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Relatorio Descritvo da Patente de Invengcdo para
"POLIPEPTIDEO QUE COMPREENDE UMA POR(;AO N-TERMINAL
E UMA POR(;AO C-TERMINAL, E USO DO MESMO".

CAMPO TECNICO

[0001] A presente invencdo refere-se a derivados de citoquinas

contendo atividades anti-HIV, anti-inflamatérias ou outras atividades.
ANTECEDENTES DA INVENCAO

[0002] N&o € conhecido nenhum farmaco capaz de curar infec¢des

do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e da sindrome de
imunodeficiéncia adquirida (AIDS). Até a presente data, nenhuma
vacina capaz de evitar a infec¢ao por HIV parece estar ao alcance.
[0003] Infeccdes por HIV existentes hoje em dia podem, em muitos
casos, ser controladas por terapia antirretroviral altamente ativa que
envolve uma combinacdo de trés ou mais farmacos retrovirais.
Entretanto, a ocorréncia de cepas de HIV resistentes aos farmacos de
classe Unica, dupla ou tripla esta em constante crescimento sob
pressdo seletiva de inibidores de transcriptase reversa e protease
(RTIs e Pls) atualmente empregados em HAART.

[0004] N&o ha, portanto, uma necessidade urgente de novos tipos
de farmacos anti-HIV. De preferéncia, tais novos farmacos teriam
como objetivo aspectos do virus que sdo menos vulneraveis ao
desenvolvimento da resisténcia do que processos de transcricdo
reversa e maturacao viral objetivados pelos RTIs e PIs mencionados
acima. Na auséncia de uma vacina de HIV, além disso, hd uma
necessidade de agentes que sejam capazes de evitar a transmissao
de HIV durante contato sexual.

[0005] Esta necessidade poderia potencialmente ser satisfeita por
agentes que inibem a entrada de HIV nas células alvo, isto €, agentes
da classe dos "inibidores de entrada" (El). Tais agentes poderiam, por

exemplo, estar localizados, e serem aplicados topicamente aos 6rgaos
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genitais humanos para evitar a infeccdo de células por HIV durante
contato sexual. Agentes que podem evitar a transmissao de HIV
durante o contato sexual sdo comumente referidos (apesar de
inapropriadamente) como "microbicidas"”.

[0006] A entrada de HIV nas células alvo humanas depende da
ligagdo do virion HIV a superficie celular da proteina humana CD4 e
de um denominado correceptor. Correceptores principais usados por
HIV incluem os sete receptores ligados a transmembranas da proteina
G CXCR4 e CCRS. Verificou-se que ligantes de quimiocina naturais de
CCRS5, em particular RANTES (CCR5), inibem a entrada de cepas de
HIV R5-trépicas (cepas de HIV que usam CCR5 como um correceptor)
nas células humanas [0]. RANTES é uma citoquina pro-inflamatoria
gue € conhecida por promover a acumulacdo e ativacdo celular em
doencas inflamatorias cronicas.

[0007] Certos derivados de RANTES com modificacbes na
terminacdo N mostraram atividade anti-HIV, por exemplo, AOP-
RANTES, a aminooxipentano oxima de [glioxililJIRANTES(2-68) [0]
onde "(2-68)" denota residuos 2 até 68 do peptideo RANTES que
ocorre naturalmente. Outros derivados RANTES quimicamente
modificados com atividade anti-HIV incluem NNY-RANTES (n-
nonanoil-RANTES(2-68) [0, 0]) e PSC-RANTES [O].

