acidos graxos, fenoxazina, aspirina,
naproxeno, ibuprofeno, suprofeno, cetoprofeno, (S)-(+)-
pranoprofeno, carprofeno, PEGs, biotina e 1ligandos de
ligagdo a transtirretina (por exemplo, 4&cido tetrai-
hidotiroacético, 2, 4, 6-tri-iodofenol e acido

flufenédmico).

Em algumas formas de realizacdo, um péptido anfifilico
compreende pelo menos um (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5 ou
mais) conjugado de ligando. Quando dois ou mais ligandos
estiverem presentes, todos os ligandos podem ter algumas
propriedades, todos tém propriedades diferentes ou alguns
ligandos tém as mesmas propriedades enquanto outros tém
propriedades diferentes. Por exemplo, um ligando pode ter
propriedades de alvejamento, atividade endosomolitica ou
moduladoras de PK. Consequentemente, os dois ou mais
ligandos podem ser o mesmo ligando, ligandos diferentes,
mesmo tipo de ligando (por exemplo, ligando de
alvejamento, ligando endosomolitico, modulador de PK),
tipos diferentes de ligandos, ou qualquer combinacdo dos
mesmos. Em algumas formas de realizacéao, todos os

ligandos tém propriedades diferentes.

Em algumas formas de realizacdo, o péptido anfifilico
compreende um polimero hidrofilico selecionado do grupo
que consiste em poli(etileno glicol), poli (6xido de
etileno), poli(propileno glicol), poli (6xido de etileno-
co-6xido de propileno), dcido hialurédnico, poli (2-
hidroxietil metacrilato), heparina,
polivinil (pirrolidona), sulfato de condroitano,
quitosana, glicosaminoglicanas, dextrano, dextrina,
sulfato de dextrano, acetato de celulose,

carboximetilcelulose, hidrdéxi etil celulose, celuldsicos,
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poli(trimetileno glicol), poli(tetrametileno glicol),
polipéptidos, poliacrilamida, poliacrilimida,
poli(etileno amina), poli(alil amina), e Dblendas dos
mesmos, € em que o polimero hidrofilico é covalentemente

ligado ao segmento de peptidilo hidrofdbico.

Ligagdo a péptidos

Uma molécula (por exemplo, um ligando) pode ser conjugado
a um péptido wutilizando qualquer um de entre uma
variedade de métodos conhecidos pelos peritos na
especialidade. A molécula pode ser acoplada ou conjugada
ao péptido covalente ou nédo covalentemente. A ligacéo
covalente entre a molécula e o péptido pode ser mediada
por um ligando. A ligagd&o nao covalente entre a molécula
e o péptido pode ser baseada em interacdes idnicas,
interacbes de wvan der Waals, 1nteracdes dipolo-dipolo,
ligacdes de hidrogénio, interacgdes eletrostaticas e/ou

interagdes por reconhecimento de formato.

Sem limitacdo, os ligandos podem ser acoplados a um
péptido em varios locais, por exemplo, terminacdo N,
terminacdo C e/ou em uma posicdo interna (por exemplo,
cadeia lateral de um aminodcido). Quando dois ou mais
ligandos estiverem presentes, o ligando pode estar em
extremidades opostas de um  péptido (por exemplo,

terminacdo N e terminacédo C).

Em geral, o ligando fica 1localizado na extremidade
terminal (por exemplo, na posicao 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8,
9 ou 10 contando-se a partir da extremidade) que fica
mais distante do segmento de peptidilo hidrofdbico. Sem o

desejo de se vincular a teoria, 1isso permite que o
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ligando seja posicionado sobre ou prdéximo a superficie de
uma particula formada por auto-agregacdo de péptidos

anfifilicos.

Em algumas formas de realizacéao, um ligando fica
localizado na terminacdao de segmento de peptidilo
hidrofilico gque nédo ¢é 1ligada ao segmento de peptidilo
hidrofdébico. Por exemplo, se a terminacdo N do segmento
de peptidilo hidrofilico for 1ligada ao segmento de
peptidilo hidrofdébico, entdo, o ligando fica localizado
na posigéo 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 contando-se a
partir da terminacgéao C do segmento de peptidilo
hidrofilico. Alternativamente, se a terminacdo C do
segmento de peptidilo hidrofilico for ligada ao segmento
de peptidilo hidrofdbico, entéo, 0 ligando fica
localizado na posicao 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10
contando-se a partir da terminacdo N do segmento de

peptidilo hidrofilico.

Em algumas formas de realizacdo, o ligando é 1ligado ao
péptido através de um ligando. O 1ligando pode estar
presente em um mondmero quando o dito mondmero for
incorporado em um péptido durante a sintese. Em algumas
formas de realizacdo, o ligando pode ser incorporado
através de acoplamento a um mondémero "precursor" apds o
dito mondémero "precursor" ser incorporado no péptido. Por
exemplo, um mondémero tendo, por exemplo, um ligando
amino-terminado (isto ¢, ndo tendo ligando associado),
por exemplo, mondmero-ligando-NH, pode ser incorporado no
péptido. Em uma operacdo subsequente, isto &, apds a
incorporacdo do mondmero precursor no péptido, um ligando
tendo um grupo eletrofilico, por exemplo, um grupo éster

de pentafluorofenilo ou aldeido, pode ser
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subsequentemente ligado ao mondmero precursor acoplando-—
se o grupo eletrofilico do ligando ao grupo nucleofilico
terminal do mondmero precursor. Em outro exemplo nao-
limitador, um ligando tendo um grupo eletrofilico pode
ser ligado a uma terminacdo N, terminacdo C ou um grupo
amino de cadeia lateral. Em um outro exemplo, um tiol que
compreende ligando pode ser ligado a um péptido por um
ligando de dissulfeto gquando o péptido compreende uma

cisteina.

Ligandos

Como utilizado no presente documento, o termo "ligando"
significa uma porcdo orgédnica gue conecta duas partes de
um composto. Os ligandos compreendem, tipicamente, uma
ligacdo direta ou um a&tomo como oxigénio ou enxofre, uma
unidade como NH, C(0O), C(O)NH, SO, S0,, SO;NH, SS, ou uma
cadeia de &tomos, como alquilo C;-Cgs substituido ou néao
substituido, algquenilo C,—Cs substituido ou nao
substituido, alguinilo C,—Cq substituido ou nao
substituido, arilo Cys—C;, substituido ou ndo substituido,
heteroarilo Cs—C15 substituido ou nao substituido,
heterociclilo (Cs—-C;; substituido ou ndo substituido,
cicloalguilo C3-Ci, substituido ou ndo substituido, em que
um ou mals metilenos podem @ ser interrompidos ou

terminados por O, S, S(0), SO, NH, C(0).

Em algumas formas de realizacdo, o ligando ¢ um ligando
ramificado. O ponto de ramificacdo do ligando ramificado
pode ser pelo menos trivalente, porém pode ser um Atomo
tetravalente, pentavalente ou hexavalente, ou um grupo
que apresenta tais multiplas valéncias. Em algumas formas

de realizacdo, o ponto de ramificacdo é -N, -N(R)-C, -0-
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c, -sS-C, -S88-C, -C(O)N(R)-C, -OC(O)N(R)-C, -N(R)C(O)-C,
ou -N(R)C(0O)0O-C; em que R &, independentemente, para cada
ocorréncia H ou alquilo opcionalmente substituido. Em
algumas formas de realizacdo, o ponto de ramificacdo ¢é

glicerol ou derivado do mesmo.

Em algumas formas de realizacd&o, o ligando compreende um
grupo de ligagcdo clivéavel. Como utilizado no presente
documento, um "grupo de ligacdo clivavel"™ €& uma porcgéo
quimica que ¢ suficientemente estédvel fora da célula,
porém que mediante a entrada em uma célula alvo € clivada
para libertar as duas partes que o ligando estd mantendo
unidas. Numa forma de realizacdo preferencial, o grupo de
ligacdo <clivadvel € pelo menos 10 vezes ou mais, de
preferéncia, pelo menos 100 vezes mais rapido na célula
alvo ou sob uma primeira condicdo de referéncia (que pode
ser, por exemplo, selecionada para imitar ou representar
as condig¢des intracelulares) do gue no sangue ou soro de
um individuo, ou sob uma segunda condicdo de referéncia
(que pode ser, por exemplo, selecionada para imitar ou
representar as condig¢des encontradas no sangue ou SOro).

Os grupos de ligacdo clivaveis sdo suscetiveis a agentes
de clivagem, por exemplo, pH, potencial de oxirredugdo ou
a presenca de moléculas de degradacdo. Em geral, os
agentes de clivagem sdo mais predominantes ou encontrados
em niveis ou atividades maiores dentro de células do que
no soro ou sangue. Exemplos de agentes degradantes
incluem: agentes de oxirreducgcdo que sao selecionados para
substratos particulares ou gque nao tém especificidade de
substrato, incluindo, por exemplo, enzimas oxidantes ou
redutoras ou agentes redutores como mercaptanos,
presentes em células, que podem degradar um grupo de

ligacdo clivavel de oxirreducdo por reducdo; esterases;
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amidases; endossomas ou agentes que podem criar um
ambiente &cido, por exemplo, agqueles que resultam em um
pH de cinco ou menor; enzimas que podem hidrolisar ou
degradar um grupo de ligacdo clivavel atuando como um
dcido geral, peptidases (que pode ser especifico para

substrato) e proteases e fosfatases.

Um ligando pode incluir um grupo de ligacdo clivavel que
é clivavel por uma enzima particular. O tipo de grupo de
ligagcdo clivéavel incorporado em um ligando pode depender
da célula a ser alvejada. Por exemplo, para alvejamento
hepatico, os grupos de ligagdo clivéaveis podem incluir um
grupo éster. As células hepdticas s&o ricas em esterases
e, portanto, o ligando serd <clivado de modo mais
eficiente em células hepdticas do que em tipos de célula
que nado sdo ricos em esterase. Outros tipos de célula
ricos em esterases incluem células do pulmido, cdértex

renal e testiculos.

Os ligandos qgue contém ligacdes peptidicas podem ser
utilizados quando se realiza o alvejamento de tipos de
célula ricos em peptidases, como células hepaticas e

sinovidécitos.

Em algumas formas de realizacdo, o grupo de ligacéao
clivéavel é clivado pelo menos 1,25, 1,5, 1,75, 2, 3, 4,
5, 10, 25, 50 ou 100 vezes mais réapido do que na célula
(ou sob condicdes 1in vitro selecionadas para imitar
condicbes intracelulares) em comparacdo com sangue ou
soro (ou sob condigdes in vitro selecionadas para imitar
condicdes extracelulares). Em algumas formas de
realizagédo, o grupo de 1ligacdo clivavel ¢é clivado por

menos que 90%, 80%, 70%, 60%, 50%, 40%, 30%, 20%, 10%,
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%, ou 1% no sangue (ou condigbes 1in vitro selecionadas
para imitar condigdes extracelulares) em comparagado com a
célula (ou sob condigbes 1in vitro selecionadas para

imitar condig¢bes intracelulares).

Os grupos de ligacdo exemplificadores incluem, mas nao se
limitam a, grupos de ligacdo clivaveis de oxirreducéo
(por exemplo, -S-5- e -C(R),-S-S—-, em que R €& H ou
alquilo C1-C4s e pelo menos um R é alquilo C,-C4 como CHs ou
CH,CH3); grupos de ligacgdo clivéaveis baseados em fosfato
(por exemplo, -0-P (0) (OR) -0—, -0-P (S) (OR) -0—, -0-
P(S) (SR)-0-, -S-P(0) (OR)-0-, -0-P(0O) (OR)-S-, -S-P(0) (OR) -
S-, -0-P(S) (ORk)-S-, -S-P(S) (OR)-0-, -0-P(0O) (R)-0-, -0-
P(S) (R)-0-, -S-P(0) (R)-0-, =-S-P(S) (R)-0-, -S-P(0) (R)-S-,
-0-P(S) (R)-S—, -0-P (O) (OH) -0—, -0-P (S) (OH)-0—-, -0-
P(S) (SH)-0-, -S-P(0) (OH)-0-, -0-P(0O) (OH)-S-, -S-P(0O) (OH) -
S-,-0-P(S) (OH) -S-, -S-P (S) (OH) -0—, -0-P (0) (H)-0-, -0-
P(S) (H)-0-, -S-P(0) (H)-0-, -S-P(S) (H)-0-, -S-P(0) (H)-S- e
-0-P(S) (H)-S-, em qgue R €& alguilo C;-C;y 1linear ou
ramificada opcionalmente substituido); grupos de ligacédo
clivdveis por é&cido (por exemplo, hidrazonas, ésteres, e
ésteres de aminodcidos, -C=NN- e -0C(0)-); grupos de
ligacgdo clivaveis baseados em éster (por exemplo, -C(0)O0-
); grupos de ligacdo clivaveis baseados em péptidos, (por
exemplo, grupos de ligacdo que sao clivados por enzimas
como peptidases e proteases em células, por exemplo, -
NHCHR”C (0) NHCHR®C (0) -, em que R® e R® sdo os grupos R dos
dois aminodcidos adjacentes) . Um grupo de ligacéao
clividvel Dbaseado em péptido compreende dois ou mais
aminodcidos. Em algumas formas de realizacdo, a ligacéao
de clivagem baseada em péptido compreende a sequéncia de
aminodcidos que é o substrato para uma peptidase ou uma

protease encontrada em células.
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Em algumas formas de realizacgdo, um grupo de ligacéo
clivdvel com acido é clivavel em um ambiente &cido com um
pH de cerca de 6,5 ou mais baixo (por exemplo, cerca de
6,0, 5,5, 5,0, ou mais baixo), ou por agentes como

enzimas gque podem atuar como um acido geral.

Além de ligacbes covalentes, duas partes de um composto
podem ser ligadas por um par de ligacdao por afinidade. O
termo "par de ligacdo por afinidade" ou "par de ligacao"
refere-se a primeira e a segunda moléculas que se ligam
especificamente uma a outra. Um membro do par de ligacdo
é conjugado a primeira parte a ser ligada engquanto o
segundo membro é conjugado a segunda parte a ser ligada.
Como utilizado no presente documento, o termo "ligacao
especifica" refere-se a ligacdo do primeiro membro do par
de ligacdo ao segundo membro do par de ligacdao com maior

afinidade e especificidade do que a outras moléculas.

Os pares de 1ligacéo exemplificadores incluem qualqguer
composto hapténico ou antigénico em combinacdo com um
anticorpo ou porgao de ligacéo correspondente ou
fragmento do mesmo (por exemplo, digoxigenina e anti-
digoxigenina; imunoglobulina de murganho e imunoglobulina
de cabra anti-murganho) e pares de ligacéao nao
imunoldgicos (por exemplo, biotina-avidina, biotina-
estreptavidina, hormona [por exemplo, tiroxina e proteina
de ligacdo a hormona cortisol, antagonista do recetor-
recetor, antagonista do recetor-recetor (por exemplo,
recetor de acetilcolina-acetilcolina ou um andlogo do
mesmo), IgG-proteina A, lectina-carboidrato, cofator de
enzima-enzima, inibidor de enzima-enzima, e pares de
oligonucledtidos complementares capazes de formar

duplexes de 4cido nucleico), e similares. O par de
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ligacdo pode também incluir uma primeira molécula que é
carregada negativamente e uma segunda molécula dque ¢é

carregada positivamente.

Um exemplo de utilizacéo de conjugacdo de par de ligacéo
é a conjugacgao de biotina-avidina ou biotina-
estreptavidina. Nessa abordagem, uma de entre a molécula
ou o péptido ¢é biotinilado e o outro € conjugado a
avidina ou estreptavidina. Muitos kits comerciais também
estdo disponiveis para moléculas biotinilantes, como

proteinas.

Um outro exemplo de utilizacdo de conjugacao de par de
ligacdo ¢ o método sanduiche de biotina. Veja-se, por
exemplo, Davis et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 103:
8155 a 60 (2006). As duas moléculas a serem conjugadas
sdo Dbiotiniladas e, entéo, conjugadas utilizando-se

estreptavidina tetravalente como um ligando.

Ainda outro exemplo de utilizacao de conjugacao de par de
ligacdo é a conjugacdo de acido nucleico de cadeia dupla.
Nessa abordagem, a primeira parte a ser ligada ¢é
conjugada a primeira fita do &cido nucleico de cadeia
dupla e a segunda parte a ser 1ligada ¢ conjugada a
segunda fita do &cido nucleico de cadeia dupla. Os &cidos
nucleicos incluem, mas nado se limitam a, segmentos de
sequéncia definidos e sequéncias que compreendem
nucledtidos, ribonucledétidos, desoxirribonucledtidos,
andlogos de nucledtidos, nucledtidos modificados e
nucledétidos que compreendem modificacgdes de cadeia
principal, pontos de ramificagdo e residuos, grupos ou

pontes de nédo nucledtidos.
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Particulas peptidicas

0 inventor constatou que os péptidos anfifilicos
descritos no presente documento sdo submetidos a auto-
agragacado para formar agregados supramoleculares. Dessa
forma, num outro aspeto, a invencdo fornece particulas
peptidicas que compreendem um péptido anfifilico descrito
no presente documento. Em algumas formas de realizacao, a
particula peptidica compreende uma pluralidade de
péptidos anfifilicos descritos no presente documento. Por
exemplo, uma particula peptidica pode compreender pelo
menos cerca de 2, pelo menos cerca de 3, pelo menos cerca
de 4, pelo menos cerca de 5, pelo menos cerca de 6, pelo
menos cerca de 7, pelo menos cerca de 8, pelo menos cerca
de 9, pelo menos cerca de 10, pelo menos cerca de 20,
pelo menos cerca de 25, pelo menos cerca de 50, pelo
menos cerca de 75, pelo menos cerca de 100, pelo menos
cerca de 150, pelo menos cerca de 200, pelo menos cerca
de 250, pelo menos cerca de 500, pelo menos cerca de 750,
pelo menos cerca de 1000, pelo menos cerca de 2500, pelo
menos cerca de 5000, pelo menos cerca de 10.000 ou mais
péptidos anfifilicos descritos no presente documento. A
pluralidade de péptidos anfifilicos presentes em uma
particula peptidica pode compreender uma forma de
realizacédo de um péptido anfifilico descrito no presente
documento, ou pelo menos duas formas de realizacgao
diferentes de um péptido anfifilico descrito no presente

documento.

0O termo "particula" inclui esferas; nano-hastes; e
prismas. As particulas peptidicas descritas no presente
documento se diferem de micelas, lipossomas, e outras

particulas que compreendem um invdlucro diferente (por
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exemplo, uma camada lipidica), que serve como um material
formador de parede, meios encapsulados circundantes
localizados dentro do invdlucro. As particulas descritas
no presente documento sdo particulas sbélidas. As
particulas podem ser, por exemplo, monodispersas ou
polidispersas e a variacdo em diédmetro das particulas de
uma determinada disperséo pode variar. Entretanto, devido
ao facto de os péptidos anfifilicos de um tamanho
uniforme poderem ser obtidos, as particulas descritas no
presente documento sao, em geral, monodispersas.
Consequentemente, em algumas formas de realizacdo, o
didmetro de uma particula descrita no presente documento
estd dentro de +2,5%, dentro de +5%, dentro de +10%,
dentro de +15%, dentro de +20%, dentro de *25%, dentro de

+30%, ou dentro de *35% do didmetro médio.

Em algumas formas de realizacdo, uma particula peptidica
descrita no presente documento € uma nanoparticula. Como
utilizado no presente documento, o termo "nanoparticula”
refere-se a particulas que estdo na ordem de 1077 ou um

-6

bilionésimo de um metro e abaixo de 10 ou 1 milionésimo

de um metro em tamanho.

Em geral, as particulas peptidicas tém um didmetro médio
de cerca de 5 nm a cerca de 5000 nm. Em algumas formas de
realizacgédo, as particulas tém um diédmetro médio de cerca
de 50 nm a cerca de 2500 nm. Em algumas formas de
realizacgédo, as particulas tém um diédmetro médio de cerca
de 100 nm a cerca de 2000 nm. Em algumas formas de
realizacgédo, as particulas tém um diémetro médio de cerca
de 150 nm a cerca de 1700 nm. Em algumas formas de
realizacgédo, as particulas tém um diédmetro médio de cerca

de 200 nm a cerca de 1500 nm. Em algumas formas de
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realizacédo, as particulas tém um didmetro médio de cerca
de 260 nm. Numa forma de realizacdo, as particulas tém um
difmetro médio de cerca de 30 nm a cerca de 150nm. Sem o
desejo de se wvincular a teoria, o tamanho de particula
pode ser modulado alterando-se a concentracao do péptido
anfifilico na solucdo utilizada para fabricar as

particulas peptidicas.

Em algumas formas de realizacdo, uma particula peptidica
descrita no presente documento compreende uma mistura de
péptidos anfifilicos completamente mascarados e péptidos
anfifilicos parcialmente ou nao mascarados. Como
utilizado no presente documento, um “péptido nao
mascarado” refere-se a um péptido anfifilico em que
nenhum grupo amino de terminacdo N e o0s grupos amino de
cadeia lateral no segmento de peptidilo hidrofilico sé&o

conjugados a um grupo protetor de azoto ou amino.

Alterando-se a razao entre péptidos completamente
mascarados para parcialmente mascarados ou nao
mascarados, a carga liquida da particula peptidica pode
ser variada. Sem o desejo de se vincular a teoria, razdes
mais altas de péptidos completamente mascarados podem
aumentar a estabilidade de particula, enquanto razdes
mais altas de péptidos parcialmente e/ou ndo mascarados
podem aumentar o carregamento de moléculas contendo
cargas anidnicas (por exemplo, &acidos nucleicos, como ADN
ou ARN incluindo siARN) e uma capacidade maior de

penetrar uma membrana celular.

Em algumas formas de realizacdo, a particula peptidica
pode compreender um péptido anfifilico completamente

mascarado (por exemplo, um péptido anfifilico
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completamente acetilado). O termo "péptido anfifilico
completamente acetilado" como wutilizado no presente
documento refere-se a um péptido anfifilico em gque todo ©
grupo amino de terminacdo N e 0s grupos amino de cadeia
lateral no segmento de peptidilo hidrofilico sao

acetilados.

Em algumas formas de realizacdo, a particula peptidica

pode compreender uma mistura de péptidos completamente

mascarados (por exemplo, completamente acetilados) e
parcialmente mascarados (por exemplo, parcialmente
acetilados). Como wutilizado no presente documento, o

termo "péptido anfifilico parcialmente acetilado" refere-
se a um péptido anfifilico em que pelo menos um de entre
0 grupo amino de terminacdo N e os grupos amino de cadeia
lateral no segmento de peptidilo hidrofilico é acetilado,
porém nado todos. Em algumas formas de realizacgdo, um
péptido anfifilico parcialmente acetilado pode ter o
grupo amino de terminagcdo N do péptido anfifilico
acetilado, porém nenhum grupo amino de cadeia lateral no
segmento de peptidilo hidrofilico. Em algumas formas de
realizacédo, um péptido anfifilico parcialmente acetilado
pode ter pelo menos um (incluindo pelo menos dois ou
mais) grupos amino de cadeia lateral no segmento de
peptidilo hidrofilico acetilado, porém ndo O grupo amino
de terminacdo N do péptido anfifilico. Em algumas formas
de realizacéo, um  péptido anfifilico parcialmente
acetilado pode ter tanto o grupo amino de terminacdo N do
péptido anfifilico como pelo menos um (incluindo pelo
menos dois ou mais), porém ndo todos, 0s grupos amino de
cadeia lateral no segmento de peptidilo hidrofilico

acetilado.
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Em algumas formas de realizacdo, a particula peptidica

pode compreender uma mistura de péptidos anfifilicos

completamente mascarados (por exemplo, completamente
acetilados) e nao mascarados (por exemplo, nao
acetilados). Como wutilizado no presente documento, o

termo "péptido anfifilico ndo acetilado" refere-se a um
péptido anfifilico em gue nenhum amino de terminacdo N e
0s grupos amino de <cadeia lateral no segmento de
peptidilo hidrofilico é acetilado. Em algumas formas de
realizacdo, a particula peptidica pode compreender uma
mistura de péptidos anfifilicos completamente mascarados
(por exemplo, completamente acetilados), parcialmente
mascarados (por exemplo, parcialmente acetilados) e néao

mascarados (por exemplo, nao acetilados).

Em algumas formas de realizacdo, a particula peptidica
ndo compreende um péptido anfifilico completamente
mascarado, por exemplo, a particula compreende péptidos
anfifilicos parcialmente mascarados ou uma mistura de
péptidos parcialmente mascarados. Em algumas formas de
realizacdo, a particula peptidica compreende uma mistura

de péptidos parcialmente mascarados e ndo mascarados.

Sem limitacéao, a razao de péptidos completamente
mascarados para parcialmente mascarados ou ndo mascarados
na particula peptidica pode situar-se na faixa de cerca
de 100:1 a <cerca de 1:100. Em algumas formas de
realizacdo, a razdo de péptidos completamente mascarados
para parcialmente mascarados ou ndo mascarados na
particula peptidica situa-se na faixa de cerca de 95:5 a

cerca de 1:1.
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As particulas descritas no presente documento podem ser
utilizadas para aplicacdo de féarmacos. Dessa forma, uma
ampla variedade de agentes terapéuticos pode estar
incluida nas particulas descritas no presente documento.
Consequentemente, em algumas formas de realizacdo, uma
particula peptidica descrita no presente documento pode
compreender um agente ativo descrito no presente
documento. Um agente ativo pode ser covalentemente ligado
a um componente, por exemplo, péptido anfifilico, da
particula peptidica. Em algumas formas de realizacgdo, o
agente ativo na particula peptidica descrito no presente
documento ndo € covalentemente ligado a um componente da
particula. Sem limitacéao, o agente ativo pode ser
absorvido/adsorvido sobre a superficie da particula,
encapsulado na particula ou distribuido (de modo

homogéneo ou ndo homogéneo) em toda a particula.

Em geral, qualquer razao de agente ativo para péptidos
anfifilicos pode estar presente na particula peptidica
descrita no presente documento. Consequentemente, em
algumas formas de realizacdo, a razado do agente ativo
para os péptidos anfifilicos situa-se na faixa de cerca
de 100:1 a cerca de 1:100.000. Em algumas formas de
realizacdo, a razdo do agente ativo para os péptidos
anfifilicos situa-se na faixa de cerca de 1:1 a cerca de
1:100.000. Em algumas formas de realizacdo, a razao do
agente ativo para os péptidos anfifilicos situa-se na
faixa de cerca de 1:1 a cerca de 1:10.000. Em algumas
formas de realizacdo, a razao do agente ativo para os
péptidos anfifilicos situa-se na faixa de cerca de 1:1 a
cerca de 1:1.000. Em algumas formas de realizacdo, a
razdo do agente ativo para os péptidos anfifilicos situa-

se na faixa de cerca de 1:1 a cerca de 1:100. Em algumas
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formas de realizacdo, a razao do agente ativo para os
péptidos anfifilicos situa-se na faixa de cerca de 1:1 a
cerca de 1:10. Em algumas formas de realizacgdo, a razéo
do agente ativo para os péptidos anfifilicos situa-se na
faixa de cerca de 50:1 a cerca de 1:500. Em algumas
formas de realizacdao, a razao do agente ativo para os
péptidos anfifilicos situa-se na faixa de cerca de 10:1 a

cerca de 01:25.

Em algumas formas de realizacdo, a particula peptidica
pode compreender um ligando. Sem limitacd&o, um ligando
pode ser covalentemente ligado a um componente, por
exemplo, péptido anfifilico, das particulas. Em algumas
formas de realizacdo, um ligando ndo € covalentemente
ligado a um componente da particula, por exemplo, o0
ligando ¢é absorvido/adsorvido sobre a superficie da
particula, o ligando ¢é encapsulado na particula, ou o
ligando ¢ distribuido (de modo homogéneo ou néao
homogéneo) em toda a particula. Em algumas formas de

realizacédo, o ligando é um ligando de alvejamento.

Em algumas formas de realizacdao, o ligando forma uma
camada sobre a superficie da particula peptidica, por
exemplo, o ligando forma uma coroa em torno da particula.
Quando o ligando forma uma camada sobre a superficie de
particula, a espessura da camada pode situar-se na faixa
de cerca de 1 nm a cerca de 100 nm. Em algumas formas de

realizacdo, a espessura da camada é cerca de 10 nm.

Em geral, qualquer razdo de um ligando para péptidos

anfifilicos pode estar presente na particula.
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Consequentemente, em algumas formas de realizacédo, a
razdo do ligando para os péptidos anfifilicos situa-se na
faixa de cerca de 1000:1 a cerca de 1:1.000.000. Em
algumas formas de realizacao, a razao do ligando para os
péptidos anfifilicos pode situar-se na faixa de cerca de
1:10 a cerca de 1:1.000.000. Em algumas formas de
realizacao, a razao do ligando para os ©péptidos
anfifilicos situa-se na faixa de cerca de 500:1 a cerca
de 1:500. Em algumas formas de realizacdo, a razao do
ligando para os péptidos anfifilicos situa-se na faixa de
cerca de 100:1 a cerca de 1:250. Em algumas formas de
realizacéao, a razao do ligando para 0Ss péptidos
anfifilicos pode situar-se na faixa de cerca de 1:10 a

cerca de 1:1000.

Em algumas formas de realizacdo, uma particula peptidica
pode compreender tanto um agente ativo (por exemplo, um
agente terapéutico) como um ligando. Em algumas formas de
realizacdo, uma particula peptidica pode compreender um
agente ativo (por exemplo, um agente terapéutico)
distribuido dentro da particula e um ligando sobre a

superficie externa da particula.

Sem limitacdo, tipos diferentes de particulas peptidicas
podem ser fabricados, por exemplo, (1) particulas
formadas apenas de péptidos anfifilicos; (2) particulas
formadas a partir dos péptidos anfifilicos aos guais uma
molécula de interesse, por exemplo, um agente ativo ou um
ligando, absorve/adsorve ou forma um revestimento sobre
um nucleo de péptidos anfifilicos; (3) particulas
formadas de um nucleo formado por uma molécula de
interesse, por exemplo, um agente ativo ou um ligando,

que € revestido com uma camada de péptidos anfifilicos;
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(4) particulas formadas de péptidos anfifilicos as quais
uma molécula de interesse, por exemplo, um agente ativo
ou um ligando, ¢ covalentemente ligada; (5) particulas
formadas a partir de uma mistura de uma molécula de
interesse (por exemplo, um agente ativo ou um ligando) e
péptidos anfifilicos; e (6) particulas formadas para
compreender uma mistura geralmente homogénea de uma
molécula de interesse, por exemplo, um agente ativo ou um
ligando com péptidos anfifilicos, ou qualgquer combinacgéo
dos mesmos. Por exemplo, uma particula peptidica pode ser
formada a partir dos péptidos anfifilicos aos quais uma
primeira molécula de interesse, por exemplo, um agente
ativo ou um ligando, absorve/adsorve ou forma um
revestimento sobre um nlUcleo de péptidos anfifilicos, em
que o) nucleo de péptidos anfifilicos compreende
adicionalmente uma segunda molécula de interesse, por
exemplo, um agente ativo. Nessas formas de realizacdo, a
segunda molécula de interesse pode ser igual ou diferente

da primeira molécula de interesse.

Em algumas formas de realizacdo, uma particula peptidica
pode compreender adicionalmente um polimero, por exemplo,
um polimero biocompativel. Como utilizado no presente
documento, o termo "biocompativel" significa a exibicéo
de essencialmente nenhuma citotoxicidade ou
imunogenicidade enquanto estiver em contato com fluidos
corpdreos ou tecidos. Como utilizado no presente
documento, o termo "polimero" refere-se a oligdbmeros, co-
oligbémeros, polimeros e copolimeros, por exemplo, bloco
aleatdério, multibloco, estrela, copolimeros enxertados,

gradiente e combinagcdoc dos mesmos.
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O termo "polimero biocompativel" refere-se a polimeros
que sao nao tdéxicos, quimicamente inertes e
substancialmente nao imunogénicos quando utilizados
internamente em um individuo e que sdo substancialmente
insoltveis no sangue. O polimero biocompativel pode ser
tanto nao biodegradavel como, de preferéncia,
biodegraddvel. De preferéncia, o polimero biocompativel

também é ndo inflamatdério gquando empregado in situ.

Os polimeros biodegradaveis sé&do divulgados na técnica.
Exemplos de polimeros biodegraddveis adequados incluem,
mas nado se limitam a, polimeros de cadeia linear como
polilactideos, poliglicolideos, policaprolactonas,
copolimeros de &cido polildtico e 4&cido poliglicdlico,
polianidridos, poliepsilon caprolactona, poliamidas,
poliuretanos, poliesteramidas, polioxiésteres,
polidioxanonas, poliacetails, policetais, policarbonatos,
poliortocarbonatos, polidi-hidropiranos, polifosfazenos,
poli-hidroxibutiratos, poli-hidroxivaleratos, oxalatos de
polialguileno, succinatos de polialguileno, poli(acido
malico), poli (aminoéacidos), polivinilpirrolidona,
polietileno glicol, poli-hidroxicelulose, metacrilato de
polimetila, quitina, quitosano, copolimeros de 4Acido
polildtico, poli(glicerol sebacato) (PGS), e copolimeros,
terpolimeros, e copolimeros que incluem um ou mais dos
anteriores. Outros polimeros biodegraddveis incluem, por
exemplo, gelatina, colédgeno, seda, guitosano, alginato,

celulose, &4cidos poli-nucleicos, etc.

Os polimeros biocompativeis né&o biodegradadveis adequados
incluem, a titulo de exemplo, acetatos de celulose
(incluindo diacetato de celulose), polietileno,

polipropileno, polibutileno, terftalato de polietileno
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(PET), cloreto de polivinila, poliestireno, poliamidas,
ndilon, policarbonatos, polissulfetos, polissulfonas,
hidrogéis (por exemplo, acrilicos), poliacrilonitrila,

polivinilacetato, butirato de acetato de celulose,

nitrocelulose, copolimeros de uretano/carbonato,
copolimeros de estireno/ acido maleico,
poli(etilenimina), poloxdmeros (por exemplo, Pluronic

como Poloxamers 407 e 188), Hyaluron, heparina, agarose,
Pullulan, e copolimeros incluindo um ou mais dos
anteriores, como copolimeros de etileno/&dlcool vinilico

(EVOH) .

As particulas peptidicas também podem compreender porcdes
adicionais que podem prolongar o tempo de vida das
particulas in vivo. Por exemplo, as particulas peptidicas
podem compreender porgdes funcionais que aumentam o tempo
de vida in wvivo das particulas no sangue. Uma porgao
exemplificadora para aumentar o tempo de vida in vivo é
polietileno glicol. Consequentemente, as particulas
peptidicas podem compreender polietileno glicol além do

péptido anfifilico.

Formas de realizacdo adicionais de particulas peptidicas

Numa forma de realizacéo, uma particula peptidica
descrita no presente documento compreende formas de
realizacédo especificas de um péptido anfifilico descrito
no presente documento. O péptido anfifilico presente
nessa forma de realizacéo da particula peptidica
compreende um segmento de peptidilo hidrofdébico e um
segmento de peptidilo hidrofilico, em que o segmento de
peptidilo hidrofdbico compreende uma sequéncia de

aminodacidos de (Trp-Leu),— (Trp), ou (Leu-Trp).—(Leu),, em
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que cada Trp € D-Trp ou L-Trp e cada Leu é D-Leu ou L-
Leu, m e p sdo, independentemente, um numero inteiro de 1
a 5, e n e g sao, independentemente, 0 ou 1, desde que
quando Trp for D-Trp, entdo Leu seja L-Leu, e quando Trp
for L-Trp, entdo Leu seja D-Leu, ou vice-versa; e em gue
o segmento de peptidilo hidrofilico compreende uma
sequéncia de aminodcidos de (Lys),, em gue r & um numero
inteiro de 1 a 15, e em que a particula peptidica
compreende adicionalmente sobre sua superficie externa um

ligando descrito no presente documento.

Em algumas formas de realizacdo, a particula peptidica
pode compreender uma ou mails formas de realizacdo de um
péptido anfifilico descrito anteriormente na seccéo
"Péptidos anfifilicos exemplificadores". Numa forma de
realizacdo, a particula peptidica pode compreender um
péptido anfifilico com uma sequéncia de aminoacidos de
(L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys) - (L-Trp) - (D-Leu) - (L-Trp) - (D-Leu) -

(L-Trp) - (D-Leu) - (L-Trp) -X, em que X estd ausente ou NH,.
Como anteriormente descrito, em algumas formas de
realizacédo, pelo menos um dos residuos de Lys do segmento
de peptidilo hidrofilico ou o grupo amino de terminacd&o N
do péptido anfifilico € acetilado. Em algumas formas de
realizacdo, todos os residuos de Lys do segmento de
peptidilo hidrofilico sdo acetilados. Em algumas formas
de realizacdo, o grupo amino de terminagdo N do péptido
anfifilico e todos os residuos de Lys do segmento de

peptidilo hidrofilico sdo acetilados.

O ligando ©presente sobre a superficie externa da
particula peptidica pode ser selecionado com base nos
tipos de moléculas alvo (por exemplo, mas sem se limitar

a, células, bactérias, proteinas, e/ou &cidos nucleicos)
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as quails as particulas peptidicas 1irdo se 1ligar e/ou
interagir. Por exemplo, para facilitar a aplicacdo de uma
particula peptidica descrita no presente documento a uma
célula, um ligando especifico para o recetor de
superficie celular pode ser selecionado, dessa forma,
facilitando a absorcdo da particula peptidica pela
célula, por exemplo, através de endocitose. Entao,
algumas formas de realizacdo das particulas peptidicas
descritas no presente documento podem ser utilizadas para
aplicacao direcionada de qualquer agente ativo descrito
no presente documento utilizando as particulas peptidicas
como transportadores ou veiculos de aplicacdo. Numa forma
de realizacéo, as particulas ©peptidicas podem ser
utilizadas para aplicacdo a uma célula de um agente ativo

que é impermedvel a célula quando aplicadas por si.

Como anteriormente descrito, em algumas formas de
realizacdo, a particula peptidica pode compreender uma
mistura de péptidos anfifilicos completamente mascarados

(por exemplo, completamente acetilados) e parcialmente

mascarados (por exemplo, parcialmente acetilados)
descritos no presente documento. Nessas formas de
realizacéo, a razao dos péptidos anfifilicos

completamente acetilados para os parcialmente mascarados
pode situar-se na faixa de cerca de 95:5 a cerca de 1:1.
Em certas formas de realizacao, a particula pode
compreender adicionalmente péptidos anfifilicos nao

mascarados (por exemplo, nao acetilados).

Consequentemente, uma particula peptidica mista que
compreende um péptido anfifilico completamente acetilado
e um péptido anfifilico parcialmente acetilado ou nao

acetilado também ¢é fornecida no presente documento. Em
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formas de realizacdo especificas, a particula peptidica
mista compreende um primeiro péptido anfifilico e um
segundo péptido anfifilico, em que o primeiro e o segundo
péptido anfifilico, cada um, compreende independentemente
um segmento de peptidilo hidrofdébico e um segmento de
peptidilo hidrofilico, em qgue o segmento de peptidilo
hidrofdébico compreende uma sequéncia de aminocdcidos de
(Trp—Leu),— (Trp), ou (Leu-Trp).—(Leu)y, em que cada Trp é
D-Trp ou L-Trp e cada Leu é D-Leu ou L-Leu, m e p séo,
independentemente, um numero inteiro de 1 a 5, e n e g
sdao, independentemente, 0 ou 1, desde que quando Trp for
D-Trp, entdo, Leu seja L-Leu, e quando Trp for L-Trp,
entdo, Leu seja D-Leu, ou vice-versa; enquanto o segmento
de peptidilo hidrofilico compreende uma sequéncia de
aminocdcidos de (Lys)., em que r & um numero inteiro de 1
a 15. Adicionalmente, o grupo amino de terminacdo N e
todos o0s residuos de Lys do primeiro péptido anfifilico
sdo acetilados; enquanto pelo menos O grupo amino de
terminacdo N ou um dos residuos de Lys do segundo péptido
anfifilico ndo ¢é acetilado. Em algumas formas de
realizacdo, nenhum de entre o grupo amino de terminacdo N
e o0s residuos de Lys do segundo péptido anfifilico ¢é

acetilado.

Em algumas formas de realizacdo, a particula peptidica
mista pode compreender uma pluralidade (por exemplo, pelo
menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4, pelo menos 5, ou
mais) dos primeiros péptidos anfifilicos e uma
pluralidade (por exemplo, pelo menos 2, pelo menos 3,
pelo menos 4, pelo menos 5, ou mais) dos segundos

péptidos anfifilicos.

Em formas de realizacdo particulares, of(s) primeiro(s)
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péptido(s) anfifilico(s) e o(s) segundo(s) péptido(s)
anfifilico(s) podem ser selecionados de entre gqualqguer
uma ou mais formas de realizacdo de um péptido anfifilico
descrito anteriormente na seccdo "Péptidos anfifilicos
exemplificadores". Em algumas formas de realizacgao, o0
primeiro e o segundo péptido anfifilico podem, cada um,
compreender independentemente uma sequéncia de
aminodcidos de (L-Lys) - (L-Lys) - (L-Lys) - (L-Trp) - (D-Leu) -
(L-Trp) - (D-Leu) - (L-Trp) - (D-Leu) - (L-Trp) -X, em que X estéa

ausente ou NH;.

A razdo entre o primeiro péptido anfifilico e o segundo
péptido anfifilico pode ser variada com base em varios
fatores, por exemplo, mas sem se limitar a, solubilidade
e/estabilidade desejada da particula peptidica, e/ou
propriedades do agente ativo a ser carregado na mesma. Em
algumas formas de realizacdo, a razao entre o primeiro
péptido anfifilico e o segundo péptido anfifilico pode
situar-se numa faixa de <cerca de 1:1 a cerca de
1000:1000. Em algumas formas de realizacdo, a razao entre
0 primeiro ©péptido anfifilico e o segundo ©péptido
anfifilico pode situar-se numa faixa de cerca de 1:1 a
cerca de 1000:1. Em algumas formas de realizacdo, a razao
entre o primeiro péptido anfifilico e o segundo péptido
anfifilico pode situar-se numa faixa de cerca de 2:1 a
cerca de 500:1. Em algumas formas de realizacao, a razao
entre o primeiro péptido anfifilico e o segundo péptido
anfifilico pode situar-se numa faixa de cerca de 3:1 a
cerca de 200:1. Em outras formas de realizacdo, a razao
entre o primeiro péptido anfifilico e o segundo péptido
anfifilico pode situar-se numa faixa de cerca de 5:1 a

cerca de 100:1.
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Em algumas formas de realizacdo, a particula peptidica
mista pode compreender adicionalmente um agente ativo
descrito no presente documento. O agente ativo pode estar
presente na particula peptidica mista em quaisqguer
quantidades, por exemplo, dependendo da capacidade de
carregamento da particula peptidica e/ou capacidade de
ligacdo do primeiro ou segundo péptido anfifilico. Em
algumas formas de realizacdo, a razao entre o agente
ativo e o0s segundos péptidos anfifilicos pode situar-se
numa faixa de cerca de 1:1000 a 1:1: Em algumas formas de
realizacdo, a razédo entre o agente ativo e o0s segundos
péptidos anfifilicos pode ser ou cerca de 1:100 a cerca
de 1:10. Em algumas formas de realizacdo, a razao entre o
agente ativo e o segundo péptido anfifilico pode situar-—
se numa faixa de cerca de 01:50 a cerca de 1:5. Em
algumas formas de realizacdo, a razao entre o agente
ativo e o segundo péptido anfifilico pode situar—-se numa

faixa de cerca de 1:10 a cerca de 1:2.

Em algumas formas de realizacdo, a particula peptidica
mista pode compreender adicionalmente sobre sua
superficie externa um 1ligando descrito no presente
documento. Conforme anteriormente descrito neste
documento, a selecdo de um ligando pode ser determinada
com base numa molécula alvo (por exemplo, mas sem se
limitar a, células, bactérias, proteinas, acidos
nucleicos) a qual a particula peptidica mista se 1liga.
Exemplos nao limitadores de um ligando podem incluir um
ligando de recetor de superficie celular ou uma proteina
como um anticorpo. Em algumas formas de realizagao, o
ligando pode ser covalentemente ligado a pelo menos um de
entre o primeiro e o segundo péptido anfifilico, por

exemplo, o segmento de peptidilo hidrofilico de pelo
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menos um de entre o primeiro e o segundo péptido

anfifilico.

A particula peptidica mista descrita no presente
documento pode ser utilizada para encapsular gqualquer
agente ativo descrito no presente documento. Sem o desejo
de se wvincular a teoria, a presenca do segundo péptido
anfifilico na particula peptidica mista pode fornecer uma
carga catidénica para ligacdo a moléculas de Acido
nucleico. Dessa forma, em algumas formas de realizacdao, o
agente ativo pode incluir uma molécula de &cido nucleico.
Um aspeto adicional fornecido no presente documento se
refere aa utilizacgdo de uma ou mais formas de realizacéo
da particula peptidica mista compreendendo um primeiro
péptido anfifilico e um segundo ©péptido anfifilico
descrito no presente documento para a aplicacao de uma
molécula de acido nucleico a uma célula.
Consequentemente, em algumas formas de realizacdo, a
particula peptidica mista para utilizacdo na aplicacdo de
uma molécula de &cido nucleico a uma célula compreende um
primeiro péptido anfifilico, um segundo péptido
anfifilico, e uma molécula de &cido nucleico. Em algumas
formas de realizacdo, a particula peptidica mista pode
compreender uma pluralidade (por exemplo, pelo menos 2 ou
mais) de moléculas de &cido nucleico ou oligonucledtidos
(por exemplo, ADN ou ARN incluindo, mas sem se limitar a,
s1ARN, shARN, miARN, ou qualquer combinacdo dos mesmos) .
Em algumas formas de realizacdo, as moléculas de &cido
nucleico ou oligonucledétidos podem ser desenhadas para
utilizacdo em intervencdo terapéutica, por exemplo,

terapia génica ou terapia com siARN.
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Montagem de particula peptidica

As particulas peptidicas descritas no presente documento
podem ser montadas por um procedimento de uma unica
etapa. Por exemplo, as particulas peptidicas podem ser
convenientemente montadas a partir de péptido anfifilico
dissolvido por meio de adicdo de &gua: uma emulséo
espontaneamente formada como uma mistura terndria
(péptido, solvente organico, H;0) é colocada na regido de
duas fases (péptido, H,0) . Embora 0 pProcesso de
emulsificagdo se assemelhe ao efeito ouzo, as goticulas
de péptido anfifilico endurecem formando particulas
sélidas a medida que o solvente orgdnico €& removido. As
moléculas neutras bem Como carregadas migram
eficientemente para a fase dispersa e ficam aprisionadas

durante a formacdo de particula.

Em geral, as particulas peptidicas que compreendem um
agente ativo e um ligando podem ser montadas em cerca de
15 minutos utilizando o procedimento descrito no presente
documento. Adicionalmente, o sistema permite o ajuste
direto de tamanho de particula e aprisiona os agentes

ativos em densidade muito alta.

Sem o desejo de se vincular a teoria, a simplicidade do
sistema e protocolo de formacdo se originam na interacgao
planejada de todos os componentes envolvidos de uma
particula peptidica: péptidos anfifilicos néao s
consistem em material de matriz, como substitui as
rotinas de encapsulacdo devido a sua alta afinidade a
outros componentes como um ligando e/ou um agente ativo.
O processo de encapsulacao de agente ativo se assemelha,

mais provavelmente, a uma extracdo liquida de duas fases
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em que O agente ativo escapa da fase aquosa e se acumula
em goticulas peptidicas. Adicionalmente, a solubilidade
do péptido em solventes orgénicos suaves permite a
dissolucgéao simulténea e automontagem de todos 0s
componentes envolvidos. A presenca de um ligando durante
a emulsificacdo dos péptidos pode resultar na formacdo de
uma coroa de ligando. Adicionalmente, a presenca do
ligando pode permitir o ajuste direto de tamanho de
particula devido a sua atividade de superficie e, dessa

forma, estabilizacdo precoce da emulsdo peptidica.

Composicdbes farmacéuticas

Para administracdo a um individuo, particulas peptidicas
e complexos agente ativo - péptido anfifilico descritos
no presente documento podem ser fornecidas em composigdes
farmaceuticamente aceitéveis. Essas composicdes
farmaceuticamente aceitdveis compreendem uma particula ou
um agente ativo - complexo péptido anfifilico formulado
juntamente com um ou mais veiculos farmaceuticamente
aceitaveis (aditivos) e/ou diluentes. Conforme descrito
em detalhes abaixo, as composigdes farmacéuticas
descritas no presente documento podem ser especialmente
formuladas para administracdo em forma sélida ou liquida,
inclusive aqueles adaptados para o seguinte: (1)
administracdo oral, por exemplo, sachés (solucdes ou
suspensdes aguosas ou nado agquosas), gavagens, pastilhas,
drageias, céapsulas, pilulas, comprimidos (por exemplo,
aqueles direcionados para absorcao bucal, sublingual e
sistémica), bdélus, pds, grénulos, pastas para aplicacédo
na lingua; (2) administracdo parentérica, por exemplo,
por injegdo subcuténea, intramuscular, intravenosa ou

epidural como, por exemplo, uma So0lugcado oOu SUSpPensao
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estéril, ou formulacédo de libertacdo sustentada; (3)
aplicacédo tépica, por exemplo, como um creme, pomada, ou
um emplastro de libertacdo controlada ou aplicado por
aspersado a pele; (4) de modo intravaginal ou intrarretal,
por exemplo, como um pessario, creme ou espuma; (5) de
modo sublingual; (6) ocular; (7) transdérmico; (8)
transmucosa; ou (9) nasal. Adicionalmente, os compostos
podem ser implantados em um paciente ou injetados
utilizando um sistema de libertacdo de farmacos. Veja-se,
por exemplo, Urquhart, et al., Ann. Rev. Pharmacol.
Toxicol. 24: 199 a 236 (1984); Lewis, ed. "Controlled
Release of Pesticides and Pharmaceuticals"™ (Plenum Press,
New York, 1981); Patente n° US No. 3.773.919. e Patente n°
US 35 3.270;960.

Como utilizado no presente documento, o) termo
"farmaceuticamente aceitavel™ refere-se aqueles
compostos, materiais, complicacodes, e/ou formas de

dosagem que sé&do, dentro do escopo do bom Jjulgamento
médico, adequados para utilizacdo em contato com o0s
tecidos de seres humanos e animais sem toxicidade
excessiva, irritacao, resposta alérgica, ou outro
problema ou complicacao, compativeis com uma razéo

beneficio/risco razoavel.