[0008] Entretanto, derivados de RANTES quimicamente
modificados mencionados acima n&o somente inibem a entrada de
HIV nas células, mas também sdo agonistas relativamente fortes de
CCR5: AOP- RANTES, NNY- RANTES e PSC-RANTES elicitam uma
cascata sinalizadora proé-inflamatdria envolvendo influxo citossélico de
célcio. O uso de agentes com uma tal atividade sinalizadora como
farmacos anti-HIV poderia levar a efeitos colaterais indesejados
envolvendo, por exemplo, inflamacdo. A inducédo da inflamacédo € um

efeito colateral altamente indesejado para agentes anti-HIV
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profilaticos, ja que foi reconhecido que o risco de infeccdo por HIV
pode de fato ser aumentado em tecidos inflamados.

[0009] Agentes tais como derivados de RANTES também induzem
a sinalizacdo em células alvo devido a falta de seletividade ou
especificidade do agente para CCR5, isto é, visto que o agente se liga
também as proteinas do receptor CCR1 e CCR3.

[00010] Uma desvantagem de polipeptideos quimicamente
modificados é que eles ndo somente podem ser preparados por meios
biotecnoldgicos diretos (expressado e fermentacéo). Derivados anti-HIV
RANTES totalmente codificados, isto €, derivados consistindo somente
de aminoacidos naturalmente codificados também foram reportados [0,
0]. Entretanto, a poténcia anti-HIV de todos os derivados de RANTES
inicialmente indicados, totalmente codificados, foi menor do que
aquele da variante de PSC-RANTES [0] quimicamente modificada.
DESCRICAO DA INVENCAO

Moléculas da invencao

[00011] Agentes de peptideos totalmente codificados com elevada
poténcia anti-HIV foram identificados agora. Esses agentes de
peptideos podem ser facilmente preparados por métodos
biotecnoldgicos padréo, evitando o dispéndio e esforcos requisitados
para sintese ou modificagcdo quimicas. Inesperadamente, verificou-se
gue, em modos de execucdo preferidos, os agentes de peptideos da
presente invencdo combinam uma alta poténcia anti-HIV com uma
capacidade para elicitar somente um baixo grau de sinalizacdo pro-
inflamatoria, evitando assim efeitos colaterais.

[00012] Em outros modos de realizacdo, os agentes da invencéao
levam a internalizacdo de CCR5 para dentro da célula (sequestro de
receptor, regulagcdo negativa ou modulacdo negativa). Este
surpreendente mecanismo de acdo € vantajoso, visto que (i) uma

protecdo de duracdo comparativamente longa pode ser obtida através
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de uma dose unica do farmaco, e (ii) cepas de HIV R5 tropicas
resistentes sdo menos capazes de evoluir se nenhum CCR5 nem sua
forma ligada ao farmaco séo acessiveis na superficie da célula alvo
para interacdo com o virus.

[00013] Agentes de peptideos particularmente preferidos combinam
de alta poténcia anti-HIV com ambos uma alta atividade sequestrante
de receptor e uma baixa atividade sinalizadora. Outros agentes de
peptideos preferidos da invencdo combinam pelo menos uma
propriedade desejavel selecionada do grupo que consiste em uma alta
poténcia anti-HIV, atividade de sequestro de receptor e atividade de
baixa sinalizacdo com receptor de alta seletividade, isto é, ligagéo
preferida a CCR5 ao invés de CCR1 e/ou CCR3.

[00014] Os agentes de peptideos da invencdo compreendem uma
sequéncia de assinatura compreendendo QGP[P ou L], isto €, a quarta
posicdo da sequéncia de assinatura tanto pode ser P ou L. De
preferéncia a seqUéncia de assinatura esta localizada proximo a
terminacdo N do polipeptideo. De preferéncia, a sequéncia de
assinatura esta localizada tal que o inicio da sequéncia de assinatura
situa-se dentro de 15 residuos da terminacdo N do polipeptideo, mais
preferentemente dentro de 12, 10, 8, 6, 5, 4, 3, 2, 1 residuos da
terminacdo N. Aqui, a expressao "o inicio da sequéncia de assinatura”
refere-se a terminacdo N da sequiéncia de assinatura. A seqUéncia de
assinatura também pode estar localizada no extremo da terminacdo N
do polipeptideo, isto €, a terminacdo N do polipeptideo como um todo
e a sequéncia de assinatura podem coincidir.