Como utilizado no presente documento, o) termo
"transportador farmaceuticamente aceitavel" significa um
material, composicédo ou veiculo farmaceuticamente
aceitdvel, como uma carga liquida ou sdélida, diluente,
excipiente, auxiliar de fabrico (por exemplo,
lubrificante, talco, estearato de magnésio, calcio ou
zinco, ou &acido estérico), ou material de encapsulacao de

solvente, envolvido na conducdo ou transporte do composto
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em questdo a partir de um o6rgdo, ou parte do corpo, para
outro o6rgdo ou parte do corpo. Cada transportador deve
ser "aceitédvel" no sentido de ser compativel com o0s
outros ingredientes da formulagcdo e nao prejudicial ao
paciente. Alguns exemplos de materials que podem servir
como transportadores farmaceuticamente aceitaveis
incluem: (1) acucares, como lactose, glicose e sacarose;
(2) amidos, como amido de milho e amido de batata; (3)
celulose, e seus derivados, como carboximetil celulose
sddica, metilcelulose, etil-celulose, celulose
microcristalina e acetato de celulose; (4) tragacanto em
pd; (5) malte; (6) gelatina; (7) agentes lubrificantes,
como estearato de magnésio, lauril sulfato de sédio e
talco; (8) excipientes, como manteiga de cacau e ceras
para supositdédrio; (9) bleos, como dleo de amendoim, dleo
de semente de algoddo, 6leo de acafrdo, 6leo de gergelim,
6leo de oliva, 6leo de milho e 6leo de soja; (10)
glicédis, como propileno glicol; (11) ©polidis, como
glicerina, sorbitol, manitol e polietileno glicol (PEG);
(12) ésteres, como oleato de etilo e laurato de etilo;
(13) agar; (14) agentes tamponantes, como hidréxido de
magnésio e hidrdéxido de aluminio; (15) &cido alginico;
(16) 4Agua isenta de pirogénio; (17) solucdo salina

isoténica; (18) solucdo de Ringer; (19) &lcool etilico;

(20) solucbdes tamponadas com pH; (21) poliésteres,
policarbonatos e/ou polianidridos; (22) agentes
avolumadores, como polipéptidos e aminoé&cidos (23)

componente sérico, como albumina sérica, HDL e LDL; (22)
alcoois C,-Ci,, como etanol; e (23) outras substéancias
compativeis nao tdéxicas empregadas em formulacdes
farmacéuticas. Agentes umectantes, agentes corantes,
agentes desmoldantes, agentes de revestimento, agentes

adocantes, agentes flavorizantes, agentes aromatizantes,
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conservante e antioxidantes também podem estar presentes

na formulacéo. Os termos como "excipiente",
"transportador", "transportador farmaceuticamente
aceitavel" ou similares sao utilizados de forma

intercambidvel no presente documento.

Como utilizado no presente documento, o) termo
"administrar" refere-se a colocacdo de uma composicdo em
um individuo por um método ou via que resulta em
localizacédo pelo menos parcial da composicdo em um sitio
desejado de modo que o efeito desejado seja produzido. As
vias de administracdo incluem tanto administracdo local
como sistémica. Em geral, a administracdo local resulta
em mails agente terapéutico sendo aplicado a um local
especifico em comparacéo com O COrpo inteiro do
individuo, engquanto, a administracdo sistémica resulta em
aplicacdo do agente terapéutico essencialmente ao corpo

inteiro do individuo.

A  administracdo a um individuo ©pode ser através de
qualguer via adequada conhecido na técnica incluindo, mas
sem se limitar a, vias orais ou parentéricas, incluindo
administracao intravenosa, intramuscular, subcuténea,
transdérmica, aérea (aerossol), pulmonar, nasal, retal e

tdépica (incluindo bucal e sublingual).

Modos de administracdo exemplificadores incluem, mas néao

se limitam a, injecao, infusdo, instilacao, inalacdo ou

ingestao. "Injecdo" inclui, mas ndo se limita a, injecéo
e infusdo intravenosa, intramuscular, intra-arterial,
intratecal, intraventricular, intracapsular,
intraorbital, intracardiaca, intradérmica,

intraperitoneal, transtraqueal, subcuténea, subcuticular,
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intra-articular, subcapsular, subaracnoide,
intraespinhal, intracerebroespinhal e intraesternal. Em
algumas formas de realizacado dos aspetos descritas no
presente documento, a administracdo € realizada por

infusdo ou injeg¢do intravenosa.

Como wutilizado no presente documento, um "individuo"
significa um humano ou animal. Em geral, o animal € um
vertebrado como um primata, roedor, animal doméstico ou
animal de caca. Primatas incluem chimpanzés, macacos
cynomolgus, macacos—aranha e macacos, por exemplo,
Rhesus. Roedores incluem murganhos, ratos, marmotas,
furdes, coelhos e hamsters. Animais domésticos e de caca
incluem wvacas, cavalos, porcos, cervo, bisonte, bufalo,
espécies felinas, por exemplo, gato doméstico, espécies
caninas, por exemplo, cao, raposa, lobo, espécies
avidrias, por exemplo, galinha, ema, avestruz, e peixe,
por exemplo, truta, peixe-gato e salmao. O paciente ou
individuo inclui gqualquer subconjunto dos anteriormente
mencionados, por exemplo, todos descritos acima, porém
excluindo um ou mais grupos ou espécies como Sseres
humanos, primatas ou roedores. Em certas formas de
realizacdo dos aspetos descritos no presente documento, ©

individuo ¢ um mamifero, por exemplo, um primata, por

exemplo, um ser humano. Os termos, "paciente" e
"individuo" sdo utilizados de forma intercambidvel no
presente documento. Os termos, "paciente" e "individuo"

sdo utilizados de forma intercambidvel no ©presente
documento. Um individuo pode ser do sexo masculino ou

feminino.

De preferéncia, o individuo ¢ um mamifero. O mamifero

pode ser um ser humano, primata ndo humano, murganho,
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rato, cao, gato, cavalo, ou vaca, porém nado € limitado a
esses exemplos. Mamiferos exceto seres humanos podem ser
vantajosamente utilizados como individuos que representam
modelo animais de distdarbios associados a doenca
autoimune ou inflamacdo. Além disso, 0os métodos e
composigdes descrito no presente documento podem ser
utilizados para tratar animais domésticos e/ou animais de

estimacao.

Kits

Um aspeto adicional fornecido no presente documento se
refere a um kit que compreende uma particula peptidica,
uma formulacdo que compreende uma particula peptidica, ou
componentes para produzir uma particula peptidica ou uma
formulacao que compreende uma particula peptidica

descrita no presente documento.

Em algumas formas de realizacao, as composicdes ou kits
para produzir uma ou mais formas de realizacdao de uma
particula peptidica ou uma particula peptidica mista sao
fornecidos no presente documento. Em algumas formas de
realizacdo, a composicdo ou kit pode compreender um
péptido anfifilico descrito no presente documento. O
péptido anfifilico produzido na composicdo ou kit pode
ser fornecido em um recipiente. Dependendo da escolha de
um usudrio de uma particula peptidica ou particula mista
descrita no presente documento a ser produzida, em
algumas formas de realizacdo, a composicao ou kit pode
compreender um primeiro péptido anfifilico e um segundo
péptido anfifilico descritos no presente documento. O

péptido anfifilico pode ser fornecido em pd ou pd

liofilizado. Em algumas formas de realizacgéo, a
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composicdo ou kit pode compreender adicionalmente pelo
menos um reagente, por exemplo, para reconstituicao do
péptido anfifilico em pd, para emulsificacdo de uma
mistura de montagem de particula, ou ambos. Em algumas
formas de realizacao, a composicéao ou kit pode
compreender adicionalmente um ligando descrito no
presente documento, por exemplo, fornecido em um
recipiente separado. Em algumas formas de realizacao, a
composicdo ou kit pode compreender adicionalmente um
agente ativo a ser encapsulado na particula peptidica. O
agente ativo pode ser fornecido em um recipiente

separado.

Além dos componentes mencionados acima, o kit pode
incluir material informativo. O material informativo pode
ser descritivo, instrucional, comercial ou outro material
que se refira aos métodos descritos no presente documento
e/ou a utilizacdo dos agregados para os métodos descritos
no presente documento. Por exemplo, o) material
informativo descreve métodos para administrar a particula
a um individuo. O kit também pode incluir um dispositivo

de aplicacao.

Numa forma de realizacdo, o material informativo pode
incluir instrugdes para administrar a formulacdo de
maneira adequada, por exemplo, em uma dose, forma de
dosagem, ou modo de administracdo adequado (por exemplo,
uma dose, forma de dosagem, ou modo de administracao
descrito no presente documento). Numa outra forma de
realizacéao, 0 material informativo pode incluir
instrug¢des para identificar um individuo adequado, por
exemplo, um ser humano, por exemplo, um ser humano

adulto. O material informativo dos kits ndo é limitado em
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sua forma. Em muitos casos, o material informativo, por
exemplo, instrucdes, ¢ fornecido em material impresso,
por exemplo, um texto impresso, desenho e/ou fotografia,
por exemplo, um rdétulo ou folha impressa. Entretanto, o
material informativo também pode ser fornecido em outros
formatos, como braile, material legivel por computador,
gravacdo de video ou gravacdo de 4dudio. Numa outra forma
de realizacdo, o material informativo do kit ¢é uma
informacdo de ligagcdo ou contato, por exemplo, um
endereco fisico, endereco de email, hiperlink, site da
web ou numero de telefone, em gque um usudrio do kit pode
obter informagdes substantivas sobre a formulacdo e/ou
sua utilizacéo nos métodos descritos no presente
documento. Naturalmente, o material informativo também

pode ser fornecido em qualquer combinacdo de formatos.

Em algumas formas de realizacao, 0s componentes
individuais da formulacdo podem ser fornecidos em um
recipiente. Alternativamente, pode ser desejado fornecer
os componentes da formulacdo separadamente em dois ou
mais recipientes, por exemplo, um recipiente para uma
preparacdo de péptido anfifilico e pelo menos outro para
um composto transportador. Os componentes diferentes
podem ser combinados, por exemplo, de acordo com
instrucdes fornecidas com o kit. Os componentes podem ser
combinados de acordo com um método descrito no presente
documento, por exemplo, para preparar e administrar uma

composicédo farmacéutica.

Além da formulacdo, a composicdo do kit pode incluir
outros 1ingredientes, como um solvente ou tampdo, um
estabilizante ou um conservante e/ou um segundo agente

para tratar uma condicdo ou disturbio descrito no
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presente documento. Alternativamente, 0s outros
ingredientes podem ser incluidos no kit, porém em
composicdes ou recipientes diferentes da formulacdo. Em
tais formas de realizacdo, o kit pode incluir instrucdes
para misturar a formulacdo e os outros ingredientes, ou
para utilizar o oligonucledétido juntamente com os outros

ingredientes.

A formulacgcdo pode ser fornecida em qualquer forma, por
exemplo, forma liquida, seca ou liofilizada. E
preferencial que a formulacdo seja substancialmente pura
e/ou estéril. Quando a formulacdo ¢é fornecida em uma
solucdo liquida, a solucédo ligquida é, de preferéncia, uma
solucdo aguosa, com uma solucdo aquosa estéril sendo
preferida. Quando a formulacdo ¢ fornecida como uma forma
seca, a reconstituicdo geralmente é feita pela adicdo de
um solvente adequado. O solvente, por exemplo, &gua
estéril ou tampdo, pode, opcionalmente, ser fornecido no

kit.

Em algumas formas de realizacao, 0 kit contém
recipientes, divisores ou compartimentos separados para a
formulacéo e material informativo. Por exemplo, a
formulacdo pode ser contida numa garrafa, frasco ou
seringa, e o material informativo pode ser contido numa
bainha de ©plastico ou pacote. Em outras formas de
realizagdo, os elementos separados do kit s&do contidos
dentro de um uUnico recipiente ndo dividido. Por exemplo,
a formulacdo ¢é contida numa garrafa, frasco ou seringa
que tem anexado a mesma o material informativo sob a

forma de um rétulo.
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Em algumas formas de realizacgao, o kit inclui uma
pluralidade, por exemplo, um pacote, de recipientes
individuais, cada um contendo uma ou mais formas de
dosagem unitdria da formulacdo. Por exemplo, o kit inclui
uma pluralidade de seringas, ampolas, pacotes de folha
metdlica, ou embalagens blister, cada um contendo uma
Unica dose unitdria da formulacdo. Os recipientes dos

kits podem ser herméticos e/ou impermedveis.

As formas de realizacdo dos vdrios aspetos descritos no
presente documento podem ser 1ilustradas pelos seguintes

paragrafos numerados.

1. Uma particula peptidica que compreende um péptido
anfifilico, sendo que o péptido anfifilico compreende um
segmento de peptidilo hidrofdébico e um segmento de
peptidilo hidrofilico, em gque o segmento de peptidilo
hidrofdébico compreende uma sequéncia de aminodcidos de
(Trp-Leu), —(Trp), ou (Leu-Trp), —-(Leu),, em que cada Trp
¢ D-Trp ou L-Trp e cada Leu é D-Leu ou L-Leu, m e p séo,
independentemente, um numero inteiro de 1 a 5, e n e g
sdo, independentemente, 0 ou 1, desde gque quando Trp for
D-Trp, entdo Leu seja L-Leu, e dquando Trp for L-Trp,

entdo Leu seja D-Leu, ou vice-versa; e

em que o segmento de peptidilo hidrofilico compreende uma
sequéncia de aminodcidos de (Lys)., em gue r é& um numero

inteiro de 1 a 15, e

em que a particula peptidica compreende adicionalmente

sobre sua superficie externa um ligando.
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2. A particula peptidica do parédgrafo 1, em gque r é um

numero inteiro de 2 a 5.

3. A particula peptidica do pardgrafo 1 ou 2, em que r &

um numero inteiro igual a 3.

4. A particula peptidica de qualquer um dos paradgrafos 1
a 3, em que pelo menos um residuo de Lys do segmento de
peptidilo hidrofilico ou o grupo amino de terminacd&o N do

péptido anfifilico é acetilado.

5. A particula peptidica de gualquer um dos pardgrafos 1
a 4, em que todos os residuos de Lys do segmento de

peptidilo hidrofilico sdo acetilados.
6. A particula peptidica de qualquer um dos pardgrafos 1
a 5, em gque o grupo amino de terminagcdo N do péptido

anfifilico é acetilado.

7. A particula peptidica de qualquer um dos pardgrafos 1

83}

6, em que o segmento de peptidilo hidrofdébico é ligado

a terminacdo C do segmento de peptidilo hidrofilico.

8. A particula peptidica de qualquer um dos pardgrafos 1

a 7, em que Leu é D-Leu.

9. A particula peptidica de qualguer um dos paréagrafos 1

a 8, em que Trp é L-Trp.

10. A particula peptidica de qualquer um dos pardgrafos 1

a 9, em que Lys & L-Lys.
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11. A particula peptidica de qualquer um dos paragrafos 1

a 10, em que m ou p € entre 1 e 3.

12. A particula peptidica de qualquer um dos pardgrafos 1

a 11, em que m ou p é 3.

13. A particula peptidica de qualquer um dos paragrafos 1

a 12, em que n ou gq € 1.

14. A particula peptidica de qualquer um dos pardgrafos 1
a 13, em que o péptido anfifilico compreende a sequéncia
de aminoacidos de (L-Lys) - (L-Lys)—-(L-Lys) - (L-Trp) — (D—-
Leu) - (L-Trp) - (D-Leu) - (L-Tip) - (D-Leu) - (L-Trp) -X, em qgque X

estd ausente ou NH;.

15. A particula peptidica de pardgrafo 14, em qgue pelo

menos um dos residuos de L-Lys é acetilado.

16. A particula peptidica de pardgrafo 14 ou 15, em que o
grupo amino de terminagdo N do péptido anfifilico ¢é

acetilado.

17. A particula peptidica de qualquer um dos paragrafos 1
a 16, em que o péptido anfifilico tem um comprimento de
cerca de 5 a cerca de 25 residuos de aminoacidos.

18. A particula peptidica de qualquer um dos pardgrafos 1
a 17, em que pelo menos uma ligacdo amida de cadeia
principal do péptido anfifilico ¢ uma ligacdo de

substituicdo de amida.

19. A particula peptidica de qualquer um dos paragrafos 1
a 18, em que o péptido anfifilico compreende um R-

aminodcido, um y-aminoéacido, ou uma combinacdo dos
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mesmos.

20. A particula peptidica de qualgquer um dos paréadgrafos 1
a 19, em que pelo menos um de entre o segmento de
peptidilo hidrofébico ou o) segmento de peptidilo

hidrofilico compreende pelo menos uma mutacdo pontual.

21. A particula peptidica de qualquer um dos paréadgrafos 1
a 20, em que o ligando inclui um ligando de recetor de

superficie celular ou um anticorpo.

22. A particula peptidica de pardgrafo 21, em que O
ligando de recetor de superficie celular inclui
transferrina, EGF, folato, ou qualquer combinacdo dos

mesmos.

23. A particula peptidica de qualgquer um dos paréagrafos 1
a 22, em que a espessura do ligando presente sobre a
superficie externa da particula peptidica situa-se na

faixa de cerca de 1 nm a cerca de 100 nm.

24, A particula peptidica de qgualguer um dos paradgrafos
23, em que a espessura do ligando presente sobre a
superficie externa da particula peptidica €& cerca de 10

nm.

25. A particula peptidica de qualgquer um dos paréadgrafos 1

a 24, em que o ligando € covalentemente ligado ao péptido

anfifilico.

26. A particula peptidica de qualgquer um dos paréadgrafos 1
a 25, em que o ligando ¢é covalentemente ligado ao

segmento de peptidilo hidrofilico do péptido anfifilico.
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27. A particula peptidica de qualgquer um dos paragrafos 1
a 26, em gque uma razdo entre o ligando e o péptido
anfifilico situa-se na faixa de cerca de 1:10 a cerca de

1:1.000.000.

28. A particula peptidica de qualquer um dos paréadgrafos 1
a 27, em que a particula tem um tamanho de cerca de 5 nm

a cerca de 5.000 nm.

29. A particula peptidica de parédgrafo 28, em que a
particula tem um tamanho de cerca de 30 nm a cerca de 150

nm.

30. A particula peptidica de qualquer um dos parédgrafos 1
a 29, em que a particula peptidica compreende uma mistura
de um péptido anfifilico completamente acetilado de
qualquer um dos ©paradgrafos 1 a 29, e um péptido
anfifilico parcialmente acetilado de qualquer um dos

paragrafos 1 a 29.

31. A particula peptidica de pardgrafo 30, em que a razao
entre o péptido anfifilico completamente acetilado e o
parcialmente acetilado situa-se na faixa de cerca de 95:5

a cerca de 1:1.

32. A particula peptidica de qualgquer um dos pardgrafos
30 a 31, em qgue a particula peptidica compreende

adicionalmente um péptido anfifilico nédo acetilado.

33. A particula peptidica de qualquer um dos pardgrafos 1

a 32, que compreende adicionalmente um agente ativo.
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34. A particula peptidica de pardgrafo 33, em gque o

agente ativo € disperso dentro da particula.

35. A particula peptidica de qualquer um dos pardgrafos

33 a 34, em que o agente ativo ndo tem carga liquida.

36. A particula peptidica de qualgquer um dos paragrafos

33 a 34, em gue o0 agente ativo tem uma carga liquida.

37. A particula peptidica de qualgquer um dos pardgrafos
33 a 36, em gue o agente ativo é selecionado do grupo
consistindo em proteinas, péptidos, antigenos, anticorpos
ou porcgdes dos mesmos, moléculas semelhantes a anticorpo,
enzimas, 4acidos nucleicos, aptameros, moléculas pequenas,
antibidéticos, agentes farmaceuticamente ativos, agentes
terapéuticos, agentes de contraste, e quaisquer

combinag¢des dos mesmos.

38. A particula peptidica de qualgquer um dos paragrafos
33 a 37, em que o agente ativo é um agente

farmaceuticamente ativo ou um agente terapéutico.

39. A particula peptidica de qualgquer um dos paragrafos
33 a 38, em que o agente ativo € uma molécula de &cido

nucleico.

40. A particula peptidica de pardgrafo 39, em gue a
molécula de &cido nucleico inclui siARN, miARN, shARN, ou

quaisquer combinacbes dos mesmos.

41. A particula peptidica de pardgrafo 39, em gue a

molécula de &cido nucleico é ADN.
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42. A particula peptidica de qualgquer um dos paragrafos
33 a 41, em gque uma razao entre o agente ativo para o
péptido anfifilico situa-se na faixa de cerca de 1:1 a

cerca de 1:10.000.

43. A particula peptidica de pardgrafo 42, em que a razao
do agente ativo para o péptido anfifilico situa-se na
faixa de cerca de 1:1 a cerca de 1:100, ou de cerca de

1:1 a cerca de 1:10.

44, Utilizacdo da particula peptidica de qgualquer um dos
pardgrafos 33 a 43 para aplicacdo direcionada de um

agente ativo.

45. A utilizacdo de parédgrafo 44, em que o agente ativo é
impermedvel a célula quando o mesmo ¢é aplicado a uma

célula por si.

46. Utilizacdo de uma composicdo gue compreende um
péptido anfifilico carregado positivamente como um agente
de penetracdo ou agente de transfecdo celular, em qgue O
péptido anfifilico de carga positiva compreende um
segmento de peptidilo hidrofdébico e um segmento de

peptidilo hidrofilico,

em que o segmento de peptidilo hidrofdbico compreende uma
sequéncia de aminodcidos de (Trp-Leu), - (Trp), ou (Leu-
Trp), —(Leu)y, em que cada Trp € D-Trp ou L-Trp e cada Leu
é D-Leu ou L-Leu, m e p sao, independentemente, um numero
inteiro de 1 a 5, e n e g sao, independentemente, 0 ou 1,
desde que quando Trp for D-Trp, entdo Leu seja L-Leu, e
quando Trp for L-Trp, entdo Leu seja D-Leu, ou vice-

versa;
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em que o segmento de peptidilo hidrofilico compreende uma

sequéncia de aminoédcidos de

inteiro de 1 a 15; e

em que pelo menos um dos residuos ou o grupo amino

(LyS) v,

terminacdo N do péptido anfifilico nédo é acetilado.

47.

A utilizacdo de paragrafo

residuos de Lys e 0 Jgrupo

péptido anfifilico ndo s&o acetilados.

48.

A utilizacédo de paragrafo 46 ou 47,

numero inteiro de 2 a 5.

49.

46,

amino

de

em que

todos

terminacéo

em que r é

em que r é um numero

de

(O

um

A utilizacdo de gqualquer um dos paradgrafos 46 a 48,

em que r é um numero inteiro igual a 3.

50.

em

A utilizacdo de qualgquer um dos paragrafos 46 a 49,

que o segmento de peptidilo hidrofdébico é ligado a

terminagcdo C do segmento de peptidilo hidrofilico.

51.

em

52.

em

53.

em

54.

em

A utilizacdo de qualquer

que Leu & D-Leu.

A utilizacdo de qualquer

que Trp é L-Trp.

A utilizacdo de qualquer

que Lys & L-Lys.

A utilizacdo de qualquer

que m ou p é entre 1 e 3.

um

um

um

um

dos

dos

dos

dos

pardgrafos

paragrafos

pardgrafos

paragrafos

46

46

46

46

50,

51,

52,

53,
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55. A utilizacdo de qualquer um dos paragrafos 46 a 54,

em que m ou p é 3.

56. A utilizacdo de qualguer um dos pardgrafos 46 a 55,

em que n ou g é 1.

57. A utilizacdo de qualquer um dos paragrafos 46 a 56,
em que o péptido anfifilico tem um comprimento de cerca

de 5 a cerca de 25 residuos de aminodcidos.

58. A utilizacdo de qualquer um dos paragrafos 46 a 57,
em que pelo menos uma ligacéo amida de cadeia principal
do péptido anfifilico é uma ligacdo de substituicdo de

amida.

59. A utilizacdo de qualguer um dos pardgrafos 46 a 58,
em que o péptido anfifilico compreende um B-aminoacido,

um y-aminodcido, ou uma combinacdo dos mesmos.

60. A utilizacdo de qualquer um dos paragrafos 46 a 59,
em que pelo menos um de entre o segmento de peptidilo
hidrofdébico ou o segmento de peptidilo hidrofilico

compreende pelo menos uma mutag¢do pontual.

61. A utilizacdo de qualgquer um dos paradgrafos 46 a 60,
em que a particula tem um tamanho de cerca de 5 nm a

cerca de 5.000 nm.

62. A utilizacdo de paragrafo 61, em que a particula tem

um tamanho de cerca de 30 nm a cerca de 150 nm.

63. A utilizacdo de qualquer um dos paradgrafos 46 a 62,

em que o péptido anfifilico compreende a sequéncia de
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aminocdcidos de (L-Lys) - (L-Lys) - (L-Lys) - (L-Trp) - (D-Leu) -
(L-Trp) - (D-Leu) - (L-Trp) - (D-Leu) - (L-Trp) -X, em que X esta

ausente ou NH;y.

64. A utilizacdo de qualgquer um dos paragrafos 46 a 63,
em que a composicao compreende adicionalmente uma

molécula de &cido nucleico a ser aplicada a uma célula.

65. Uma particula peptidica que compreende um primeiro
péptido anfifilico e um segundo péptido anfifilico, sendo
que o primeiro e o segundo péptido anfifilico cada um,
compreende 1independentemente um segmento de peptidilo

hidrofdébico e um segmento de peptidilo hidrofilico,

em que o segmento de peptidilo hidrofdbico compreende uma
sequéncia de aminodcidos de (Trp-Leu), —-(Trp), ou (Leu-—
Trp), —(Leu)y, em que cada Trp é D-Trp ou L-Trp e cada Leu
¢ D-Leu ou L-Leu, m e p sdo, independentemente, um numero
inteiro de 1 a 5, e n e g sado, independentemente, 0 ou 1,
desde que quando Trp for D-Trp, entdo Leu seja L-Leu, e

quando Trp for L-Trp, entédo Leu seja D-Leu, ou vice-

versa; e

em que o segmento de peptidilo hidrofilico compreende uma
sequéncia de aminodcidos de (Lys)., em gue r & um numero

inteiro de 1 a 15, e

em que o grupo amino de terminacdo N e todos os residuos
de Lys do primeiro péptido anfifilico sdo acetilados; e

em gque pelo menos o grupo amino de terminacdo N ou um dos
residuos de Lys do segundo péptido anfifilico nédo ¢&

acetilado.
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66. A particula peptidica de parédgrafo 65, em que nenhum
de entre o grupo amino de terminacdo e os residuos de Lys

do segundo péptido anfifilico é acetilado.

67. A particula peptidica de parédgrafo 65 ou 66, gue

compreende adicionalmente um agente ativo.

68. A particula peptidica de pardgrafo 67, em dque o

agente ativo inclui uma molécula de acido nucleico.

69. A particula peptidica de qualguer um dos pardgrafos
65 a 68, em que a razao entre o agente ativo e o segundo
péptido anfifilico estd numa faixa de cerca de 1:1000 a

1:1, ou cerca de 1:100 a cerca de 1:10.

70. A particula peptidica de pardgrafo 69, em que a razédo
do agente ativo para o segundo péptido anfifilico esté

situada em uma faixa de cerca de 1:10 a cerca de 1:2.

71. A particula peptidica de qualgquer um dos pardgrafos
65 a 70, em que a vrazdo entre o primeiro péptido
anfifilico e o segundo péptido anfifilico situa-se em uma
faixa de cerca de 1:1 a cerca de 1000:1, ou cerca de 5:1

a cerca de 100:1.

72. A particula peptidica de qualgquer um dos pardgrafos
65 a 71, gque compreende adicionalmente sobre sua

superficie externa um ligando.

73. A particula peptidica de paragrafo 72, em que o
ligando inclui um ligando de recetor de superficie

celular ou um anticorpo.
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74. A particula peptidica de pardgrafo 73, em qgue o
ligando de recetor de superficie celular inclui
transferrina, EGF, folato, ou qualgquer combinacdo dos

mesmos.

75. A particula peptidica de qualgquer um dos pardgrafos
65 a 74, em que a espessura do ligando presente sobre a
superficie externa da particula peptidica situa-se na

faixa de cerca de 65 nm a cerca de 100 nm.

76. A particula peptidica de qualgquer um dos paragrafos
75, em qgue a espessura do ligando presente sobre a
superficie externa da particula peptidica é cerca de 10

nm.

77. A particula peptidica de qualgquer um dos pardgrafos
65 a 76, em que o ligando € covalentemente ligado a pelo
menos um de entre o primeiro e o segundo péptido

anfifilico.

78. A particula peptidica de qualgquer um dos paragrafos
65 a 77, em que o ligando ¢ covalentemente ligado ao
segmento de peptidilo hidrofilico de pelo menos um de

entre o primeiro e o segundo péptido anfifilico.

79. A particula peptidica de qualgquer um dos paragrafos
65 a 78, em que uma razdo entre o ligando e o péptido
anfifilico situa-se na faixa de cerca de 1:10 a cerca de

1:1.000.000.

80. A particula peptidica de gqualquer um dos paradgrafos

65 a 79, em que r & um numero inteiro de 2 a 5.
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8l. A particula peptidica de gqualquer um dos paradgrafos

65 a 80, em que r & um nUmero inteiro igual a 3.

82. A particula peptidica de qualgquer um dos pardgrafos
65 a 81, em qgque o segmento de peptidilo hidrofdébico é
ligado a terminacéo C do segmento de peptidilo

hidrofilico.

83. A particula peptidica de qgualquer um dos paradgrafos

65 a 82, em que Leu é D-Leu.

84. A particula peptidica de qualquer um dos parédgrafos

65 a 83, em que Trp & L-Trp.

85. A particula peptidica de gqualquer um dos paradgrafos

65 a 84, em que Lys é L-Lys.

86. A particula peptidica de qualguer um dos parédgrafos

65 a 85, em que m ou p €& entre 65 e 3.

87. A particula peptidica de gqualquer um dos paradgrafos

65 a 86, em que m ou p & 3.

88. A particula peptidica de qualgquer um dos parédgrafos

65 a 87, em que n ou gq é 1.

89. A particula peptidica de gqualquer um dos paréadgrafos
65 a 88, em que o primeiro e o segundo péptido
anfifilico, cada um, independentemente tem um comprimento

de cerca de 5 a cerca de 25 residuos de aminoécidos.

90. A particula peptidica de qualquer um dos paragrafos

65 a 89, em que pelo menos uma ligacdo amida de cadeia
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principal do primeiro ou do segundo péptido anfifilico é

uma ligacdo de substituicdo de amida.

91. A particula peptidica de qualquer um dos paragrafos
65 a 90, em que pelo menos um de entre o primeiro e o
segundo péptido anfifilico compreende um R-aminodcido, um

yv—aminodcido, ou uma combinacdo dos mesmos.

92. A particula peptidica de qualguer um dos pardgrafos
65 a 91, em que pelo menos um de entre o segmento de
peptidilo hidrofébico ou o) segmento de peptidilo

hidrofilico compreende pelo menos uma mutacdo pontual.

93. A particula peptidica de qualquer um dos paragrafos
65 a 92, em que a particula peptidica tem um tamanho de

cerca de 5 nm a cerca de 5.000nm.

94. A particula peptidica de pardgrafo 93, em que a
particula peptidica tem um tamanho de cerca de 30 nm a

cerca de 150 nm.

95. A particula peptidica de qualquer um dos paragrafos
65 a 94, em que o primeiro e o segundo péptido
anfifilico, cada um, compreende a sequéncia de
aminocdcidos de (L-Lys) - (L-Lys) - (L-Lys) - (L-Trp) - (D-Leu) -
(L-Trp) - (D-Leu) - (L-Trp) - (D-Leu) - (L-Trp) -X, em que X esté

ausente ou NH;.

96. Utilizacdo da particula peptidica de qualquer um dos
pardgrafos 65 a 95 para aplicacdo de uma molécula de

acido nucleico a uma célula.
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97. A utilizacdo de paragrafo 96, em que a molécula de
dcido nucleico inclui siARN, miARN, shARN, ou guaisquer

combinagdes dos mesmos.

98. A utilizacdo de paragrafo 96, em que a molécula de

dcido nucleico inclui ADN.

99. Um péptido anfifilico que compreende um segmento de
peptidilo hidrofébico e um segmento de peptidilo

hidrofilico,

em que o segmento de peptidilo hidrofdbico compreende uma

sequéncia de 2 a 10 D- e L-aminoadcidos alternados

selecionados de entre alanina, valina, isoleucina,
leucina (Leu), fenilalanina, tirosina ou triptofano
(Trp), e

em que o segmento de peptidilo hidrofilico compreende
aminocdcidos carregados ou ndo carregados, porém polares,

ou derivados dos mesmos.

100. O péptido anfifilico de pardgrafo 99, em dque o
segmento de peptidilo hidrofdébico compreende uma
sequéncia de aminodcidos de (Trp-Leu)n —-(Trp), ou (Leu-—
Trp), —(Leu)y, em que cada Trp é D-Trp ou L-Trp e cada Leu
¢ D-Leu ou L-Leu, m e p sdo, independentemente, um numero
inteiro de 1 a 20, e n e g séao, independentemente, 0 ou
1, desde que quando Tip for D-Trp, entdo Leu seja L-Leu,

e quando Trp for L-Trp, entdo Leu seja D-Leu, ou vice-

versa;

101. O péptido anfifilico de pardgrafo 99 ou 100, em que

o segmento de peptidilo hidrofilico compreende pelo menos
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uma carga presente tanto na terminacdo N como em um

residuo de aminoécidos.

102. O péptido anfifilico de pardgrafo 101, em que a pelo
menos uma carga € tanto uma carga catidnica como

anidnica.

103. O péptido anfifilico de pardgrafo 99 ou 100, em que
o) segmento de peptidilo hidrofilico compreende

aminodcidos ndo carregados, porém polares.

104. O péptido anfifilico de qualquer um dos parédgrafos
99 a 103, em que o segmento de peptidilo hidrofilico
compreende pelo menos uma carga € pelo menos um

aminocdcido nédo carregado, porém polar.

105. O péptido anfifilico de qualquer um dos paradgrafos
99 a 104, em que ao segmento de peptidilo hidrofdébico um

polimero é ligado covalentemente.

106. O péptido anfifilico de qualquer um dos paradgrafos
99 a 105, em que pelo menos um grupo amino no péptido

anfifilico é acetilado.

107. O péptido anfifilico de pardgrafo 102, em que a pelo
menos uma carga catidénica estd num residuo de aminoédcidos
selecionado do grupo dque consiste em Lys, Arg, His, e

quaisquer combinacdes dos mesmos.

108. O péptido anfifilico de pardgrafo 102, em que a pelo
menos uma carga anidnica estd num residuo de aminodcidos
selecionado do grupo qgue consiste em Asp ou Glu, e

quaisquer combinacbes dos mesmos.
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109. O péptido anfifilico de pardgrafo 103, em que o pelo
menos um residuo de aminodcidos nédo carregado, porém
polar é selecionado do grupo consistindo em Ser, Thr, Asn

ou Gln, e quaisquer combinacdes dos mesmos.

110. O péptido anfifilico de pardgrafo 105, em que o
polimero & selecionado do grupo consistindo em PEG, PGG,
PEO, policaprolactona, adcido poliléactico, acido
poliglicdlico, poli-hidroxialcanoatos, dextranos,
polianidridos, PLA-PGA, poliortoéster, polifumarato,
hidrogéis, quaisquer polimeros biocompativeis e/ou
biocompativeis reconhecidos na técnica, e quaisquer

combinag¢des dos mesmos.

111. O péptido anfifilico de qgualquer um dos paradgrafos
99 a 110, em que o segmento de peptidilo hidrofilico
compreende uma sequéncia de aminodcidos de (Lys)., em que

r € um numero inteiro de 1 a 15.

112. O péptido anfifilico de pardgrafo 111, em que r é 3.
113. O péptido anfifilico de qualquer um dos paradgrafos
99 a 112, em que o pelo menos um grupo amino € um grupo

amino de terminacdo N do péptido anfifilico.

114. O péptido anfifilico de qualquer um dos paréadgrafos
99 a 113, em que o pelo menos um grupo amino estd num

residuo de Lys do segmento de peptidilo hidrofilico.

115. O péptido anfifilico de gqualquer um dos paradgrafos
99 a 114, em qgque todos o0s grupos amino no segmento de

peptidilo hidrofilico s&o acetilados.
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116. O péptido anfifilico de gqualquer um dos paradgrafos
99 a 115, em que o grupo amino de terminacdo N do péptido
anfifilico e pelo menos um dos grupos amino no segmento

de peptidilo hidrofilico s&do acetilados.

117. O péptido anfifilico de qualguer um dos pardgrafos
99 a 116, em que o grupo amino de terminacdo N do péptido
anfifilico e todos o0s grupos amino no segmento de

peptidilo hidrofilico s&o acetilados.

118. O péptido anfifilico de qualquer um dos paradgrafos
99 a 117, em que o segmento de peptidilo hidrofdbico é
ligado a terminacéo C do segmento de peptidilo

hidrofilico.

119. O péptido anfifilico de qualguer um dos pardgrafos

99 a 118, em que Leu é D-Leu.

120. O péptido anfifilico de qualquer um dos paradgrafos

99 a 119, em que Trp é L-Trp.

121. O péptido anfifilico de qualguer um dos parédgrafos

99 a 120, em gque Lys é L-Lys.

122. 0O péptido anfifilico de qualquer um dos paréadgrafos

99 a 121, em que m ou p é entre 1 e 3.

123. O péptido anfifilico de paradgrafo 122, em gque m ou p
é 3.

124. O péptido anfifilico de qualquer um dos paréadgrafos

99 a 123, em que n ou g é 1.
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125. O péptido anfifilico de qgualquer um dos paradgrafos
99 a 124, em que o péptido anfifilico compreende a
sequéncia de aminodcidos de (L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys)- (L-
Trp)—-(D-Leu) - (L-Trp)-(D-Leu)- (L-Trp)-(D-Leu)-(L-Trp), em

que pelo menos um dos residuos de L-Lys € acetilado.

126. O péptido anfifilico de qgualquer um dos paradgrafos
99 a 125, em que o péptido anfifilico compreende a
sequéncia de aminocdcidos de Ac-(L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys)-
(L-Trp) - (D-Leu)- (L-Trp)-(D-Leu)- (L-Trp)-(D-Leu)- (L-

Trp) .

127. O péptido anfifilico de pardgrafo 126, em que pelo

menos um dos residuos de L-Lys € acetilado.

128. O péptido anfifilico de qualguer um dos pardgrafos

99 a 127, em que the péptido anfifilico compreende a

sequéncia de aminodcidos de Ac-(L-Lys(Ac))-(L-Lys(Ac))-
(L-Lys (Ac)) - (L-Trp) - (D-Leu)- (L-Trp)-(D-Leu)— (L-Trp)-(D-
Leu)- (L-Trp)-X, em gue X estd ausente ou NH,.

129. 0O péptido anfifilico de qualguer um dos parédgrafos
99 a 128, em que o péptido anfifilico tem um comprimento

de cerca de 5 a cerca de 25 residuos de aminoécidos.

130. O péptido anfifilico de qualgquer um dos pardgrafos
99 a 129, em que pelo menos uma ligacdéo amida de cadeia

principal é uma ligacdo de substituicdo de amida.

131. O péptido anfifilico de qualgquer um dos pardgrafos
99 a 130, em que o péptido anfifilico compreende pelo
menos um R—-aminoacido, y—aminoacido, ou quaisquer

combinag¢des dos mesmos.
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132. O péptido anfifilico de qualquer um dos paradgrafos
99 a 131, em que pelo menos um de entre o segmento de
peptidilo hidrofdébico ou o) segmento de peptidilo
hidrofilico compreende pelo menos uma mutacdo pontual.

133. Uma particula gque compreende um ou mais péptidos

anfifilicos de qualquer um dos pardgrafos 99 a 132.

134. A particula de pardgrafo 133, qgue compreende

adicionalmente um ligando.

135. A particula de pardgrafo 133 ou 134, em que o0
ligando ¢ um ligando de recetor de superficie celular ou

um anticorpo.

136. A particula de paragrafo 135, em que o ligando de
recetor de superficie celular ¢ transferrina, ou EGF ou

folato.

137. As particulas de qualquer um dos paragrafos 133 a
136, em gue o ligando estd presente sobre uma superficie

externa da particula.

138. A particula de qualquer um dos paragrafos 133 a 137,
em que o ligando é adsorvido sobre a superficie externa
da particula.

139. A particula de paradgrafo 137 ou 138, em qgque uma
espessura do ligando presente sobre a superficie externa
da particula situa-se na faixa de cerca de 1 nm a cerca

de 100 nm.

140. A particula peptidica de pardgrafo 139, em que a
espessura do ligando presente sobre a superficie externa

da particula & cerca de 10 nm.
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141. A particula peptidica de qualguer um dos pardgrafos

133 a 140, em que o ligando ¢é covalentemente ligado ao

péptido anfifilico.

142. A particula de qualquer um dos paragrafos 133 a 141,
em que o ligando é covalentemente ligado ao segmento de
peptidilo hidrofilico do péptido anfifilico.

143. A particula de qualquer um dos paragrafos 133 a 142,

que compreende adicionalmente um agente ativo.

144. A particula de pardgrafo 143, em que o0 agente ativo

é disperso dentro da particula.

145. A particula de qualgquer um dos paragrafos 143 a 144,

em que 0 agente ativo ndo tem carga liquida.

146. A particula de qualquer um dos paragrafos 143 a 144,

em que o agente ativo tem uma carga liquida.

147. A particula de qualgquer um dos paragrafos 143 a 146,
em que o0 agente ativo compreende pelo menos um Jgrupo

aromatico.

148. A particula de qualgquer um dos paragrafos 143 a 147,
em que o0 agente ativo é selecionado do grupo consistindo
em proteinas, péptidos, antigenos, anticorpos ou porcgdes
dos mesmos, moléculas semelhantes a anticorpo, enzimas,
acidos nucleicos, aptémeros, moléculas pequenas,
antibidéticos, agentes farmaceuticamente ativos, agentes
terapéuticos, agentes de contraste, e guaisquer

combinag¢des dos mesmos.
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149. A particula de qualquer um dos paragrafos 143 a 148,
em que o agente ativo é um agente farmaceuticamente

ativo.

150. A particula de qualquer um dos paragrafos 143 a 149,
em que o agente ativo é uma molécula de &acido nucleico.
151. A particula de pardgrafo 150, em que a molécula de

dcido nucleico é siARN miARN ou shARN.

152. A particula de paragrafo 150, em que a molécula de

dcido nucleico é ADN.

153. A particula de qualquer um dos paragrafos 143 a 152,
em que uma razdo entre o agente ativo e os péptidos

anfifilicos situa—-se na faixa de 1:1 a 1:100.000.

154. A particula de paragrafo 153, em gque a razdo entre o
agente ativo e os péptidos anfifilicos situa-se na faixa

de 1:1 a cerca de 1:1 000.

155. A particula de qualquer um dos paragrafos 134 a 154,
em gque uma razdo entre o ligando e o0os péptidos
anfifilicos situa-se na faixa de cerca de 1:10 a cerca de

1:1.000.000.

156. A particula de qualgquer um dos paragrafos 133 a 155,
em que a particula tem um tamanho de cerca de 5 nm a

cerca de 5.000 nm.

157. A particula de pardgrafo 156, em que a particula tem

um tamanho de cerca de 30 nm a cerca de 150 nm.
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158. A particula de qualquer um dos paragrafos 133 a 157,
em que a particula compreende uma mistura de péptidos
anfifilicos completamente acetilados e parcialmente

acetilados de gqualquer um dos paradgrafos 99 a 132.

159. A particula de paradgrafo 158, em que a razdo entre
0s péptidos anfifilicos completamente acetilados e o
parcialmente acetilados situa-se na faixa de cerca de

95:5 a cerca de 1:1.

160. A particula de qualquer um dos paragrafos 133 a 159,
em que a particula compreende adicionalmente péptidos

anfifilicos ndo acetilados.

161. Um método de utilizacdo de um composto de péptido

anfifilico como um sistema de aplicacéo.

162. O método de pardgrafo 161, em qgque o sistema de

aplicacdo é um sistema de aplicacgdo direcionada.
163. 0 método de paréadgrafo 161 ou 162, em que o Sistema
de aplicacdo serve ©para propdsitos terapéuticos ou

diagnésticos.

164. Utilizacd&o de composicdes peptidicas como péptido de

penetracdo ou agente de transfecdo, respetivamente.

Algumas definig¢bes seleccionadas

Exceto onde especificado em contrdrio ou implicito do
contexto, 0os termos e frases a seguir incluem o0s
significados fornecidos abaixo. Exceto onde

explicitamente indicado em contrario, ou evidente a
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partir do contexto, os e frases abaixo ndo excluem o
significado que o termo ou frase adguiriu na técnica a
qual o mesmo pertence. As definicdes sdo fornecidas para
ajudar a descrever formas de realizacdo especificas dos
aspetos descritos no presente documento, e nao se
destinam a limitar a invencgdo reivindicada, devido ao
facto de o escopo da invencdo ser limitado apenas pelas
reivindicagdes. Adicionalmente, exceto onde exigido em
contrario pelo contexto, o0s termos no singular devem
incluir pluralidades e os termos no plural devem incluir

o singular.

Como utilizado no presente documento, o) termo
"compreendendo" ou "compreende" é utilizado em referéncia
a composicdes, métodos e respetivo(s) componente (s) do(s)
mesmo (s), gque sado essencials para a invencao, ainda
aberto a inclus&o de elementos nao especificados, sejam
ou nao essenciais. Adicionalmente, 0 termo

“compreendendo” ou “compreende” inclui "consistindo

essencialmente em"™ e “consistindo em”.

Como utilizado no presente documento, o) termo
"consistindo essencialmente em" refere-se aqueles
elementos exigidos para uma determinada forma de
realizacdo. O termo permite a presenca de elementos
adicionais que nao afetam materialmente a(s)
caracteristica(s) funcional(is) basica(s) e inovador (as)

daquela forma de realizacdo da invencao.

O termo "consistindo em" refere-se a composicgdes, métodos
e respetivos componentes dos mesmos conforme descrito no
presente documento, que sao exclusivos de qualquer

elemento nao citado naquela descricdo da forma de
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realizacéao.

Exceto nos exemplos operacionais, ou onde indicado em
contrdrio, todos os numeros que expressam quantidades de
ingredientes ou condigcbes de reacado utilizadas no
presente documento devem ser entendidos como modificados
em todos os casos pelo termo "cerca de”. O termo "cerca
de" quando utilizado em conjunto com percentagens pode
significar +1%.

144
14

Os termos no singular "um "uma”, e "o" incluem

referéncias no plural exceto onde o contexto indicar
claramente em contrdrio. De modo similar, a palavra "ou”
destina-se a incluir "e" exceto onde o contexto indicar

claramente em contrdrio.

Embora métodos e materiais similares ou equivalentes
aqueles descritos no presente documento possam ser
utilizados na préatica ou teste desta divulgacdo, métodos
e materiais adequados sao descritos a seguir. O termo
"compreende" significa "inclui”. A abreviacéo, "por
exemplo” ¢é derivada do latim exempli gratia, e &
utilizada no presente documento para indicar um exemplo

nao-limitador. Dessa forma, a abreviacao "e.g.” é

sinénimo do termo "por exemplo”.

0 termo "estatisticamente significativo" ou
"significativamente" refere-se ao significado estatistico
e, em geral, significa dois desvios padrdo (2SD) acima ou
abaixo de um nivel de referéncia. O termo refere-se a
evidéncia estatistica que h& uma diferenca. E definida
como a probabilidade de tomar uma decisdo de rejeitar a

hipdtese nula gqguando a hipdétese nula for realmente
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verdadeira. A decisdo é geralmente tomada utilizando-se o

valor p.

O termo "nanoesfera" significa uma particula tendo uma
razdo de aspeto de no méaximo 3:1. O termo "razdo de
aspeto" significa a razdo entre o eixo geométrico mais
longo de um objeto até o eixo geométrico mais curto do
objeto, em que 0s eixos nao sado necessariamente

perpendiculares.

O termo "dimensdo mais longa" de uma particula significa
a trajetdria direta mais 1longa da particula. O termo
"trajetdéria direta" significa a trajetdria mais curta
contida dentro da particula entre dois pontos sobre a
superficie da particula. Por exemplo, uma particula
helicoidal poderia ter uma dimenséao mais longa
correspondente ao comprimento da hélice se a mesma for

estendida em uma linha reta.

0O termo "nano-haste" significa uma particula tendo uma
dimensdo mais longa de no maximo 200 nm, e tendo uma

razdo de aspeto de 3:1 a 20:1.

O termo "nanoprisma" significa uma particula tendo pelo
menos duas faces nado paralelas conectadas por uma borda

comum.

O "comprimento" de uma particula significa a dimenséo

mais longa da particula.

A "largura" de uma particula significa a média das
larguras da particula; e o "diédmetro" de uma particula

significa a média dos diadmetros da particula.
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A dimensdo "média" de uma pluralidade de particulas
significa a média daquela dimensdo para a pluralidade.
Por exemplo, o "didmetro médio" de uma pluralidade de
nanoesferas significa a média dos didmetros das
nanoesferas, em gue um didmetro de uma uUnica nanoesfera é

a média dos didmetros daguela nanoesfera.

Como wutilizado no presente documento, o termo "sais
farmaceuticamente aceitédveis"™ refere-se aos sais néo
téxicos ou sais de amdénio quaterndrio convencionais de um
composto, por exemplo, de &cidos orgédnicos ou inorganicos
ndo toéxicos. Esses sais podem ser preparados in situ no
processo de fabrico de veiculo de administracgdo ou forma
de dosagem, ou reagindo-se separadamente um composto
purificado em sua forma de base ou &cido livre com um
4dcido ou base orgdnico ou inorgdnico adequado, e isolar o
sal, dessa forma, formado durante a purificacéao
subsequente. O0s sais ndo téxicos convencionais incluem
aqueles derivados de &cidos inorgénicos como sulfurico,
sulfadmico, fosfdérico, nitrico, e similares; e o0s sais
preparados a partir de 4&cidos orgadnicos como acético,
propidénico, succinico, glicélico, estearico, lactico,
malico, tartéarico, citrico, ascodrbico, palmitico,
maleico, hidroximaleico, fenilacético, glutémico,
benzoico, saliciclico, sulfanilico, 2—acetoxibenzoico,
fumérico, toluenossulfénico, metanossulfdnico, etano
dissulfdénico, oxé&lico, isotionico, e similares. Veja-se,
por exemplo, Berge et al., "Pharmaceutical Salts", J.