[00015] Portanto, a invencdo refere-se a um polipeptideo
compreendendo uma porgcao N terminal e a porcao C terminal, onde a
referida porcdo N-terminal compreende a sequéncia de assinatura
QGP[P ou L], e a sequéncia de aminoacido da referida porcdo C

terminal é pelo menos 70% idéntica a SEQ ID NO: 1.
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[00016] De preferéncia, a referida assinatura é

[00017] QGP[P ou L][L ou G ou S ou M][Mou D ou S ou Q ou G,
ou em um outro modo de execucgao preferido,

[00018] QGP[P ouL][L ou G][M ou D ou S].

[00019] Mais preferentemente, a referida seqiéncia de assinatura é
[00020] QGPIP ou L]J[L ou G ou S ou M][M ou D ou S ou Q ou
GIXX[Q ou G ou L ou A ou T ou S]X, ou em um outro modo de
execucao preferido,

[00021] QGPIP ou L][L ou G][M ou D ou S]XX[Q ou L]X, onde X
denota qualquer aminoacido natural ou modificado.

[00022] Mais preferentemente, a referida sequéncia de assinatura é
QGP[P ou L] LM ou QGPPGID ou S].

[00023] Mais preferentemente, a referida sequéncia de assinatura é
QGPPLM ou QGPPGD.

[00024] Em um modo de execucdo, a referida sequéncia de
assinatura é

[00025] QGP[P ou L][L ou M][M ou Q][A ou W ou G ou Q ou N]X[Q
ou G ou L][S ouV ouT ou G], ouem processos de execucdo ainda
mais preferidos

[00026] QGPI[P ou L][L ou M][M ou Q][A ou W ou G ou Q ou N][L ou
TouMouSouGouQouRouY][QouGoulL][SouVouTouG],ou
[00027] QGP[P ou L]LM[AouW][LouTouM][[QouG][SouVouT
ou GJ.

[00028] De preferéncia, a referida seqiéncia de assinatura é
QGPPLM[A ou W][L ou T ou M][[Q ou G][S ou V ou T ou G].

[00029] Em um outro modo de execucdo, a referida sequéncia de
assinatura é

[00030] QGP[P ou L][L ou G ou S][D ou S ou G ou Q] XX[L ou A ou
T ou Q][W ou A ou V], ou em processos de execucdo ainda mais

preferidos
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[00031] QGP[Poul][lLouGouS][DouSouGouQ]ToulouSou
WouQ][VouLouAouSouG]LouAouTouQ]W ouAouV] ou
[00032] QGPPGID ou S][T ou I]VL[W ou A].

[00033] De preferéncia, a referida seqiiéncia de assinatura é
QGPPGDIT ou I[VL[W ou A].

[00034] Em um outro modo de execucdo, a referida sequéncia de
assinatura é

[00035] QGPP[G ou L]J[M ou Q]XX[Q ou S][S ou V], ou em
processos de execucao ainda mais preferidos

[00036] QGPP[GoulL]MouQ][SouGouWouAouT][LouFouT
ou S ou G ou Y][Q ou S][S ou V], ou

[00037] QGPPLM[S ou G][L ou F ou T]Q[S ou V].

[00038] De acordo com modos de execugcdo preferidos, o
polipeptideo da presente invencdo compreende uma sequéncia de
assinatura selecionada do grupo QGPPLMALQS, QGPPLMWMAQV,
QGPPLMWLQV, QGPPLMWTQS, QGPPLMWLQT, QGPPLMWTQV,
QGPPLMWMQS, QGPPLMATQS, QGPPLMWLQS, QGPPLMALQV,
QGPPLMWLGG, QGPPLMWRGS, QGPLLMWLQV, QGPPLMQTTP,
QGPPLSWLQV, QGPPLSWLQS, QGPPGQWSQV, QGPPMMAGLS,
QGPPLSWQQS, QGPPGMWSQS, QGPPLQWRQS, QGPPLMGTQS,
QGPPLMQLQV, QGPPLSWSQV, QGPPMSWSQS, QGPPLMNLQV,
QGPPMSAYQV e QGPPMQGGLS.