Pharm. Sci. 66:1 a 19 (1977).

Em algumas formas de realizacdo dos aspetos descritos no
presente documento, o0s sais representativos incluem os

sais de Dbromidrato, cloridrato, sulfato, Dbissulfato,
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fosfato, nitrato, acetato, succinato, valerato, oleato,
palmitato, estearato, laurato, benzoato, lactato,
fosfato, tosilato, citrato, maleato, fumarato, succinato,
tartrato, naftilato, mesilato, gluco-heptonato,

lactobionato, e laurilsulfonato e similares.

Como utilizado no presente documento, uma razdo pode ser
uma razao molar ou razao entre o peso ou razao molar.

Como utilizado no presente documento, um "péptido
penetrante celular" ou "péptido de penetracédo celular" é
definido como péptido que tem permeabilidade da membrana
e & capaz de cruzar a membrana bioldgica ou uma barreira
fisioldgica. Os péptidos penetrantes celulares (CPPs)
também sdo chamados de péptidos permedveis a células,
dominios de transducdo de proteina (PTD) ou sequéncias de
translocacdo de membrana (MTS). Os CPPs tém a capacidade
de translocar in vitro e/ou in vivo as membranas
celulares de mamifero e entrar nas células e dirigir um
composto conjugado de interesse, como um fadrmaco ou
marcador, para um destino celular desejado, por exemplo,
no citoplasma (citosol, reticulo endopldsmico, aparelho
de Golgi, etc.) ou o nucleo. Consequentemente, o CPP pode
dirigir ou facilitar a penetragcdo de um composto de
interesse através de uma membrana de fosfolipideo,
mitocondrial, endossbémica ou nuclear. O CPP também pode
dirigir wum composto de interesse a partir de fora da
célula através da membrana plasméatica, e para dentro do
citoplasma ou para um local desejado dentro da célula,
por exemplo, o© nucleo, o ribossoma, a mitocdndria, o
reticulo endopldsmico, um lisossoma, oOu um peroxissoma.
Alternativamente, ou adicionalmente, o CPP pode dirigir
um composto de interesse através das barreiras

hematoencefdlica, transmucosa, hematorretinal, cuténeas,
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gastrointestinal e/ou pulmonar.

A penetracdao através de uma membrana bioldgica ou uma
barreira fisioldégica pode ser determinada por varios
processos, por exemplo, por um teste de penetracido tendo
uma primeira etapa de incubacao para o CPP conjugado a um
marcador na presenca de células de cultura, seguido de
uma etapa de fixacao e, entdo, divulgacao da presenca do
péptido marcado dentro da célula. Numa outra forma de
realizacgdo, a etapa de divulgacao pode ser realizada com
uma incubacdo do CPP na presenca de anticorpos marcados e
dirigida contra o CPP, seguido de detecdo no citoplasma
ou em proximidade imediata do nucleo celular, ou mesmo
dentro do mesmo, da reacdo imunoldgica entre a sequéncia
de aminodcidos do CPP e o0s anticorpos marcados. A
divulgacéao também pode ser feita marcando-se uma
sequéncia de aminodcidos no CPP e detetando-se a presenca
da marcacdo nos compartimentos celulares. Os testes de
penetracdo celular sdao bem conhecidos pelos peritos na
especialidade. Entretanto, por exemplo, um teste de
penetracdo celular foi descrito no pedido de patente

mencionado acima N2 WO 97/02840.

Como utilizado no presente documento, o termo "agente de
transfecdo" ou "reagente de transfecado" refere-se a um
composto que se liga a ou complexa a um composto e
aumenta sua entrada nas células. Em geral, o termo agente
de transfecdo ¢ utilizado para compostos que aumentam a

aplicacgédo de &cidos nucleicos a uma célula.

Até o ponto que ainda ndo foi indicado, serd entendido
pelos peritos na especialidade que gualquer uma das

varias formas de realizagcdo no presente documento
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descritas e ilustradas pode ser adicionalmente modificada
para incorporar recursos mostrados em quaisquer outras

formas de realizacdo divulgadas no presente documento.

Os exemplos a seguir ilustram algumas formas de
realizagdo e aspetos da invencao. Os exemplos a seguir

ndo limitam a invencdo de forma alguma.

EXEMPLOS

Materiais e métodos exemplificadores (para Exemplos 1 a

2)

Materiais Exemplificadores: Todas as substéncias quimicas
e reagentes incluindo rosa bengala (RB) (Aldrich 330000,
95%) e 5-carbdéxi-fluoresceina (CF) (Sigma-Aldrich C0537,
99%) foram obtidos junto a Sigma-Aldrich e utilizados sem
purificacéo adicional exceto onde especificado em
contrdrio abaixo. Os aminodcidos protegidos com Fmoc e
reagentes de acoplamento foram adgquiridos Jjunto a IRIS
Biotech e ©Novabiochem. Placas de <cristalizacdo de 24
pocos foram adquiridas junto & Hampton Research (Cryschem

Plate).

Sintese de Péptido: Todos os péptidos foram sintetizados
em fase sdélida utilizando quimica de grupo de protecdo de
Fmoc. As etapas individuais da sintese sdo mencionadas na
Tabela 1. Resina Rink Amide AM (200 mg, carregamento: 0,4
mmol/g a 0,8 mmol/g) foi utilizada como fase sélida em
uma seringa de 10 mL. Todas as reagdes foram realizadas
em dimetilformamida (DMF) anteriormente tratada com 6xido
de aluminio para reduzir a abunddncia de aminas livres.

Os aminocédcidos Fmoc foram dissolvidos em DMEF (0,5 M)
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antes da sintese. O grupo de protecdo de Fmoc foi
fissurado duas vezes para cada etapa de acoplamento
utilizando piperidina em DMF (40%). 1H-benzotriazdlio 1-
[bis(dimetilamino)yetileno]-5-cloro—, hexafluorofosfato
(1-), 3-6xido (HCTU) foi wutilizado como um agente de
acoplamento e N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) dissolvida
em l-metil-2-pirrolidinona (NMP) como uma base. Todos o0s
acoplamentos foram executados com 4 equivalentes (eq) de
aminodcido, HCTU (4 eg) e DIPEA(l12 eg) em relacdo a
capacidade de carregamento de resina. Apds cada etapa de
acoplamento, o grupo amino terminal nédo reagido foi
terminado por acetilacdo com uma solucdo de anidrido

acético (5 eq) e DIPEA em DMF (5 eq).

Tabela 1: Etapas Automatizadas Da Sintese De Péptido Em

Fase Solida De Fmoc Em Batelada

Repeti Tempo
[Etapa] Solvente/Reagente Descricgdo
gao (min)

Desprotecao
1 40 % de Piperidina/DMF 1 5
Fmoc
Desprotecao
2 40 % de Piperidina/DMF 1 10
Fmoc
3 DMEF : 5 1 Lavagem
4 eq de aminoacido com
Acoplamento’
4 protecdo Fmoc, 4 eqg de 1 60 o
HCTU, 12 eq de DIPEA
5 DMEF : 2 1 Lavagem
5 eq de anidrido Protecéo
6 1 20 .
acético, 5 eq de DIPEA Terminal ®’

7 DMF : 3 1 Lavagem
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‘“)JEm DMF Alox/NMP; ‘®’Em DMF Alox; em que DMF Alox é DMF

anteriormente tratado com 6xido de aluminio

O mesmo protocolo foi aplicado numa sintese aumentada
utilizando a resina Rink Amide AM (5 g) em que a reacgao
foi realizada em um reator de vidro em fase sdlida de 500
mL utilizando 3 eg de aminodcidos e reagentes de
acoplamento. O pH foi mantido constante em 9 ao longo da
reagcao e a resina fol sondada para grupos amino livres
utilizando-se um teste Kaiser e trinitrobenzeno sulfonato
(TNBS) apds cada etapa de acoplamento e clivagem. N&o
houve necessidade de NMP como um cossolvente.

Os rendimentos totais wvariam, em geral, entre 10% e 15%
em ~95% de pureza que é tipica para a sintese de péptidos

em fase sdélida.

Apbds a sintese, a resina peptidica foi lavada com DMF,
dlcool isopropilico, DMF, diclorometano e éter dietilico
antes de a mesma ser seca de um dia para o outro em uma
linha de véacuo. A clivagem de péptidos da resina e a
remocao de grupos de protecao foi realizada com TFA frio
(95%), trietilsilano (2,5%) e H,O (2,5%). A mistura de
clivagem gelada foi adicionada a resina e incubada
durante 2h a 3 h a temperatura ambiente. O coquetel de
clivagem filtrado foi precipitado e lavado com éter di-
isopropilico frio (40 mL). O sdélido branco foi seco de um

dia para o outro em uma linha de vacuo.

Purificacéo de Péptido: Todos 0s péptidos foram
purificados em Shimadzu Prominence HPLC com 0s parametros
mencionados na Tabela 2. Os péptidos crus foram
triturados e dissolvidos em uma mistura de DMF e

acetonitrilo (4 mL, 1:1) e diluidos com H,O (0,1% de TFA)
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a um volume final de 20 mL. A gelificacdo de produto cru
¢ eliminada sob essas condicgdes solventes. A amostra foi
subsequentemente filtrada através de um filtro para
seringa PTFE de 0,45 pm e bombeada em uma coluna Merck
LiChrospher 100, RP-18e (5 um, 250-10) em uma taxa de
fluxo de 4 mL/min e eluida com um gradiente linear de
dgua (0,1% de TFA) para acetonitrilo (MeCN). A eluicdo de
amostra fol seguida de absorcdo em 280 nm e recolhida de
acordo com volumes de fracdo fixos de 5 mL. A presenca de
péptido de produto foi quantificada por espectrometria de
massa (Figura 1A) e quantificada em séries de HPLC
analitica (Figura 1B). As fracdes contendo mais de 80% de
produto (A280) foram aplicadas a uma segunda etapa de
purificacdo no mesmo material de cromatografia realizada
com acido acético (2%) na fase aquosa. As fracdes

contendo mais de 95% de produto foram combinadas,

neutralizadas com amdénia e liofilizadas.

Tabela 2: Pardmetros De Purificagdo Por Hplc

Caracteristi .
Preparativa Analitica
ca

oe
[OF
®

H,O bidist, 0,1 % de H;O Dbidist, 0,1
Solvente A
TFA ou 2% de AcOH TFA

Solvente B: MeCN MeCN

LiChrospher 100, RP- LiChrospher 100, RP-

Coluna
18e (5um), 250 a 10 18e (5pm), 250 a 4,6
% de B - 95% de B, 20% de B - 70% de B,
Gradiente
120 min 30 min
De acordo com 0s
Injetado 25 uL

requisitos

Volume
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Taxa de
5 mL/min 1,5 mL/min
fluxo
Detecédo RAggo Azso
Fracionament
A> 500 mAU -
0
Tamanho de
5mL -
fracao

Modificagbes Apds a Purificacdo: A acetilacdo de aminas
primdrias com terminagdo N e lisinas foi realizada em
péptido purificado dissolvido em DMF aplicando-se um
excesso de 40 vezes de anidrido acético e DIPEA. A
completude da reacao foi controlada por espectrometria de
massa antes de a mistura de reacao ser purificada
novamente de acordo com o} processo anteriormente

descrito.

Formacdo e Co-Montagem de Grdnulos: CD3ac e rosa bengala
(RB) foram dissolvidos em H20:EtO em uma razao de 1l:1 e
misturados para produzir concentragdes finais de RB de
61,5 x 10-6 M, 184,5 x 10-6 M, 307,5 x 10-6 M, 615 x 10-6
M e 922,5 x 10-6 M. A concentracédo de CD3ac foi mantida
constante em 615 x 10-6 M. A troca de solvente por H20
foi realizada por contraevaporacao em placas de
cristalizacdo de gota depositada de 24 pogos; 50 uL,
solucdo pré-misturada de CD3ac e RB foi aplicada a um
poco de gota depositada e contraevaporada quatro vezes
contra 1 mL de H20 durante 16 h. Todas as experiéncias
foram realizadas em triplicado. Esferas de CD3ac
precipitaram-se antes de ca. 30 minutos e foram

sedimentadas durante as prdéximas 5 h.
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Para quantificar a quantidade de RB encapsulada, o pélete
de grénulo foi ressuspenso apds o equilibrio de solvente
e normalizado com H20 a um volume final de 100 uL.
Subsequentemente, todas as amostras foram centrifugadas
durante 30 minutos em 20 000 g, antes de 80 mL de
sobrenadante serem separados. A fracdo de pélete restante
foi diluida a 1:1 com 20 uL de DMSO para dissolver as
montagens peptidicas. A concentracdo de RB em fracgdes de
pélete e sobrenadante foil determinada por medicdes de
absorcédo e corrigida para RB nos 20 pL restantes da

fracdo de pélete.

Estimativa de Volume de Grdnulo e Coeficiente de
Particdo: Para estimar a densidade de precipitados de
CD3ac, os granulos (concentracdo inicial de 307,5 x 10°M
CDh3ac) foram preparados suficientemente grandes para
exceder o limite de difracdo de luz visivel. Uma baixa
concentracdo de RB (10 x 10°° M) foi co-precipitada para

permitir que uma estimativa do dimetro de granulo por

microscopia de fluorescéncia confocal (1,35 um) e
facilitar a contagem em um hemocitdmetro (Hausser
Scientific). Uma média de 72 esferas foi contada num

volume celular observado de 250.000 pm’ que é igual a uma
fracdo de volume de gréanulo de 3,71 x 10°*. Uma solucao de
50 pL de 307, 5 x 10°° M CD3ac, dessa forma, contém um

volume de grénulo total de 18,6 nl e a densidade de CD3ac
pode ser determinada (pPcpzac® 1,35 g/cm’) . O coeficiente de
particdo logaritmico de RB numa solugdo aquosa de
granulos de CD3ac foi calculado de acordo com

Wy (3

108 Popsyaerme =108 : ]
CRIacd H && [ R -E}H_zg

Espectroscopia de Ultravioleta-Visivel: Medic¢des de
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absorcédo foram realizadas num Nanodrop 1000 (Thermo
Scientific). Os coeficientes de extingdao de CD3ac em
H,0:Etanol:DMSO 1:1:2 (21,780 M'-cm!, 280 nm) e rosa
bengala em H,0:DMSO 1:1 (11,639 M'. cm ', 562 nm) foram
obtidos. DMSO foi utilizado para dissolver CD3ac
precipitado apdés a montagem e para reduzir a evaporacao
de solvente durante o tempo de preparacido visto que o
volume de amostra medido equivale a apenas 4 uL. Se
necessario, a amostra foil adicionalmente diluida com
H,0:EtOH:DMSO 1:1:2 para produzir intensidades de
absorcéo na faixa linear do instrumento. As concentracgdes
de RB foram determinadas por pesagem antes da co-
montagem. Apds a co-precipitacdo de CD3ac e RB, as
fracbes de pélete e sobrenadante foram diluidas a 1:1 com
DMSO (CD3ac montado se dissolve em uma solucdo de

H,O0:DMSO 1:1).

Dicroismo Circular (CD) : Experiéncias de CD foram
realizadas num Applied Photophysics Chirascan em QS
cadinhos (1 mm de comprimento de trajetdria). As
concentracdes de amostra foram ajustadas para produzir
valores de dynode entre 300 V e 500 V na faixa de
comprimento de onda medido. As medig¢bes em branco foram
realizadas com agua imediatamente antes das medicgdes de
amostra. Cada espectro foi calculado pela média a partir
de trés varrimentos em intervalos de comprimento de onda
de 1 nm, cada uma das duas preparacdes de amostra
independentes. Todos 0s espectros foram atenuados
aplicando-se o algoritmo Savitzky Golay de 2° ordem. Os
dados de CD sdo relatados em unidades molares (deg cm

2>dmol -1>), mostrados como elipticidade molar em graus.

Microscopia Eletrdénica de Varrimento: A Microscopia
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eletrénica de varrimento (SEM) foili realizada em um
Hitachi  $S-4800. Os suportes de amostra SEM foram
arrefecidos a -196°C antes de uma gota da suspensdo de
grénulo ser diretamente aplicada a superficie de metal
fria. A amostra congelada sobre a placa foi
subsequentemente liofilizada, submetida a pulverizacéo

catdédica com platina e analisada.

Dispersdo Dindmica de Luz: A Dispersdo dinédmica de 1luz
foi medida em um sistema de gonidmetro Dbaseado em
plataforma  ALV/CGS-8F equipado com um ALV/-5000/E
correlacionador e um laser de Argdénio-TI&o cm  um
comprimento de onda de 633 nm (35 mW) em Aangulos de
dispersdo entre 30° e 150°. Um correlacionador ALV-5000/E
calcula a funcdo de autocorrelacédo de 1intensidade de
fotdes g2 (t). Todas as experiéncias foram realizadas em T
= 293 K e avaliados por ajuste cumulativo de segunda
ordem (considerando-se o formato de particula esférico
anteriormente determinado por SEM). As polidispersidades
foram determinadas pelo algoritmo contin em todos o0s
angulos e nunca excederam 0,11. As medicdes dependentes
angulares foram medidas nas etapas de 10° a partir de 30°
a 150°. Para evitar a influéncia de dispersédo multipla,
experiéncias dependentes de concentracao foram
realizadas. Tanto ©para dependéncia angular como de
concentragdo, um raio hidrodinémico foi <calculado a

partir da férmula de Stokes
kT .
e & 9%
T D @
em que r, € o raio hidrodiné&mico de particulas esféricas,
D ¢é a constante de difusdo, ks ¢é a constante de
Boltzmann, T é a temperatura absoluta e n é a viscosidade

de &gua. Um grafico de 1/r, versus angulo (concentracédo)
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foi plotado e o raio hidrodiné&mico (rh0) foi calculado
por extrapolacado das medicdes tanto de concentracdéo como

angular para zero.

Espectrometria de Massas: A Espectrometria de massas foi
realizada em um LTQ-Orbitrap (Thermo Scientific). 5 pL de
uma solucdo de CD3ac (10 x 10° M, H,0:MeCN 2:1) foram
carregados em uma coluna capilar de 100 pm recheada com
Magic C18 AQ (3 um de didmetro de particula). O péptido
foi eluido em um gradiente 30 min de H;0O (4% de 4&cido
férmico) a MeCN. O orbitrap foi ajustado para o modo

positivo e uma resolucgao de 10.000.

Microscopia Confocal: Imagens de microscopia confocal
foram obtidas em um microscédpio invertido motorizado
Nikon Ti equipado com DIC, ética de fase e
epifluorescéncia, um disco giratdério Yokagawa CSU-10
confocal com linhas de laser de 488 nm, 568 nm e 647 nm.
Uma cémara CCD arrefecida por ORCA-AG Hamamatsu foi
utilizada para confocal, e um ORCA-R2 Hamamatsu foi
utilizado para imageamento de campo amplo. CD3ac (615 x
10°° M) foi co-dissolvido com (a) RB (10 x 10’6M), (b) CF
(10 x 10° M) e (c) RB e CF (ambos 10 x 10° M) em um
volume de 50 uL 50% de EtOH, cada, e contraevaporado
contra 4Agua. A suspensdo resultante foi normalizada com
H, 0O a um volume total de 50 pL por amostra e

subsequentemente aplicada ao microscédpio confocal.

Exemplo 1: Nanoparticulas De Cd3ac Peptidicas Sdélidas -

Caracterizag¢do Estrutural

Os péptidos hidrofébicos convencionais sédo, em geral,

dificeis de sintetizar e purificar, e 0s mesmos também
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sdo, em geral, dificeis de dissolver e tendem a se
precipitar em estruturas amorfas em solucdo aquosa. De
acordo com vVvVarios aspetos e formas de realizacéo
descritos no presente documento, um CD3ac peptidico

desenhado de novo consiste em dez aminodcidos:

s
&
&
¥
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em que LK(Ac) = L-lisina acetilada; LW = L-triptofano; DL
= D-leucina, demonstra propriedades diferentes de outros
materiais peptidicos: CD3ac se dissolve prontamente na
maioria dos solventes orgénicos (EtOH, iPrOH, DMSO, DMF,
MeCN) e precipita-se em esferas semelhantes a granulos
uniformemente estruturados mediante troca de solvente por

dgua (Figura 234).

O péptido CD3ac (massa 1652,910 g/mol; pureza >95%, A280)
pode ser considerado anfifilico visto gue sua sequéncia é
dividida em duas secgbes: um bloco hidrofdbico que
consiste em L-triptofano e D-leucina alternados, e um
bloco hidrofilico que consiste em trés L-1lisinas
acetiladas. Os termos "hidrofilico" e "hidrofdébico" como
utilizado no presente documento ndo sdo absolutos, porém
descrevem a polaridade relativa dentro da sequéncia de
aminodcidos, por exemplo, de CD3ac. Embora o péptido
CD3ac seja hidrofébico, o mesmo pode ser sintetizado em
alto rendimento e purificado com procedimentos padrdo em
material cromatografico C18 de fase reversa (veja-se a
Seccdo Materiais e Métodos descrita anteriormente), em

comparagdo com péptidos hidrofdébicos convencionais.

CD3ac ¢é capaz de se precipitar em agregados esféricos na

faixa de tamanho coloidal, e pode fazé-lo de forma
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consistente e reproduzivel. A troca de solvente foi
realizada por didlise ou, para reduzir o consumo de
material, por contra-evaporacgdo contra agua em placas de
cristalizacadao de 24 pogos. A distribuicdo de tamanho da
suspensédo de granulos de péptidos resultante foi medida
por microscopia eletrénica de varrimento (SEM, Figuras 2A
a 2C), e dispersdo dindmica de 1luz dependente de
concentracdo e angulo (DLS, Figuras 3A a 3B). Ambos o0s
métodos divulgam um raio de particula de cerca de 260 nm.
O raio da esfera pode ser influenciado pela concentracao
de CD3ac inicialmente dissolvido (antes da troca de
solvente) e situa-se na faixa entre cerca de 200 nm e
cerca de 1500 nm correspondentes a concentracgdes iniciais
de CD3ac entre 61,5 x 10°M a 923 x 10 ° M. Os dados de
DLS mostrados nas Figuras 3A a 3B se referem a particulas
de CD3ac formadas de CD3ac inicialmente dissolvido em 123
x 107° M. As particulas peptidicas obtidas (granulos) tém
baixa polidispersidade sem a necessidade de procedimentos
de dimensionamento como sonicacdo ou extrusdao, que Sao
comummente aplicadas para obter uma distribuicdo estreita

de tamanho, por exemplo, em suspensdes de lipidos.

A estrutura secundaria pode exercer, em parte, uma funcio
essencial na montagem de grdnulos de CD3ac. Sem o desejo
de se ater a qualgquer teoria, devido a dispersédo de 1luz,
pode ser dificil obter dados de dicroismo circular
quantificdveis de suspensodes coloidais contendo
particulas maiores que 50 nm de didmetro. Dessa forma,
quatro derivados estruturais de CD3ac (CD1, CD2, CD3 e
CD4), que nado sao acetilados e, portanto, sao carregados
e soluveis em Aagua (veja-se a Tabela 3) foram

sintetizados.
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Tabela 3: Sequéncias de aminodcidos e massa molecular de

péptidos sintetizados exemplificadores e derivados dos

mesmos

[Nome] Sequéncia MW (Da)
CD1 H-LK-LW-DL-LW-DL-LW-DL-LW-NI-1, 1228, 680
CD2 1-1-LK-LK-LW-DL-LW-DL-LW-DL-LW-NH; 1356,775
CD3 1-1-LK-LK-LK-LW-DL-LW-DL-LW-DL-LW-NH, 1484,870
CD4 H-LK-LK-LK-LK-LW-DL-LW-DL-LW-DL-LW-NH2 1612, 965

Ac-LK(Ac)-LK (Ac)-LK(Ac)-LW-DL-LW-DL-LW-

CD3ac 1652, 910
DL-LW-NH2

LCD3 H-LK-LK-LK-LW-LL-ILW-LL-LW-LL-LW-NI-1, 1484,870
Ac-LK(Ac)-LK(Ac)-LK (Ac) -LW-LL-LW-LL-LW-

LCD3ac 1652, 910
LL-LW-NH,

A Figura 4 mostra espectros de dicroismo circular de CD1
a CD4 em agua. Em geral, os péptidos de poli-L-lisina
carregados adotam uma estrutura secunddria espiral
aleatdéria e exibem elipticidades negativas entre 180 nm e
210 nm; ¢é apresentado no presente documento que o0s
péptidos com sequéncias de oligo-lisina mais curtas
mostram elipticidades aumentadas nessa faixa de
comprimento de onda. Também, um espectro espiral
aleatdério tipico tem pouca ou nenhuma influéncia sobre as
elipticidades acima de 210 nm; dessa forma, a faixa de
comprimento de onda entre 210 nm e 260 nm pode ser
atribuida quase inteiramente a influéncia da sequéncia
alternada de L-Trp e D-Leu. Por exemplo, a intensidade e
posicao do pico em 223 nm permanece inalterada visto que
o numero de residuos de lisina fixados ¢é wvariado,

indicando dque a estrutura secundaria de unidades de
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repeticdo de ILW-DL ¢é pouco ou nao afetada ©pelo
comprimento de oligo-lisina ligada a N-terminal -
possivelmente n&o influenciada pela presenga de maltiplas

cargas catidnicas nos residuos de lisina ligados.

Os espectros de dicroismo circular dos CD4-CD1 podem ser
teoricamente extrapolados para um CD0O imagindrio, que
poderia nao conter qualgquer lisina, para obter um
espectro maximo em cerca de 196 nm e 223 nm. Espectros
similares ndo foram observados em péptidos hidrofdébicos
sintéticos anteriores, porém foram relatados
anteriormente em estudos estruturais de gramicidina A, um
péptido antibidético de 15 aminodcidos derivado da

bactéria que vive no solo Bacillus brevis [16, 17].

0O motivo de estrutura secunddria de gramicidina ¢é uma
hélice amplo raramente observado na natureza e versatil
em termos de passo helicoidal, destreza manual e
configuracdo dimérica (estrutura qguaterndria) [17c,18],
dependendo da constante dielétrica de seu ambiente [19].
Embora a gramicidina A contenha um motivo alternado de L-
Trp e D-Leu, CD3ac apresentado no presente documento é
diferente de gramicidina em varios aspetos, por exemplo,
sequéncia peptidica e comprimento, modificacgdes
significativas de formilo e etanolamina ligadas de modo
terminal presentes em gramicidina. Por exemplo, a
sequéncia de gramicidina é hidrofdébica ao longo de seu
comprimento, porém CD3ac apresentado no presente
documento é anfifilico devido a adigé&o N-terminal de pelo
menos uma L-lisina (por exemplo, 1 L-lisina, 2 L-lisinas,
ou 3 L-lisinas) e acetilacdo de pelo menos um grupo amino

do péptido anfifilico.
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Sem o desejo de se ater a qualquer teoria, uma sequéncia
repetida de LW-DL pode resultar em um conjunto de angulos
phi e psi distintamente diferentes daqueles observados em
alfa-hélices isoladas, folhas beta e espirais aleatdrias,
e ser mals provavelmente governada por 1mpedimento
estérico; ligacgdes de hidrogénio intramoleculares
estdveis podem ser ocasionalmente observadas em péptidos
comparativamente curtos [20]. Embora tais estruturas
secunddrias e ligacdes de hidrogénio intramoleculares
possam existir em CD3ac, CD3ac provavelmente ¢é muito

curto para dobrar sobre si mesmo.

A  importéncia de estrutura secunddria em relacgdo a
montagem semelhante a grénulos foi demonstrada por
LCD3ac, um péptido de constituicdo idéntica (sequéncia de
aminodcidos), porém totalmente composta de L-aminodcidos.
LCD3ac se precipita em estrutura amorfa na faixa de
tamanho de micrémetros (Figura 5A) e o espectro de
dicroismo circular de LCD3 carregado tem caracteristicas
oa—helicoidais dominantes (Figura 5B). Os dados combinados
de SEM e dicroismo circular indicam gue o recurso de
precipitacdo esférica depende, pelo menos em parte, da
presenga de D-Leu e da estrutura secunddria especifica

induzida pelo mesmo.

Exemplo 2: Nanoparticulas Peptidicas Cd3ac Sélidas -

Encapsulagdo De Carga

CD3ac é o primeiro péptido sintetizado por guimica Fmoc
que forma particulas sdlidas na faixa de tamanho de nano-
e micrdémetros e é promissor para aplicacgdes de libertacédo
de farmacos. Embora as esferas de CD3ac precipitadas, em

algumas formas de realizacdo, em geral, ndo se adiram
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umas as outras e ndo tenham afinidade observadvel com
superficies de wvidro ou pléstico, as mesmas podem
encapsular moléculas de carga durante sua formacdo. CD3ac
foi co-dissolvido com 10 x 10 ° M 5-carboxifluoresceina
(CF), 10 x 10° M de 4,5,6,7-tetracloro-2',4',5"',7"'-
tetraiodofluoresceina (RB) e uma mistura equimolar de
ambos ©0s corantes, respetivamente. A experiéncia foi
realizada em pH 5 em que RB ¢é carregada, porém CF &
amplamente protonado exibindo Dbaixa solubilidade em
solucdo aquosa. O volume de solvente fol reajustado para
50 pL apds a contraevaporacdo, de modo que o contraste de
fluorescéncia entre os antecedentes e grédnulos peptidicos
possa determinar pelo menos qualitativamente a acumulacgao

de carga dentro das esferas.

CF bem como RB sdo absorvidos por granulos de CD3ac, em
vez de independente do estado de <carga do corante
(Figuras 6A a 6C). Entretanto, os granulos carregados com
CF agregam-se a montagens semelhantes a uva (Figura 6B)
enquanto as esferas carregadas com RB nao se aderem umas
as outras (Figura 6A), mais provavelmente devido a
exibicdo de RB carregada sobre ou prdéxima a superficie de

grénulo.

O corante hidrofébico como CF e corante relativamente
hidrofilico como RB podem ser encapsulados por granulos
de CD3ac. Sem o desejo de se vincular a teoria, moléculas
convidadas podem se pré-associar a CD3ac inicialmente (em
solucdo) e montagem mediante a remocdo de etanol. A
extensdo de pré-associacdo e, dessa forma, eficiéncia de
co-montagem, poderiam depender da afinidade de compostos
hospedeiros e convidados; no caso de derivados de xanteno

como CF e RB, a interacdo de estruturas de anel
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deslocalizadas poderia contribuir para sua pré-associacéo

a CDh3ac.

Para analisar a composicdo molar de granulos de CD3ac
carregados, o teor de corante de grénulos de C(CD3ac
carregados com RB foi quantificado. RB € prontamente
disponivel e soltvel em etanol bem como &dgua. Sem ater-se
a teoria, a solubilidade em &gua € obrigatdria para
evitar a precipitacédo de carga fora dos granulos
peptidicos mediante troca de solvente. Além disso, a
absorcédo de 1luz de RB nédo ¢é fortemente Dbruscamente
arrefecida em misturas de &gua e DMSO, isso permite a
quantificacé&o conveniente e precisa por densidade 6tica.

Brevemente, CD3ac e RB foram co-dissolvidos em razdes de
concentracdo variadas em 50% de EtOH. 50 pL foram
aplicados a placas de cristalizacdo de 24 ©pogos e
contraevaporados quatro vezes a 1 mL de H;O durante 16 h.
Todas as experiéncias foram realizadas em triplicado.
Esferas de CD3ac geralmente se precipitam apds cerca de
30 minutos, dependendo da concentracdo de RB. Apds o
equilibrio de solvente, o pélete de granulo formado foi
ressuspenso e normalizado com H,O0 a um volume final de
100 nuL. As amostras foram centrifugadas durante 30
minutos em 20.000 g, antes de 80 pL de sobrenadante serem
separados. Subsequentemente, a fracao de pélete restante
foi diluida a 1:1 com 20 upL de DMSO para dissolver as
montagens peptidicas. Ao contrario de etanol, a
utilizacdo de DMSO ajuda a reduzir a evaporacao de
amostra e produz valores de absorcado estdveis durante
pelo menos 5 minutos (o volume de amostra para uma
experiéncia UV-Vis é 4 ulL, veja-se a secgdo Materiais e

Métodos Exemplificadores anteriormente descrita).
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Os dados de quantificacdo de co-montagem estdo resumidos
na Figura 7A. A concentracdo de CD3ac foi mantida
constante em 615 x 10° M nas experiéncias descritas no
presente documento. A razao molar de corante inicialmente
dissolvido para péptido € fornecida como [RB]:/[CD3ac]:.
Por exemplo, em [RB]:/[CD3ac]i= 1 como a condicdo inicial
experimental, apds a formacdo de granulos, cerca de um
tergo da composigdo molar da esfera (nRBp/nCD3ac,) é RB
(circulos abertos conforme mostrado na Figura 7A) e
aproximadamente 25% de corante inicialmente dissolvido
foram carregados em granulos de CD3ac (nRB./nRBg,
triédngulos abertos conforme mostrado na Figura 7A).
Conforme mostrado na Figura 7B, a absorcéo de fracdes de
pélete e sobrenadante em 280 nm (absorcdo méxima de
triptofanos) indica que o CD3ac =se precipita qguase
quantitativamente na presenca de uma ampla faixa de
concentracdo de RB (a razé&o molar de RB para CD3ac
[RB]i/[CD3ac]: nas experiéncias descritas no presente
documento abrange 1,5 ordem de magnitude). A adicdo de
concentracgcdes maiores de RB pode resultar em mais
moléculas de corante co-montadas dentro de gréanulos de
CD3ac; entretanto, a relacéao de RB inicialmente
dissolvido e co-montado ndo é linearmente proporcional, e
a eficiéncia de co-montagem (nRBp/nRBi) alcancard um

limite de saturacéo.

A eficiéncia de encapsulacdo de RB em granulos de CD3ac
pode equivaler a pelo menos cerca de 30% p/p ou pelo
menos cerca de 40 mol-% ou mais em razdes de concentracéao
analisadas, isso corresponde a um aumento de cerca de 900
vezes de concentragcdo de RB ou um coeficiente de
separacdo logaritmico de RB em CD3ac/H,0 de 2,95.

Eficiéncias similares ou ainda maiores sdo contempladas
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para moléculas de carga hidrofdébica; entretanto, a
quantificacdo precisa de compostos insoluveis em 4&gua
pode ser propensa a artefactos devido a precipitacdo de
carga fora dos grénulos peptidicos mediante troca de

solvente.

A capacidade de CD3ac pré-associar e co-precipitar
eficientemente RB € considerdvel, pelo menos parcialmente
devido ao facto de RB ser duplamente carregada e soluvel
em &agua. De facto, sua solubilidade em &gua € cerca de
cinco vezes maior do que em etanol. Como apresentado no
presente documento, a montagem de gréanulo de CD3ac né&o é
inibida pela presenca de concentracdes equimolares de RB,

e & contemplado que, sem sSe ater a teoria, o péptido e

corante interagem principalmente por interacdes
aromdticas resultando, em vez disso, em ligacdo néo
especifica (em comparacao, por exemplo, com
avidina/biotina). Essa funcionalidade pode complementar

as propriedades de encapsulacao de nanoparticulas

lipidicas sdélidas bem como sistemas vesiculares.

E apresentada no presente documento uma sequéncia
altamente hidrofdébica de 10 aminodcidos sintetizados e
purificados em altos rendimentos e quantidades
preparativas. O péptido (CD3ac) pode ser montado em
granulos uniformemente conformados de baixa
polidispersidade de tamanho na auséncia de guaisquer
estratégias de moldagem. As medigdes de dicroismo
circular de derivados carregados de CD3ac indicam uma
relacdo estrutural com gramicidina D,L-helicoidal e a
funcdo essencial de D-Leu em relagdo a sua estrutura
secunddria especifica. LCD3, gue contém exclusivamente L-—

aminodcidos, exibe caracteristicas o-helicoidais e se
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precipita de modo amorfo em seu estado acetilado. CD3ac
pode encapsular tanto compostos hidrofilicos Como
hidrofdébicos com eficiéncias que excedem as estratégias
de encapsulacado existentes [15], por exemplo, resultando
em coeficiente de separacdo logaritmicos de pelo menos
2,95, e a eficiéncia de encapsulacdo ndo € limitada pela
concentracdo das espécies hidrofilicas em solucdo, a

menos que a mesma alcance um limite de saturacao.

De acordo com vVvarios aspetos e formas de realizacgdo
descritos no presente documento, o estado de particula
peptidica sdélida em conjunto com uma encapsulacdo de
carga altamente eficiente pode ser utilizado para reduzir
a degradacdo de substéncias farmacéuticas sensiveis e
dispendiosas e aplicado para libertar cargas Uteis altas
dentro das células. Tal sistema de libertacdo de farmacos
peptidicos pode aprisionar e acumular moléculas
convidadas (por exemplo, agentes ativos) em um
procedimento de uma uUnica etapa conveniente. Portanto, é
apresentado no presente documento um sistema de
libertagdo de farmaco ndo-polimérico baseado em bloco de
construcdo de aminodcidos naturais e sintese por qguimica
Fmoc, que pode aumentar a caixa de ferramentas atual de

espécies coloidais e é promissor para aplicacdes médicas.

Exemplo 3. Nanoparticulas de CD3ac com uma coroa de

proteina para aplicagdo de fdrmacos a células

Como descrito nos Exemplos 1 e 2, as nanoparticulas
peptidicas de CD3ac podem ser montadas a partir de CD3ac
dissolvido por adicdo de 4&gua: uma emulsdo se forma
espontaneamente como a mistura terndria (CD3ac, solvente

organico, H;0) € colocada na regido de duas fases (CD3ac,
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H,0). O processo de emulsificagdo é semelhante ao efeito
ouzo (8), entretanto, as goticulas de CD3ac endurecem
formando particulas sélidas a medida que o solvente
orgénico ¢ removido. 0Os Exemplos 1 e 2 demonstram que
moléculas neutras bem como aromdticas carregadas podem
migrar para a fase dispersa e ficar aprisionadas durante

a formacédo de particulas (5).

No Exemplo 3, é apresentado no presente documento um novo
sistema de libertacdo de farmacos que consiste na matriz
peptidica de CD3ac, carga aprisionada (Flutax—-2) e uma
coroa de transferrina, opcionalmente marcada com Alexa
Fluor 568 (Tfn-AF568) para propdsitos de visualizacéo.
Para avaliar a disposicaoc espacial dos reagentes em
particulas de CD3ac automontadas, os péptidos CD3ac foram
dissolvidos juntamente com Flutax-2 e Tfn-AF568 em 50% de
EtOH e o teor de EtOH foi reduzido nas etapas conforme
mostrado posteriormente em Materiais e Métodos
Exemplificadores. As Figuras 8A a 8I mostram imagens de
fluorescéncia das nanoparticulas de transportador de
fadrmaco peptidico de CD3ac resultantes. Nessa forma de
realizagdo, as nanoparticulas de CD3ac tinham cerca de 3
um de didmetro, 0 tamanho desenhado para ser
suficientemente grande de modo a distinguir a
distribuigcdo de fluorescéncia no nucleo e na superficie
por microscopia 6tica convencional. Sem se ater a teoria,
nanoparticulas peptidicas de CD3ac menores ou maiores
podem ser produzidas. Tfn-AF568 mostra um anel brilhante
de fluorescéncia na periferia de particula enguanto a
fluorescéncia de Flutax-2 ¢ igualmente distribuida ao
longo da particula (Figuras 8A a 8C). A eficiéncia de
aprisionamento foi medida determinando-se o coeficiente

de separacdo de Flutax-2 entre as particulas peptidicas e
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dgua (Figuras 9A a 9D). O coeficiente de separacdo de
Flutax-2 entre as particulas peptidicas e 4&gua foi
determinado como 5,25, isto é, sob condicdes
experimentais aplicadas, mais de 80% de Flutax-2 co-
dissolvido escapam da fase aquosa e ficam aprisionados
nas particulas. Tal valor de coeficiente de separacdo &
consideravelmente alto para um composto soluvel em &agua.

As proteinas sdo, em geral, ativas em superficie e podem
ser adsorvidas em interfaces sélido-1liquido.
Consequentemente, procurou-se determinar se as particulas
em contato com solugdes proteicas podem ficar cobertas
com uma camada de proteinas chamada de "coroa de
proteina” (10). Com 1isso, foi avaliado se a Dborda
pronunciada de fluorescéncia vermelha representa uma
coroa dgque consiste em TfIn-AF568. Para avaliar isso, as
particulas descritas no presente documento foram
incubadas durante 6 horas em 50 pg/mL de tripsina. A
borda desapareceu enquanto a distribuicdo espacial da
carga de Flutax-2 permaneceu 1inalterada (Figuras 8D a
8F). A quantificacdo de perfis de nivel de cinza indicou
que a intensidade da borda de Tfn-AF568 foi reduzida em 3
vezes apds a incubacdo de tripsina (Figura 8G). Ao mesmo
tempo, a remogdo da coroa de Tfn-AF568 resultou num
aumento de fluorescéncia verde de Flutax-2 até um fator
de 13 (Figura 8H) , originando-se na sobreposicao
espectral de absorcdo de Tfn-AF568 e emissdao de Flutax-2.
Em conjunto, essas experiéncias indicam que a auto-
montagem de CD3ac, Flutax—-2 e TIn-AF568 resulta na
formacdo de particulas com Flutax-2 aprisionado e uma
coroa de TIn-AF568 adsorvido em superficie. A
tripsinizacdo das particulas automontadas pode resultar
em degradacdo proteolitica de TfIn-Af568 seguido de

dessorcdo de superficie dos fragmentos (Figura 8I).
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As particulas para aplicacdo de farmacos tém, em geral,
entre 8 nm e 200 nm de didmetro visto que ¢é menos
provavel que essa faixa de tamanho seja eliminada pelos
rins e figado (4). Também, a endocitose mediada por
recetor, um mecanismo possivel para a absorcdo de
particulas contendo féarmacos alvejadas, ¢é dependente de
tamanho e mais eficiente para particulas menores gue
cerca de 150 nm (11). Para reduzir o tamanho de particula
de CD3ac, concentracdes peptidicas mais baixas foram
dissolvidas antes da emulsificacdo: As Figuras 10A a 10C
mostram imagens de microscopia de fluorescéncia de
particulas peptidicas preparadas a partir de 492 uM, 246
M e 123 uM de CD3ac, montadas na presenca de 10 pg/mL de
Tfn-AF568. As diferencas de tamanho resultantes séao
resumidas na Figura 10D por perfis de intensidade de
fluorescéncia associada a particulas. o) anel
caracteristico, ainda visivel em 492 pM, nédo pode ser
observado em particulas menores devido ao limite de
difracdo de 1luz wvisivel, embora a microscopia oética
confirme a presenca de TIn-AF568 em particulas menores
que 300 nm (Figura 10E). Para confirmar a formacadoc de
coroa de Tfn-AF568 sobre as nanoparticulas (d<100 nm), a

microscopia eletrdénica de transmissdo (TEM) foi aplicada.

PNpFon

Para propdsitos de brevidade, Leape & utilizado no
presente documento como um acrénimo para nanoparticulas
peptidicas de CD3ac automontadas na presenca de carga
(por exemplo, Flutax—2 utilizado no presente documento) e
coroa (por exemplo, TIn-AF568 utilizado no presente
documento). As Figuras 10F a 10I mostram imagens TEM de

particulas de PNP em véarias configuracdes :PNPriytax—2

A PR DR AN I8
PNPIS

(Figuras 10F a 10G) (Figuras 10H a 10I).

Ambas as amostras foram coradas com acetato de uranila,
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separando-se as particulas brilhantes e o fundo escuro.
PNPFlutax-2 foram detetados em grandes numeros, e
distribuidos de maneira uniforme sobre o filme de carbono

(Figura 10F). Em contrapartida, apenas algumas particulas

F&;F?}g& - &858

poderiam ser detetadas na Fyae~¥ amostra; em vez disso,
as mesmas se aglomeram (Figura 10H), indicando o processo

de desidratacdo e evaporacado de &agua residual durante a

preparagao de amostra e, dessa forma, a afinidade
diferencial ao suporte de carbono hidrofdébico. Uma
ampliacdo maior (Figura 101I) mostra uma borda de
contraste intermediario sobre a interface de

nanoparticula. A espessura média da mesma de 9,85 nm
(desvio padrdo = 2,1, n = 99) estd de acordo com O
didmetro de proteina esperado (12). Embora ambas as
amostras sejam preparadas pelo mesmo protocolo, 0

didmetro médio de PNPFlutax -2(100 nm, Figura 10J) era

F&P?ﬁm&t"ﬁaﬁ
duas vezes aquele de Bww-§ © (51 nm, excluindo a coroa,
Figura 10K). Sem o desejo de se vincular a teoria, o

tamanho médio de particulas peptidicas depende nédo so
parcialmente da concentracdo de péptidos como também
parcialmente da presenca de molécula ativas em superficie
que estabilizam a emulsdo precoce no processo de
separacdo de fases (8). Dessa forma, essas andlises por
microscopia eletrdénica indicam que os didmetros de
particula peptidica podem ser controlados até dez
nandémetros, por exemplo, ao modular parametros de
processamento diferentes, por exemplo, mas sem se limitar
a, concentracdo de péptidos e/ou concentragdo e/ou tipos
de moléculas ativas de superficie. Juntamente com as
imagens de microscopia de fluorescéncia das Figuras 8A a
8F, as 1imagens TEM indicam a presenca de uma coroa de

Tfn-AF568 sobre PNPs.
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Exemplo 4. Aplicagdo de Flutax-2 a células CHO por

nanoparticulas de CD3ac com uma coroa de proteina

A ligagcado seletiva a recetores de transferrina (TfR)
depende da funcionalidade da coroa de proteina: sua
funcao pode ser comprometida por desnaturacao de
proteina, impedimento estérico (aglomeracgao) ou
orientacdo desfavordvel em relacdo a superficie de PNPs.
A acumulacdo de PNPs sobre as superficies celulares pode
ser atribuido a interacdes especificas e/ou associacdes
ndo especificas de coroa-recetor. Por exemplo, as forcas
eletrostaticas (Coulomb) e eletrodinémicas (Van der
Waals) podem contribuir para associacdo ndo especifica
(13-15). Para testar a funcionalidade da coroa detetada
mediando-se a ligacdo especifica, o numero de PNPs
associadas a superficie celular foi correlacionado a
densidade de TfR disponivel utilizando-se protocolos
experimentais independentes: a) ligacdo de PNP por Tfn em
solucdo; e b) comparacdo de ligacdo de PNP entre células
de ovario de hamster chinés que expressam TfR (CHO) e
células TRVb, que sédo derivadas de tecido ovariano de
hamster chinés que é desprovido de TfR enddgeno, porém
expressa TfR2 (16). As Figuras 11A a 11H mostram imagens
de microscopia de células CHO incubadas durante uma hora

com ¥ | Uma acumulacdo significativa de PNPs foi
detetada dentro do perimetro celular projetado (Figuras
11A a C) que poderia ser Dblogqueado incubando-se as
células CHO com 17 pM de Tfn né&o marcado (Figura 11D a
11F). 1Isso 1indica que as interagbes de PNP com a
superficie celular dependem de TfR livremente valente. A
Figura 11G mostra que a densidade de TfR inferior em TRVDb

resulta em uma taxa de associagdo significativamente
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PP
reduzida de %" #wa=t . A incubacdo de TRVb com 17 upM de
Tfn nao bloqueado bloqueia a ligacéo de
§}§g F?}‘w&f’ Ric p ?@F?}B\\Qﬁ hi3

fae®  indicando gque nessas células ¥ interage
principalmente através do TfR2 recetor de baixa
abundancia. A aplicacdo de Tfn em excesso nao sé pode
competir com as PNPs por TfR como também trocar TIn-AF568
fluorescente na coroa de particula por Tfn nao
fluorescente. Para avaliar essa possibilidade, a
distribuicdo de intensidade de fluorescéncia de PN Tfn-AF
568>incubado a 37°C na presenga e auséncia de 17 uM de
Tfn apds 24 horas foi comparada e houve diferencas
insignificantes (Figuras 9C a 9D). Isso indica que a taxa
de 1ligacdo mediada por TfR de PNPs sobre a superficie
celular é¢ muito mais rdpida do que a troca de proteina
sobre a superficie de PNP. Juntamente com os resultados
apresentados nas Figuras 11A a 11H, as PNPs s&o mostradas
ligando-se a TfR especificamente através da coroa de Tfn-

AFD68.

PNpI-arss - : :
sy pPOssa se ligar a células através de

Embora
interacbes com TfR, Tfn poderia se dissociar da coroa de
PNP antes de a internalizacdo ocorrer, e/ou a diferenca
de tamanho entre proteinas de Tfn simples e uma NP pode
afetar a absorg¢ao celular. Dessa forma, procurou-se em
seguida determinar se as particulas podem ser
internalizadas por células. A distingdo entre PNPs
associados e internalizados pode nao ser simples devido
ao formato plano de células aderentes a superficie e uma
resolucéo z limitada de microscopia 6tica. Como
anteriormente mostrado, a remocao de Tfn-AF568 da
superficie de particula pode ser detetada por um desvio

pronunciado de razdo de fluorescéncia verde para vermelha
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(G/R). Com isso, a distribuic¢do de G/R foi medida para
distinguir entre PNPs associadas e internalizadas em
células, conforme mostrada nas Figuras 12A  a 12M,
respetivamente. As células CHO foram fixadas e imageadas

apds 1 hora (Figuras 12A a 12E) e apds 6 horas (Figuras

TP e
F&SFWWQ . Apdés 1 hora, a

12G a 12K) de incubagao com
distribuigcdo de G/R mostrou um pico estreito em torno de
1,5 para ambas as PNPs dentro (Figura 12E, barras pretas)
e fora (Figura 12E, barras cinzas) do perimetro celular.
Conforme mostrado na Figura 12K, apds 6 horas, a
populacdo de PNPs dentro do perimetro celular (barras
pretas) exibiu um desvio significativo em direcdo a
valores mais altos de G/R, enquanto a distribuicdo de G/R
de PNPs fora do perimetro celular (barras <cinzas)
permaneceu confinada em torno de 1,5. Sem o desejo de se
vincular a teoria, € contemplado que apds a incubacgdo
durante 1 hora, a maior parte de PNPs ainda ndo alcancou
um compartimento lisossdémico e aquelas que foram
internalizadas ainda tém uma coroa intacta contendo Tfn-
AF568; apdés seis horas, a maior parte de PNPs foi
transportada para dentro de lisossomas e suas coroas de
proteina foram proteoliticamente digeridas. Os produtos
de degradacdo menores podem se dissociar da superficie de
particula devido a forgas de Van der Waals mais fracas
(17) . Em analogia a um aumento em G/R apds a remocdo da
coroa por tripsina (Figura 8H), a digestdo proteolitica
da coroa de PNP em lisossomas pode produzir um aumento
nos valores de G/R de PNPs internalizadas. 1Isso &
corroborado pelos valores de G/R ndo carregados de PNPs
detetados sobre a superficie de vidro. As alteracgbes em
G/R podem ser utilizadas no presente documento como um
indicador qualitativo de PNPs internalizadas (devido a

cinética de digestdo relativamente lenta) para demonstrar
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que as PNPs com uma coroa de Tfn-AF568 podem entrar ou
ser absorvidas pelas células, por exemplo, por endocitose

mediada por clatrina através de TfR(18).

Para avaliar se a ligagdo e internalizacdo de PNPs podem
resultar na importacgdo seletiva de carga de molécula
pequena, a libertacdo de Flutax-2 encapsulado dentro das

células foi analisada 24 horas apdés a adicdo de

PNPo , .

: S~ dentro das células (Figuras 13A a 13I). Flutax-2
é um derivado modificado Oregon Green (0G) de
paclitaxel (19), um inibidor mitdético aplicado em terapia
de céncer (20). Ao contrario de sua forma ndo marcada,
Flutax-2 ¢é carregado e soluvel em &gua na concentracéo
aplicada e, consequentemente, ndo penetra a membrana
celular. Dessa forma, foi utilizado um composto modelo
para investigar a eficiéncia e especificidade de
aplicacédo de molécula pequena por PNPs ao citosol. As
células CHO foram incubadas durante 24 horas com 0,67 pM
de Flutax-2, tanto dissolvidas em meio (Figuras 13A a

PATRife-aF e
13C) como aprisionadas em géﬁﬁwmﬁ- (Figuras 13D a 13G).

A emissédo de Flutax-2 no citosol foi calculada pela média
para quantificar a quantidade de composto aplicado as
células. A permeacdo direta de Flutax-2 dissolvido
através de membranas celulares poderia ndo ser detetada

visto que a fluorescéncia resultante ndo excedeu o nivel

de autofluorescéncia (Figura 13B e 13I). Por outro lado,
. : PNPTS .
a 1incubag¢ao com ° Flasp~ resultou em um sinal de

fluorescéncia verde difuso forte (Figuras 13E e 13G),
indicando a aplicacado de Flutax-2 ao citosol. A aplicacéo
foi significativamente reduzida por competicao de
interag¢des PNP-célula com 17 uM de Tfn dissolvidos e néo

marcado em meio de cultura celular (Figura 13H). Também,
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a taxa total de aplicacdo era significativamente mais
baixa para células de TRVb, que expressam apenas T£fR2

(Figura 13H).

E apresentado no presente documento um sistema de
libertacdo de farmacos alvejado que consiste em matriz
peptidica de CD3ac, Flutax-2 impermedvel a membrana
celular como uma carga e Tfn-AF568 como um ligando de
recetor de superficie celular especifico, de acordo com
uma ou mais formas de realizacdo descritas no presente
documento. Todos os trés componentes podem se automontar
para formar particulas carregadas e funcionalizadas com
farmaco mediante a aplicacdo de um procedimento de uma
Ginica etapa (por exemplo, uma Unica etapa de cerca de 15
minutos). Sem se ater a teoria, a simplicidade de sistema
e protocolo de formacdo se origina na interacdo planejada
de todos os componentes envolvidos: CD3ac ndo €& sbé o
material de matriz, porém substitui as rotinas de
encapsulacdo devido a sua alta afinidade a moléculas
aromdticas pequenas. O processo de absorcdo de carga
provavelmente se assemelha a uma extracdo liquida de duas
fases em que Flutax-2 escapa da fase aquosa e se acumula
em goticulas de péptido, provavelmente devido a alta
afinidade entre sistemas de anéis deslocalizados de
triptofanos e Flutax-2. Adicionalmente, a solubilidade do
péptido em solventes orgénicos suaves permite a
dissolugcdo simulténea e auto-montagem de todos o0s
componentes envolvidos. A presenca de Tfn-AF568 durante a
emulsificacédo de CD3ac resulta na formagcdo de uma coroa
de proteina, alvejamento de PNPs contra TfR.
Adicionalmente, a presenca da proteina sobre a superficie
de particula pode permitir a modulacdo de tamanho de

particula devido a sua atividade de superficie e, dessa
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forma, estabilizacdo precoce da emulsdo peptidica.
Mediante a internalizagcdo de PNPs em compartimentos
lisossdmicos, a digestdo proteolitica em uma escala de
tempo de algumas horas pode remover a coroa €, PpPOr sua
vez, libertar a carga aprisionada no citosol em uma
escala de tempo de dias. A razdo de fluorescéncia de
verde encapsulado (por exemplo, Flutax-2 wutilizado no
presente documento) e o0s corantes vermelhos aderentes a
superficie (por exemplo, Tfn-AF568) pode desviar para um
valor mais alto (por exemplo, por um fator de 13) a
medida que a coroa é removida e esse desvio pode permitir
uma descricdo qualitativa de absorcédo de particula
celular. A ligacdo de PNP a TfR e faixa de tamanho das
particulas indicam absorcdo de particulas, por exemplo,
através de endocitose mediada por clatrina. Sem o desejo
de se wvincular a teoria, a libertacdo de carga pode
voltar para a degradacdo proteolitica de PNPs no
lisossoma. E provadvel que a estrutura de produtos de
degradacdo de C(CD3ac carregados penetre as membranas

lipidicas e pode resultar na rutura de lisossomas (21).

Materiais e métodos exemplificadores (para exemplos 3 a

4)

Solugbes—mde: Sintese e purificacdo de CD3ac foi descrita
em Materiais e Métodos Exemplificadores para Exemplos 1 a
2 (Veja-se, por exemplo, Dittrich e Meier (2010)
Macromolecular Bioscience 10: 1406) . Brevemente, o)
péptido foi sintetizado em uma fase sélida utilizando
quimica de grupo de protegcdo Fmoc e purificado em
material de cromatografia Cl18 em fase reversa (RP)
aplicando-se um gradiente de acetonitrilo e 4&gua. A

pureza foi determinada por integracdo de pico de perfis
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de eluicdo por RP-HPLC em A“"’

e excede 95%. As solucdes-
mae de CD3ac foram preparadas dissolvendo-se o péptido em
EtOH:H,O (1:1 v/v). A concentracdo fol determinada por
absorcao (Thermo Scientific Nanodrop 2000) em 280 nm em
uma mistura de EtOH:H,0:DMSO 1:1:2 considerando €350=
21780. A concentracgdo peptidica foi ajustada para 742 uM
com EtOH:H,O0 (1:1 v/v), e aliquotas de 200 puL foram
armazenadas a -80 °C até a wutilizacdo adicional. Tfn-
AF568 (Invitrogen, T-23365) foi dissolvido em uma
concentracdo de 500 npg/mL e armazenado a +4°C. Flutax-2

(Invitrogen, P22310) foi dissolvido em uma concentracgao

de 40 pM em H,O:EtOH (1:1) e armazenado a -80°C.

Montagem de particula e formacdo de coroa: PNPs foram
montadas misturando-se as solugcdes-méae de CD3ac, Tfn-
AF568 e Flutax—-2 para produzir concentracdes finais de
123 puM de CD3ac, 6 pM de Flutax-2 e 10 pg/mL de Tfn-AF568
em H,O:EtOH (1:1, v/v). A emulsificacdo foi induzida por
uma primeira etapa de diluicao (1:1, H;0) seguido de um
periodo de equilibrio de 15 minutos antes de o teor de
etanol ser adicionalmente reduzido para 25 % pela segunda
etapa de diluigdo (1l:1, H;0). Aliguotas de 50 pL da
suspensao resultante foram aplicadas a placas de
cristalizacdo de gota depositada de 24 pocos (Hampton
Research, Cryschem) e contraevaporadas 3 vezes contra 1

mL de H,0 durante seis horas.

Experiéncias de Células Cultivadas: Linhagens celulares
CHO foram desenvolvidas em F12:DMEM 1:1 (Cellgro, 10-090)
mais 10% de soro fetal bovino (Gibco). 2 x 10° células em
0,5 mL foram inoculadas sobre coberturas de vidro (VWR,
89015-724) em placas de 24 pocgos (Falcon, 353047) e

incubadas por 16 horas. As células foram lavadas 1x com
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PBS e incubadas durante mais 30 minutos em meio Ham F12
(Cellgro, 10-080) antes de 50 pupuL de solucdo de
nanoparticula (NP) (como preparado acima) em 250 uL de
Fl12 serem aplicados. A concentracdo de CD3ac utilizada em
incubacdo celular, dessa forma, corresponde a 8,3 ug/mL,
ignorando o peso de Flutax-2 e Tfn-AF568 associados. Em
ensaios de competicdo, as células foram pré-incubadas por
30 minutos em meio F1l2 contendo 17 uM de Tfn (Sigma,
T1283) antes de uma solugdo de 50 pL de PNP em 250 uL de
F12 contendo 17 uM de Tfn ser adicionada. As amostras
foram fixadas com 3 % de paraformaldeido (Sigma, P6148)
em PBS, montadas em lédminas utilizando meio de montagem
fluorescente (Dako, S3023) e analisadas dentro de 24

horas.

Fluorimetria: As experiéncias de fluorescéncia foram
realizados em um leitor de placa BMG FLUOstar Omega em
placas pretas de 384 pogos (MP100-1, Matrical). Séries de
diluicdo de Tfn-AF568 e Flutax—-2 foram medidas em
H,O0:DMSO:FBS 6:3:1 (V:V:V) e os pontos de dados foram

ajustados linearmente.

Tabela 4: Pardmetros Exemplificadores Determinados A

Partir De Regressdo Linear De Dados

Tfn-AF568 Flutax-2
Erro Erro
Valor Valor
Padréao Padréao
Intercecéo 4501, 69 234,76 4809, 00 85,56
Coeficiente . 10 .
1,011x10 5750,49 1|5,573x10 2,515x10
angular

R? 0,99977 0,99986
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Para determinar as eficiéncias de encapsulacdo de Flutax-
2, PNPs foram montadas com o procedimento descrito acima
na presenga de uma concentracdo fixa de Tfn-AF568 (10
ng/mL) e gquantidades variadas de Flutax-2 (1,6 uM, 4 upM,
8 uM, 12,5 pM e 16 pM). Apds a montagem em placas de
cristalizacdo (veja-se acima), as amostras de PNP foram
normalizadas com H;O a 100 pL e centrifugadas durante 1
hora em 16.000 g antes de 80 pulL serem separados da fracéo
de pélete. Ambas as fracgdes foram normalizadas a 133,3 plL
em H;O:DMSO:FBS 6:3:1 (v:v:v) antes de 120 plL serem
aplicados a placa de pPoco e a intensidade de

fluorescéncia ser medida.

Microscopia Eletrdénica de Transmissdo: As amostras de PNP
foram preparadas conforme descrito acima. 5 pL de PNPs
suspensos em H;O foram aplicados a uma grade de cobre
revestida com filme de carbono (400 square mesh, Electron
Microscopy Sciences) e secos. A amostra foi corada com 10
nL de 1 % de acetato de uranilo durante um minuto. O
excesso de corante foi removido com um papel filtro e
subsequentemente aplicado a um Tecnail G 2>Spirit BioTWIN.
Microscopia: As células fixas foram analisadas em um
microscdédpio invertido Nikon Ti equipado com uma lente
objetiva 60x Plan Apo NA 1.4. A fluorescéncia de DAPI foi
excitada com um filtro 360/40 e recolhida como um filtro
de emissdo 460/50. A fluorescéncia de Oregon Green foi
excitada com 360/40 e recolhida como um filtro de emisséo
480/40. A fluorescéncia de AF568 foi excitada com 545/30
e recolhida como um filtro de emissdo 620/60. As imagens
foram adgquiridas com uma cdmara CCD refrigerada Hamamatsu
ORCA R2 controlada com software MetaMorph 7. Gama, brilho
e contraste foram ajustados em imagens exibidas (de forma

idéntica para conjuntos de imagens comparadas) utilizando
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o software 1Imaged. Secgdes Oticas de série z foram
recolhidas com um tamanho de passo de 0,25 micron
situando-se na faixa da lé&mina de vidro para a PNP mais
alta detetédvel utilizando um motor de foco Prior Proscan
IT. As amostras observadas apdés 1 hora e 6 horas de
incubacdo de PNP sdo projecbes de pilhas méximas
(mescladas) de AF568 e canals de Oregon Green (0G). As
amostras observadas apdés 24 horas foram obtidas por
projecdo média de fluorescéncia de Oregon Green e
projecdo maxima de pilhas de AF-568. A projecdo média de
oG foi utilizada para quantificar diferencas em
fluorescéncia de Flutax-2 no citosol. Os perimetros
celulares foram segmentados manualmente em imagens de
DIC. A madxima de pontos de fluorescéncia foi extraida por
Imaged (v. 1.43u) utilizando uma tolerédncia a ruidos de

50 na classe publica MaximumFinder.

Exemplo 5. Aplicacdo de nocodazol em células HeLa com uma

ou mais formas de realizagcdo de nanoparticulas de CD3ac

A Figura 16A mostra uma forma de realizacdo das
nanoparticulas de CD3ac, em que EGF (opcionalmente
marcado com vermelho Texas para propbdsitos de
visualizacdo) ¢ um ligando de alvejamento celular. Tais
nanoparticulas de CD3ac com EGF como um ligando podem ser
absorvidas pelas células, conforme mostrado na Figura
16B. Para produzir granulos de CD3ac encapsulados cm
nocodazol, em algumas formas de realizacdo, 21 uM de
Ch3ac, 2 ug/mL de EGF (marcado com Vermelho Texas para
propdésito de visualizacgdo) e 20 a 40 uM de nocodazol
foram dissolvidos em um solvente organico (Figura 17A ou
17G). A troca de solvente por &gua pode resultar na

formacdo de uma emulsdo e, dessa forma, nanoparticulas
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s6lidas CD3ac contendo nocodazol e EGF. Em algumas formas
de realizacao, pelo menos uma porcgao de EGF foi
encapsulada em granulos de CD3ac. Adicionalmente, EGF
pode ser adsorvido sobre a superficie externa das
microesferas de CD3ac, resultando em microesferas de

CD3ac funcionalizadas com EGF.

Apds a incubacdo de células HelLa em meio contendo tais
particulas de CD3ac encapsuladas com duas concentracdes
diferentes de nocodazol (20 pM ou 40 uM), imagens
microscdédpicas fluorescentes (Figuras 17B a 17F e 17H a
17K) mostram que as particulas de CD3ac funcionalizadas
com EGF foram absorvidas pelas c¢élulas Hela e ©
microtubulo naquelas células Hela tratadas com particulas
de CDh3ac funcionalizadas com  EGF foi amplamente
despolimerizado. Entretanto, as células Hela tratadas com
0 sobrenadante de suspensdes de CD3ac pré-incubadas e
centrifugadas ainda contém microtubulos intactos. Isso
indica que nocodazol pode ser aplicado as células pelas

particulas de CD3ac funcionalizadas com EGF.

Sem o desejo de se vincular a teoria, a 1ligacgdo e
absorcédo de microesfera pelas células podem ocorrer
através da interacdo de EGF adsorvido sobre a superficie
das particulas de CD3ac com EGFR presente nas células

Hela.

Exemplo G. Alvejamento de nanoparticula de CD3ac com IgG

0 alvejamento de nanoparticulas de CD3ac com IgG pode ser
preparado em um procedimento de etapa Unica conforme
descrito no presente documento. A Figura 18A mostra que

anticorpos IgG (por exemplo, mas sem se limitar a, IgG
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anti-transferrina ou IgG anti-coelho) podem ser
absorvidos pela nanoparticula de CD3ac. Além disso,
conforme mostrado na Figura 18B, a 1incubacao das
nanoparticulas de CD3ac funcionalizadas com IgG anti-
transferrina com transferrina A-546 gerou sinais de
fluorescéncia (indicados por pontos brancos), indicando
que a IgG estd presente sobre a superficie de
nanoparticulas de CD3ac e permite a ligacdo da IgG com
transferrina A-546. De modo similar, a incubacdo das
nanoparticulas de CD3ac funcionalizadas com IgG anti-
transferrina com um anticorpo secundario (por exemplo,
IgG anti-coelho pode ser wutilizada se a IgG anti-
transferrina estiver elevada em coelhos) também resultou
na ligacdo da IgG presente sobre a superficie de
nanoparticulas de CD3ac com o0s anticorpos secundarios
(indicados por pontos brancos na Figura 18C). E provavel
que a orientacdo de IgG na interface das nanoparticulas
seja 1isotrdépica (Maleatdria"), por exemplo, o sitio de
ligagcdo ao antigeno e/ou o epitopo para os anticorpos

secunddrios estdo expostos e acessiveis.

Exemplo 7. Aplicagdo de moléculas de dcido nucleico (por
exemplo, ADN ou ARN) por particulas peptidicas (por
exemplo, particulas peptidicas de CD3 ou particulas

peptidicas mistas que compreendem péptidos CD3ac e CD3)

A transfecdo de ADN/siARN pode ser estabelecida por uma
particula peptidica que é 1) carregada e 1ii) estéavel.
Embora as particulas de CD3ac (sequéncia peptidica
mostrada na Tabela 3) sejam insoluveis em 4&gua, as
mesmas, em geral, nado sdo carregadas e, portanto, &
improvavel que se liguem a moléculas de &acido nucleico

(por exemplo, ADN ou ARN incluindo, mas sem se limitar a,
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S1ARN) . O péptido de CD3 (sequéncia peptidica mostrada na
Tabela 3) contém 4 aminas primdrias (3 lisinas + 1
terminagdo N) que podem ser tanto carregadas como

acetiladas.

Para avaliar a eficiéncia de transfecao celular
utilizando-se péptidos CD3, as células HeLa foram
incubadas com uma mistura de péptidos CD3 (com uma
sequéncia peptidica mostrada na Tabela 3) e moléculas de
dcido nucleico anidnicas (por exemplo, ADN de cadeia
simples), ambas dissolvidas no meio de cultura celular em
uma razdao molar de cerca de 3,7: 1 (CD3: ssDNA). Para
visualizar facilmente a presenca de ssDNA dentro de uma
célula, uma porcdo do ssDNA adicionada ao meio de cultura
celular foi marcada com um marcador detetédvel (por
exemplo, Alexa Fluor 488; AF488). Como mostrado nas
Figuras 19A a 19B, a presenca de péptidos CD3 no meio de
cultura celular resulta em fluorescéncia aumentada no
citosol (Figura 19A), em comparagdo com o controlo
(Figura 19B). Dessa forma, uma mistura de péptidos
anfifilicos com carga positivas descritos no presente
documento (por exemplo, péptidos CD3) e moléculas de
dcido nucleico anidnicas (por exemplo, ADN ou ARN
incluindo, mas sem se limitar a, siARN) pode aumentar a
eficiéncia de transfecdo de células com moléculas de
4dcido nucleico, em comparacdo com a transfecdo celular na
auséncia dos péptidos anfifilicos com carga positivas
descritos no presente documento (por exemplo, péptidos
CD3). Sem o desejo de se vincular a teoria, devido a
estrutura anfifilica e grupos polares catidnicos dos
péptidos descritos no presente documento (por exemplo,
péptidos CD3), algumas formas de realizacdo dos péptidos

anfifilicos descritos no presente documento (por exemplo,
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péptidos CD3) podem ser utilizadas como péptidos de

penetracao celular ou agentes de transfecdao celular.

Procurou-se em seguida determinar se oS péptidos
anfifilicos nédo acetilados (por exemplo, péptidos CD3)
podem se automontar na presenca de moléculas de 4&cido
nucleico para formar artigos de péptido contendo 4&cido
nucleico. Para esta finalidade, uma mistura de péptidos
CD3, ssDNA, e transferrina foi submetida a eletroforese
em agarose (visto que quaisquer particulas peptidicas
formadas poderiam ser muito grandes para migracdo através
do gel de agarose). Algum ssDNA na mistura foil marcado
para a visualizacdo de seu movimento em gel de agarose,
enquanto a transferrina marcada (por exemplo, AF568-Tfn)
foi adicionada a mistura de péptido-acido nucleico para
monitorar a presenca de particulas peptidicas. (Como
anteriormente descrito nos Exemplos 3 a 6, um ligando
(por exemplo, transferrina) adicionado a uma mistura
peptidica, em geral, se forma sobre a superficie externa
das particulas peptidicas). Conforme mostrado na Figura
207, a co-localizacdo de sinal de Tfn-AF568 e sinal de
SssDNA-AF488 na zona de carregamento da agarose apds a
eletroforese durante cerca de 40 minutos indica que as
particulas peptidicas foram formadas a partir da mistura
que compreende péptidos CD3 e moléculas de acido nucleico
(por exemplo, AF488-ssDNA) e, dessa forma, eram incapazes
de migrar para dentro do gel de agarose ao longo do
tempo, enquanto outras moléculas de proteinas em excesso
(por exemplo, ssDNA e Tfn) migraram em direcdo ao anodo.

A eficiéncia de co-precipitacdo de péptidos anfifilicos
ndo acetilados (por exemplo, péptidos CD3) e moléculas de
4dcido nucleico (por exemplo, SsDNA) também foi avaliada e

quantificada, por exemplo, por um método de cromatografia
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HP-WAX (troca anidnica fraca). por exemplo, os péptidos
CD3 e ssDNA foram co-precipitados para formar particulas
peptidicas contendo ssDNA antes da centrifugacdo e
separacdo de sobrenadante e pélete, ambos os quais foram,
entdo, submetidos a uma maquina de cromatografia HP-WAX.
Conforme mostrado na Figura 20B, a maioria dos péptidos
CD3 e ssDNA foi detetada no pélete das particulas
peptidicas, em comparacdo as gquantidades no sobrenadante,
indicando que a formacdo de particulas peptidicas
contendo ssSDNA pelo método de co-precipitacdo € altamente

eficiente.

Serd observado que uma mistura de ©péptidos CD3 e
moléculas de 4&cido nucleico pode se automontar para
formar particulas estédveis em 4&gua pura; entretanto, os
mesmos geralmente ndo sdo estaveis e se dissolvemn,
respondendo ao aumento de resisténcias a sal e

temperaturas mais elevadas.

Sem limitacd&o, hé& dois métodos exemplificadores para
reduzir a solubilidade de nanoparticulas peptidicas
contendo 4acido nucleico (por exemplo, ADN ou ARN
incluindo siARN). Por exemplo, a primeira abordagem pode
implicar uma mistura de péptidos completamente acetilados
(por exemplo, CD3ac com uma sequéncia peptidica conforme
mostrado na Tabela 3) e péptidos parcialmente e/ou nao
acetilados (por exemplo, CD3 com uma sequéncia peptidica
conforme mostrado na Tabela 3) durante a montagem de
particula. Mesmo que CD3 seja soluvel em A&gua, O mesmo
pode se co-precipitar com CD3ac. Dessa forma, uma carga
liquida da nanoparticula peptidica pode ser facilmente
modulada, por exemplo, ao controlar a concentragcadao ou

razdo molar de péptidos parcialmente e/ou ndo acetilados
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(por exemplo, CD3) e péptidos completamente acetilados
(por exemplo, CD3ac). Somente a titulo de exemplo, mais
CD3ac pode aumentar a estabilidade de particula enquanto
mais CD3 pode render capacidades de carregamento
superiores para siARN/ADN bem como um maior potencial
para penetrar as membranas celulares devido a suas cargas
liquidas. O elemento perito na especialidade ©pode
determinar a razao ideal de CD3 para CD3ac em
nanoparticulas peptidicas mistas para aplicacdes
particulares, por exemplo, aplicacdo de siARN ou ADN. Em
algumas formas de realizacdo, os péptidos parcialmente
e/ou nado acetilados (por exemplo, CD3) podem estar
presentes entre 5 mol % e 50 mol % em nanoparticulas
peptidicas mistas. Em algumas formas de realizacdo, o0s
péptidos completamente acetilados (por exemplo, CD3ac)
podem estar presentes entre 5 mol % e 95 mol % em
nanoparticulas peptidicas mistas. Em varias formas de
realizacdo, a concentracdo ou razdes molares dos péptidos
parcialmente e/ou ndo acetilados (por exemplo, CD3) para
péptidos completamente acetilados (por exemplo, CD3ac)
pode situar-se na faixa de cerca de 1: 100 a cerca de
50:1; ou de cerca de 1:50 a cerca de 10:1, ou de cerca de

1:20 a cerca de 1:1.

Consequentemente, em algumas formas de realizacdo, uma
mistura de péptidos anfifilicos completamente acetilados
(por exemplo, péptidos CD3ac), os péptidos anfifilicos
parcialmente acetilados ou ndo acetilados (por exemplo,
péptidos CD3) e moléculas de &cido nucleico podem ser
preparados para formar particulas peptidicas estéveis
contendo moléculas de acido nucleico (por exemplo, ADN ou
ARN incluindo siARN). Por exemplo, para demonstrar a

formacdo de particulas peptidicas contendo &cido nucleico
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estdveis em condicdes fisioldgicas, os péptidos CD3ac
foram adicionados a uma mistura de péptidos CD3 e ADN de
cadeia simples (ssDNA) em uma razdo molar de cerca de 11:
1,8: 1 (CD3ac: CD3: ssDNA). Foi constatado gue a presenca
de péptidos CD3ac estabiliza as particulas peptidicas
contendo ssDNA em condigdes fisioldgicas. Todos os trés
componentes se co-precipitaram para formar particulas
peptidicas contendo ssDNA que eram estédveis na

resisténcia ao sal correspondente.

Em algumas formas de realizacdo, um ligando (por exemplo,
transferrina) também pode ser adicionado a mistura gque
compreende péptidos anfifilicos completamente acetilados
(por exemplo, péptidos CD3ac), péptidos anfifilicos
parcialmente acetilados ou nédo acetilados (por exemplo,
péptidos CD3), e moléculas de 4&cido nucleico (por
exemplo, ADN ou ARN incluindo Si1ARN) para formar
particulas peptidicas estédveis contendo 4&cido nucleico
contra a proteina a qual o ligando se liga (Veja-se, por
exemplo, Exemplos 3 a 6 para algumas formas de realizacao
das particulas peptidicas descritas no presente documento
para utilizacdo em aplicacgdo direcionada de um agente
ativo). Por exemplo, transferrina (Tfn marcada com AF568
para facilidade de visualizacadao por 1imageamento) foi
adicionada a mistura para formar particulas peptidicas
estaveis contendo &cido nucleico contra recetores de
transferrina presentes sobre a superficie celular.
Conforme discutido no Exemplo 3, o ligando (por exemplo,
Tfn) estd, geralmente, presente sobre a superficie

externa das particulas peptidicas.

Para determinar a eficiéncia de aplicagcdo de particulas

peptidicas contendo &cido nucleico a células, as células
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HeLa foram incubadas com particulas peptidicas contendo
4dcido nucleico (por exemplo, formadas a partir de uma
mistura de péptidos CD3ac, péptidos CD3 e ssDNA conforme
descrito acima). Conforme discutido anteriormente, alguns
ssDNA na mistura foram marcados com um marcador detetdvel
(por exemplo, AF488) para facilidade de visualizacdo por
imageamento. Além disso, Tfn-AF568 foi adicionada para
formar particulas peptidicas contendo &cido nucleico como
um meio para visualizar as particulas peptidicas
formadas. Conforme mostrado na Figura 21, o sinal de
fluorescéncia de Tfn-AF568 das particulas peptidicas
formadas co-localizadas com o sinal de fluorescéncia de
AF488-ssDNA no citosol, indicando que as particulas
peptidicas contendo SsDNA sdo estdveis em condicgdes
fisioldgicas e aplicadas as células (por exemplo, células

HelLa) .

Procurou-se em seguida determinar o efeito de cargas
liquidas de artigos peptidicos contendo &cido nucleico
sobre sua estabilidade numa condigdo fisioldgica, por
exemplo, no sero. Conforme mostrado na Tabela 5 abaixo,
as particulas peptidicas estdveis sdo geralmente formadas
quando a razdo de cargas catidénicas para cargas anidnicas
das particulas peptidicas contendo &cido nucleico esté
prdéxima a zero (por exemplo, entre cerca de 5 e cerca de
0, ou entre cerca de 3 e cerca de 0). A razao de carga
pode ser ajustada por razdes molares de moléculas de
4dcido nucleico anidnicas (por exemplo, ssSDNA), e péptidos
anfifilicos catidénicos descritos no presente documento
(por exemplo, péptidos anfifilicos parcialmente
acetilados ou ndo acetilados como CD3) em uma mistura de
montagem peptidica. Sem o desejo de se vincular a teoria,

uma carga ligquida negativa de particulas peptidicas (por
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exemplo, uma razdo entre cargas catidnicas para cargas
aniénicas € menor que 1) pode ajudar a impedir a

agregacédo de particulas.

Sem o desejo de se vincular a teoria, embora as cargas
ligquidas de artigos peptidicos contendo &cido nucleico
possam influenciar a estabilidade de particula em
condicdes fisioldgicas, a quantidade de péptidos
anfifilicos completamente acetilados (por exemplo,
péptidos CD3ac) em relacdo a péptidos anfifilicos néo
acetilados (por exemplo, péptidos CD3) também pode
contribuir para a estabilidade de particula. Por exemplo,
conforme discutido anteriormente, uma mistura de péptidos
anfifilicos ndo acetilados (por exemplo, péptidos CD3) e
moléculas de 4acido nucleico pode se automontar para
formar particulas; entretanto, as mesmas, em geral, néo
sdo estédveis e se dissolvem, respondendo ao aumento de
resisténcias ao sal e temperaturas mais elevadas. Ao
contrdrio, as particulas peptidicas formadas de péptidos
anfifilicos completamente acetilados (por exemplo,
péptidos CD3ac) sdo mais estdveis. Consequentemente, o
aumento da razao molar de péptidos anfifilicos
completamente acetilados (por exemplo, CD3ac) para
péptidos anfifilicos ndo acetilados (por exemplo, CD3)
pode aumentar a estabilidade das particulas peptidicas
resultantes numa condicdo fisioldgica, por exemplo, no
soro, que estd de acordo com os dados mostrados na Tabela

5.

Tabela 5. Efeitos de razdbes de carga (ou razdes molares)
em uma mistura peptidica sobre a estabilidade de

particulas peptidicas resultantes no soro
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Raz&o de
Raz&o molar Estabili
A composigdo de mistura de carga
(ssDNA: . dade no
montagem peptidica (catiao:
CD3ac: CD3) SOro
aniao)
CD3 1,23e-04 M
Menos
CD3ac 1,23e-04 M 1:200:200 33.065
estavel
SsSDNA 6,20e-07 M
CD3 1,23e-05 M
CDh3ac 1,23e-04 M 1:200:20 3,306 Estavel
SsDNA 6,20e-07 M
CD3M 1,23e-06
CD3acM 1,23e-04 1:200:2 0.331 |Estéavel
ssDNAM 6,20e-07

A  segunda abordagem para reduzir a solubilidade de
nanoparticulas peptidicas contendo ADN/siARN pode
envolver sintese personalizada de um Unico péptido com um
grau de acetilacao, por exemplo, variando de acetilacéo
de pelo menos um grupo amino no segmento de peptidilo
hidrofilico do péptido anfifilico descrito no presente
documento para concluir a acetilacao de todos o0s grupos
amino no segmento de peptidilo hidrofilico do péptido
anfifilico descrito no presente documento. Somente a
titulo de exemplo, um péptido anfifilico pode ser
sintetizado de forma personalizada com um grau de
acetilacdo entre CD3 e CD3ac. Por exemplo, um péptido
anfifilico pode ser sintetizado de forma personalizada
com pelo menos um grupo carregado ou nao acetilado, por
exemplo, na terminacd&do N, incluindo pelo menos dois

grupos carregados ou nao acetilados ou pelo menos trés
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grupos carregados ou nao acetilados. Numa forma de
realizacdo, o péptido anfifilico pode ser desenhado para
ser catidnico (por exemplo, para aplicacao de siARN ou
ADN) ao modular as cargas em direcdao a ou sobre sua
terminacdo N (por exemplo, com acetilacdo) para produzir
o caréater anfifilico da molécula. Por exemplo, pelo menos
um grupo amino (por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5 ou mais grupos
amino, dependendo do nUmero de grupos amino presentes no
segmento de peptidilo hidrofilico) do segmento de
peptidilo hidrofilico do péptido anfifilico descrito pode
permanecer nao acetilado, e pelo menos um grupo amino
(por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5 ou mais grupos amino,
dependendo do numero de grupos amino presentes no
segmento de peptidilo hidrofilico) do segmento de
peptidilo hidrofilico do péptido anfifilico descrito pode
ser acetilado. Em certas formas de realizacao, tal
péptido anfifilico pode compreender uma sequéncia de
aminodcidos de H-LK(Ac)-LK(Ac)-LK(Ac)-LW-DL-LW-DL-LW-DL-
LW-NH,. Em algumas formas de realizacédo, tal péptido
anfifilico pode compreender uma sequéncia de aminoacidos
de H-LK (Ac) -LK (Ac) LK (Ac) ~-LW-DL-LW-DL-LW-DL-LW-NH,. Em
formas de realizacdo alternativas, o péptido anfifilico
pode compreender uma sequéncia de aminodcidos de H-LK-LK-
LK (Ac) -LW-DL-LW-DL-LW-DL-LW-NH,. A razao de grupos amino
acetilados para grupos amino ndo acetilados em um péptido
anfifilico pode controlar as propriedades catidnicas e
aniénicas dos péptidos anfifilicos descritos no presente
documento. Em algumas formas de realizacdo, a razao de
grupos amino acetilados para grupos amino né&o acetilados
em um péptido anfifilico pode ser menor que 1, cerca de

1, ou maior que 1.
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Exemplo 8. Estabilidade de particulas peptidicas contendo
dcido nucleico (por exemplo, particulas peptidicas CD3 ou
particulas peptidicas mistas que compreendem péptidos

CD3ac e CD3)

A estabilidade de particulas peptidicas CD3 contendo
dcido nucleico foi caracterizada em &gua pura. Abaixo &
uma formulacdo de particula peptidica CD3 exemplificadora
que compreende adicionalmente moléculas de &cido nucleico
(por exemplo, ssDNA) e um ligando (por exemplo,

transferrina, Tfn):

Formulacdo De Particula Peptidica 1 (CD3 + ssDNA + Tfn)

21 pM CD3 (H-LK-LK-LK-LW-DL-LW-DL-LW-DL-LW-NH,)*"
5,4 uM (5'-TTGTGCCGCCTTTGCAGGTGTATC-3")**"

0,24 puM (AF488-5'-TTGTGCCGCCTTTGCAGGTGTATC-3") %"
4,14 ug/mL de Tfn-AF568

Para avaliar a estabilidade de particulas peptidicas
formadas a partir da formulacdo 1 (PNP1l) em &gua, uma
amostra das particulas peptidicas PNP1 foi agitada em um
tubo eppendorf durante cerca de 15 minutos, cada,
aproximadamente a temperatura ambiente ou a cerca de 37
°C. A amostra de PNP1 foi, entédo, centrifugada para girar
as particulas peptidicas e o sobrenadante foi recolhido
para andlise adicional. A concentracdo de Tfn-AF568 no
sobrenadante fol medida e quantificada por intensidade de
fluorescéncia. Conforme mostrado na Figura 227, uma
concentragao maior de Tfn-AF568 foi detetada no
sobrenadante da amostra de PNP1l agitada a uma temperatura
de cerca de 37 °C do que aproximadamente a temperatura
ambiente, indicando que a estabilidade de particulas de

PNP1 em 4dgua ¢é dependente de temperatura e mais
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particulas de PNP1 tendem a se dissociar a uma
temperatura mais elevada, dessa forma, libertando uma

quantidade maior de Tfn-AF568 no sobrenadante.

Um estudo de curso do tempo da estabilidade de PNP1 em
dgua também foi realizado. As amostras das particulas de
PNP1 foram agitadas em tubos eppendorf contendo &gua a
uma temperatura de cerca de 4 °C ou cerca de 37 °C. Em
cada ponto de tempo predeterminado (como indicado na
Figura 22B), uma amostra de PNP1 foi, entédo, centrifugada
para girar as particulas peptidicas e o sobrenadante foi
recolhido para andlise adicional. A concentracédo de Tfn-
AF568 no sobrenadante foili medida e quantificada por
intensidade de fluorescéncia. Similar a Figura 22A, A
Figura 22B mostra que a estabilidade de particulas de
PNP1 em &gua € dependente de temperatura e as particulas
de PNP1 tendem a se dissociar mais répido a uma
temperatura mais elevada, por exemplo, a uma temperatura

maior que 4 °C.

Procurou-se em seguida comparar a estabilidade de
particulas de PNP1 e particulas peptidicas formadas a
partir da formulacdo 2 (PNP2), conforme mostrado abaixo,
em meio de cultura celular, por exemplo, contendo cerca

de 10% de soro.

Formulacdo De Particula Peptidica 2 (CD3ac + CD3 + ssDNA

+ Tfn)

123uM CD3ac (Ac-LK (Ac)-LK(Ac)-LK(Ac) -LW-DL-LW-DL-LW-DL-
LW-NH,)

21 uM CD3 (H—LK—LK—LK—LW—DL—LW—DL—LW—DL—LW—NH2)4+

5,4 pM (5'-TTGTGCCGCCTTTGCAGGTGTATC-3')?*"
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0,24 pM (AF488-5'-TTGTGCCGCCTTTGCAGGTGTATC-3") %"
4,14 ug/mL de Tfn-AF568

As células HelLa foram incubadas com particulas PNP1 ou
PNP2 durante cerca de 30 minutos a temperaturas de cerca
de 4 °C e 37 °C. Visto que as células Hela, em geral,
realizam endocitose mediada por clatrina a cerca de 37
°C, porém ndo a cerca de 4°C, qualquer Tfn-AF 568
dissolvida no meio serd internalizada pelas células.
Dessa forma, apds a incubacgdo, as células foram fixadas
com paraformaldeido para imageamento e detecdo da
intensidade de fluorescéncia. Conforme mostrado nos
painéis superiores da Figura 22C, um sinal de
fluorescéncia de Tfn-AF568 difuso e mais forte foi
detetado no citosol quando as células foram incubadas com
as particulas de PNP1l a cerca de 37 °C, em comparagado com
fluorescéncia de Tfn-AF568 mais pontuada detetada nas
células incubadas a cerca de 4 °C. Entretanto, esse
contraste ndo foi observado nas células incubadas com
particulas de PNP2, conforme mostrado nos painéis
inferiores da Figura 22C. Em vez disso, sinais de
fluorescéncia de TIn-AF568 pontuados e comparaveis foram
observados em ambas as células incubadas a cerca de 4 °C
e cerca de 37 °C, na presenca de das particulas de PNP2.
Essas constatagcdes indicam gque as particulas de PNP1
tendem a se dissociar a cerca de 37 °C, dessa forma,
libertando Tfn-AF568 no meio de cultura, que é, entéo,
internalizada pelas células; embora as particulas de PNP2
parecam ser mais estdveis no soro (por exemplo, cerca de
10% de soro) a cerca de 37 °C durante pelo menos cerca de
30 minutos, dessa forma, mantendo a maior parte da Tfn-
AF568 nas particulas de PNP2 e/ou sobre a superficie das

particulas de PNP2.
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Comparando-se as células na Figura 22C com o controlo
negativo (isto é, células incubadas na presenca de SsDNA
sem péptidos CD3 ou CD3ac) mostrado na Figura 22D, a
intensidade de fluorescéncia de AF488-ssDNA no controlo
negativo é significativamente mais baixa que aquela nas
células incubadas com particulas de PNP1 ou PNP2 contendo
SsDNA. Isso indica que as particulas de PNP1 ou PNP2
podem ser utilizadas para facilitar a transfecao celular,
e aplicar uma molécula de &cido nucleico (por exemplo,
ADN ou ARN) a uma célula. E observado que a fluorescéncia
de AF488-ssDNA também foi detetada nas células incubadas
na presenca de particulas de PNP1 ou PNP2 a cerca de 4
°C. Sem o desejo de se vincular a teoria, embora seja
improvdvel que a transfecdo celular na presenca de
particulas de PNP1 ou PNP2 a cerca de 4 °C seja
dependente de TfR (recetor de transferrina), 1isso &
provavelmente causado por transporte passivo através da
membrana celular na presenca de péptidos CD3 como

discutido no Exemplo 7.
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REIVINDICAGOES

1. Uma particula peptidica que compreende um péptido
anfifilico, sendo que o péptido anfifilico compreende um
segmento de peptidilo hidrofdbico e um segmento de

peptidilo hidrofilico,

em que o segmento de peptidilo hidrofdébico consiste
essencialmente numa sequéncia de aminodcidos de (Trp-
Leu)m - (Trp)n ou (Leu-Trp)p - (Leu)qg, em que cada Trp & D-
Trp ou L-Trp e cada Leu é D-Leu ou L-Leu, m e p sao,
independentemente, um numero inteiro de 1 a 5, e n e g
sdo, independentemente, 0 ou 1, desde que quando Trp for
D-Trp, entdo Leu seja L-Leu, e dquando Trp for L-Trp,

entdo Leu seja D-Leu, ou vice-versa; e

em que o segmento de peptidilo hidrofilico consiste
essencialmente numa sequéncia de aminoadcidos de (Lys)r,

em que r é um numero inteiro de 1 a 15, e

em que a particula peptidica compreende adicionalmente
sobre a sua superficie externa um ligando para se ligar a

uma célula alvo.

2. A particula peptidica de acordo com a reivindicacgdo
1, em que pelo menos um residuo de Lys do segmento de
peptidilo hidrofilico ou o grupo amino da terminacdo N do

péptido anfifilico é acetilado.

3. A particula peptidica de acordo com dqualquer das
reivindicagcées 1 a 2, em que o péptido anfifilico

compreende a sequéncia de aminodcidos de (L-Lys)-(L-Lys)-



(L-Lys)—-(L-Trp) - (D-Leu) - (L-Trp) - (D-Leu) - (L-Trp) — (D-Leu) -
(L-Trp)-X, em que X estd ausente ou NH;; opcionalmente

em que pelo menos um dos residuos de L-Lys é acetilado,
e/ou o grupo amino da terminacdo N do péptido anfifilico

¢ acetilado.

4, A particula peptidica de acordo com dqualquer das
reivindicacdes 1 a 3, em que o ligando inclui um ligando

de recetor de superficie celular ou um anticorpo.

5. A particula peptidica de acordo com dqualquer das
reivindicagcbes 1 a 4, em que a particula peptidica
compreende uma mistura de um péptido anfifilico
completamente acetilado de qualquer das reivindicacdes 1
a 4, e um péptido anfifilico parcialmente acetilado de
qualgquer das reivindicagbes 1 a 4, e opcionalmente um
péptido anfifilico ndo acetilado de acordo com qualguer

uma das reivindicacdes 1 a 4.

6. A particula peptidica de acordo com qualgquer das
reivindicacbes 1 a 5, qgque compreende adicionalmente um

agente ativo.

7. A particula peptidica de acordo com a reivindicacéo
6, para utilizagdo num método de tratamento de um
individuo por terapéutica, em que o método compreende

administrar a particula peptidica ao individuo.

8. A particula peptidica de acordo com a reivindicacédo
6, para utilizacdo num método de tratamento de um tecido
doente num individuo, em que o método compreende
administrar a particula peptidica ao individuo e em que a

particula peptidica compreende um agente ativo que



compreende um material radioativo.

9. A particula peptidica para utilizacdo de acordo com
a reivindicacdo 8, em que o tecido doente é um tumor ou

uma malformacdo arteriovenosa.

10. Utilizacdo in vitro da particula peptidica, de
acordo com a reivindicacado 6, para aplicacao direcionada

de um agente ativo.

11. Utilizacédo in vitro de uma composicdo que compreende
um péptido anfifilico com carga positiva como um agente
de penetracdo ou agente de transfecdo celular, em qgque O
péptido anfifilico com carga positiva compreende um
segmento de peptidilo hidrofdébico e um segmento de

peptidilo hidrofilico,

em que o segmento de peptidilo hidrofdbico compreende uma
sequéncia de aminodcidos de (Trp-Leu)m— (Trp)n ou (Leu-
Trp)p-(Leu)qg, em que cada Trp é D-Trp ou L-Trp e cada Leu
é D-Leu ou L-Leu, m e p sao, independentemente, um numero
inteiro de 1 a 5, e n e g sao, independentemente, 0 ou 1,
desde que quando Trp for D-Trp, entédo, Leu seja L-Leu, e
quando Trp for L-Trp, entdo, Leu seja D-Leu, ou vice-

versa;

em que o segmento de peptidilo hidrofilico compreende uma
sequéncia de aminocdcidos de (Lys)r, em que r € um numero

inteiro de 1 a 15; e

em que pelo menos um dos residuos de Lys ou O grupo amino
da terminacdo N do péptido anfifilico nédo ¢é acetilado;

opcionalmente



em que todos os residuos de Lys ou o grupo amino de

terminacdo N do péptido anfifilico né&o sido acetilados.

12. A utilizacdo in vitro de acordo com a reivindicacéo
11, em que o péptido anfifilico compreende a sequéncia de
aminodcidos de (L-Lys) - (L-Lys) - (L-Lys) - (L-Trp) - (D-Leu) -
(L-Trp) - (D-Leu) - (L-Trp) - (D-Leu) - (L-Trp) -X, em que X estéa

ausente ou NH,.

13. A utilizacao 1in vitro de acordo com qualquer das
reivindicagcdes 11 a 12, em que a composicdo compreende
adicionalmente uma molécula de 4&acido nucleico a ser

aplicada a uma célula.

14. Uma particula peptidica que compreende um primeiro
péptido anfifilico e um segundo péptido anfifilico, sendo
que o primeiro e o segundo péptido anfifilico, cada um,
compreende 1independentemente um segmento de peptidilo
hidrofdébico e um segmento de peptidilo hidrofilico, em
que o) segmento de peptidilo hidrofdbico consiste
essencialmente numa sequéncia de aminodcidos de (Trp-
Leu)m —(Trp)n ou (Leu-Trp)p - (Leu)qg, em que cada Trp & D-
Trp ou L-Trp e cada Leu é D-Leu ou L-Leu, m e p séao,
independentemente, um numero inteiro de 1 a 5, e n e g
sao, independentemente, 0 ou 1, desde que quando Trp for
D-Trp, entdo Leu seja L-Leu, e qguando Trp for L-Trp,

entdo Leu seja D-Leu, ou vice-versa;

em que O segmento de peptidilo hidrofilico consiste
essencialmente numa sequéncia de aminoadcidos de (Lys)r,

em gque r € um numero inteiro de 1 a 15, e



em que o grupo amino de terminacgdo N e todos os residuos

de Lys do primeiro péptido anfifilico sdo acetilados;

em que pelo menos O grupo amino de terminacdao N ou um dos
residuos de Lys do segundo péptido anfifilico nédo ¢é
acetilado; opcionalmente em que nenhum de entre o grupo
amino da terminacdo N e o0s residuos de Lys do segundo

péptido anfifilico é acetilado.

15. A particula peptidica de acordo com a reivindicacéao
14, qgue compreende adicionalmente um agente ativo;

opcionalmente

em que o agente ativo inclui uma molécula de 4&cido

nucleico.

16. A particula peptidica de acordo com gqualguer uma das
reivindicacdes 14 a 15, que compreende adicionalmente

sobre a sua superficie externa um ligando.

17. A particula peptidica de acordo com gualquer das
reivindicacdes 14 a 16, em gque o primeiro e o segundo
péptido anfifilico, cada um, compreende independentemente
a sequéncia de aminodcidos de (L-Lys)-(L-Lys)-(L-Lys)-(L-
Trp) - (D-Leu) - (L-Trp) - (D-Leu) - (L-Trp) - (D-Leu) - (L-Trp) X,

em que X estd ausente ou NH2.

18. Utilizacdo in vitro da particula peptidica de acordo
com qualquer das reivindicagdes 14 a 17, para aplicacgéao
de uma molécula de &cido nucleico a uma célula;

opcionalmente, em que a molécula de &cido nucleico inclui



siARN, miARN, shARN, ADN, ou qualguer combinacdo dos

mesmos.
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FIG. 17A
PB1e
21 M CD3oc (Ac-LK(AcHLK(ACHLK(ACHLW-DL-
LW-DL-LW-DL-LW-NH,} |

* Zugimb de EGF marcadc com Texas_Red {EGF_TR}
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¥ w’ &
T B OWw
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»  DMEM/PBS

* incubar durante § ha 37°C

* Centrifugar “ES.G@GQ, 30 min

« Aplicar sobrenadante a células

T

Controlo Negativo {NC}

«  DMEM/PBS

Nocodazol (NOC)

’ X} uM de Nzoéociazoi
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FIG. 17G
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&

§

7% o8 owo
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LW-DL-LW-DL-LW-NH,} . DMEM/PBS

. 2 sig/ml. EGF_TR

« &0 uM de Mocodazol

+  DMEM/PBS

¥ Im;*.ubar dﬁrante HhaldiC

. Ceantrifugar 16&3&9 38 min

. Aplicar sobrenadante a células

Fuleasasd Cargs. %
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4 horas de incubacdo a 37°C, 10x

™ QT

Nocodazol _ NC



37/48

FIG. 171
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Ch3ac & anticorpo secundario

CD3ac & anticorpo primario {por {por exemplo, lgG anti-coatho
exemple, igG anti-ransferrina de burro {opcionalmente
de coetha} ’ marcada com uma molécula

fluorescente como Alexa 555}

FiG. 188

Transferrina AS68

gl antidransferrina
de coeltho
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5,13 uM CD3ac (Ac-LK{ACHK{AC)HLK{ACHIW-DL-LW-DL-AUW-DL-DW-RIH, )
0,83 pM CD3 {H-LKC-LK-LK-DW-DL-LW-DLAW-DL-LW-NH

6,45 1M (5 TTGTGCCGCCTTTG CAGGTGTATC-3' P

20 nh {AF4RE-5 - TTGTGCCGLCTTITGCAGGTGTATC-3 1%

4,14 ug/mi Tin-AF568
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