[00039] De acordo com outros modos de execucao preferidos, o
polipeptideo da presente invencdo compreende uma sequéncia de
assinatura selecionada do grupo QGPPGDTVLW, QGPPGDIVLA,
QGPPGSYDYS, QGPPGDGGSV, QGPLSGQSTP, QGPPGDWLQYV,
QGPPLMSLAV, QGPPLMSLTV, QGPLSGWAQV, QGPLSQSSQV,
QGPLSSQSQV e QGPLGQQGQV.

[00040] De acordo com outros modos de execucao preferidos, o

polipeptideo da presente invencdo compreende uma seqiéncia de
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assinatura selecionada do grupo QGPPLMSFQS, QGPPLMSTQS,
QGPPLMSLQV, QGPPLMGLQV, QGPLSGWLQV, QGPPLQWFQV,
QGPPLQWTQV, QGPPLMALSV, QGPPLMWSQV, QGPPGQWGQYV,
QGPPGSWSQV, QGPPLMSSQS, QGPPLMGLSV, QGPPLMTLQV e
QGPPGQWYQS.

[00041] De acordo com outros modos de execucao preferidos, o
polipeptideo da presente invengdo compreende uma seqiéncia de
assinatura selecionada do grupo QGPPLMSVLA, QGPPGSWSSV,
QGPPLGSMGP, QGPPLQWMQA, QGPPLOQWMQV, QGPPLMSTQV,
QGPPLMSLSV, QGPPLMSLQS, QGPPLMSLQA, QGPPLMSVQS,
QGPPLMSAQS, QGPPLMSGQS e QGPPLMSGQV.

[00042] Em um outro modo de execucédo, a referida porcdo N-
terminal consiste em ndo mais do que 15 aminoéacidos, de preferéncia
nao mais do que 14, 13, 12, 11, 10 aminoacidos. De acordo com um
modo de execucao preferido, a referida porcdo N-terminal consiste em
10 aminoacidos.

[00043] De acordo com um modo de execuc¢do, a terminacédo N da
porcdo C-terminal se justapfe diretamente a terminacdo C da porcéo
N-terminal, isto €, a porcdo N-terminal e a porcdo C-terminal estdo
diretamente unidas.

[00044] Em um outro modo de execucdo, a referida porcdo C
terminal da cadeia de polipeptideo é idéntica a SEQ ID NO: 1.

[00045] Em um outro modo de execucdo, a seqiéncia de assinatura
esta localizada na terminacdo N extrema.

[00046] Modos de execucdo preferidos das sequéncias de
assinatura dos derivados RANTES da presente invencdo s&o
indicados na Tabela 1:

SEQID NO Seqliéncia de Assinatura

SEQ ID NO: 2 QGPPLMALQS
SEQ ID NO: 3 QGPPLMWMQV
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continuacao

SEQ ID NO Seqtiéncia de Assinatura

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
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© 00 N O

QGPPLMWLQV

QGPPLMWTQS
QGPPLMWLQT
QGPPLMWTQV
QGPPLMWMQS
QGPPLMATQS
QGPPLMWLQS
QGPPLMALQV
QGPPLMWLGG
QGPPLMWRGS
QGPLLMWLQV
QGPPLMQTTP
QGPPGDTVLW
QGPPGDIVLA
QGPPGSYDYS
QGPPGDGGSV
QGPLSGQSTP
QGPPGDWLQV
QGPPLMSFQS
QGPPLMSTQS
QGPPLMSLQV
QGPPLMGLQV
QGPLSGWLQV
QGPPLMSVLA
QGPPGSWSSV
QGPPLGSMGP
QGPPLSWLQV
QGPPLSWLQS



SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:

continuacao

SEQ ID NO Seqtiéncia de Assinatura

SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
SEQ ID NO:
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33
34

35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
a7
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

QGPPGQWSQV
QGPPMMAGLS
QGPPLSWQQS

QGPPGMWSQS
QGPPLQWRQS
QGPPLMGTQS
QGPPLMQLQV
QGPPLSWSQV
QGPPMSWSQS
QGPPLMNLQV
QGPPMSAYQV
QGPPMQGGLS
QGPPLMSLAV
QGPPLMSLTV
QGPLSGWAQV
QGPLSQSSQV
QGPLSSQSQV
QGPLGQQGQV
QGPPLQWFQV
QGPPLQWTQV
QGPPLMALSV
QGPPLMWSQV
QGPPGQWGQV
QGPPGSWSQV
QGPPLMSSQS
QGPPLMGLSV
QGPPLMTLQV
QGPPGQWYQS
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SEQ ID NO: 60 QGPPLQWMOQA
SEQ ID NO: 61 QGPPLQWMQV
SEQ ID NO: 62 QGPPLMSTQV
SEQ ID NO: 63 QGPPLMSLSV
SEQ ID NO: 64 QGPPLMSLQS

continuacao

SEQID NO Segqtiéncia de Assinatura

SEQ ID NO: 65 QGPPLMSLQA
SEQ ID NO: 66 QGPPLMSVQS
SEQ ID NO: 67 QGPPLMSAQS
SEQ ID NO: 68 QGPPLMSGQS
SEQ ID NO: 69 QGPPLMSGQV

[00047] A presente invencdo fornece o0s agentes de peptideos
conforme descrito acima e, além disso, acidos nucléicos que codificam
os referidos agentes de peptideos. Os referidos acidos nucléicos
podem ser referidos como "acidos nucléicos de acordo com a presente
invencao”. A seguir, o termo "agente" abrange ambos o0s agentes de
peptideos da presente invencdo e os acidos nucléicos que codificam
os referidos agentes de peptideos. O versado saberia como projetar
ou identificar acidos nucléicos que codificam os referidos agentes de
peptideos de acordo com o cédigo genético.

[00048] A presente invencdo descreve portanto acidos nucléicos
compreendendo um ou mais segmentos que codificam um ou mais
agentes de peptideos de acordo com a presente invencao. O referido
acido nucléico pode ser RNA ou DNA. Os referidos acidos nucléicos
podem, além disso, ser um vetor, isto é, acidos nucléicos que
codificam os peptideos da presente invencdo podem ser incorporados
dentro de um vetor. Acidos nucléicos que codificam os peptideos da
presente invencdo podem, além disso, ser incorporados em um virus.

A invencéo, portanto, também fornece um virus que contem, dentro de
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seu genoma, a abrangéncia de um ou mais segmentos que codificam
um ou mais agentes de peptideos de acordo com a presente invencgao.
[00049] De preferéncia, os agentes de peptideos da presente
invencdo sao inibidores altamente potentes contra a entrada de HIV
nas células, isto €, apresentam uma alta poténcia anti-HIV. De acordo
com a presente invengéo, as expressdes "alta poténcia anti-HIV", "alta
poténcia" ou "altamente potente" sdo empregadas com referéncia aos
agentes ou agentes de peptideos contendo um valor IC50, conforme
medido pela fuséo celular e ensaios de replicagcdo descritos sob
Materiais e Métodos (Material & Methods), de 1000 pM (1 nM) ou mais
baixo, de preferéncia menor do que 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300,
200, 150, 140, 130, 120, 110, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, ou 20
pM.

[00050] Na literatura, a poténcia dos agentes € algumas vezes
expressa em termos de valores "IC50" obtidos a partir de um ensaio de
ligacdo competitiva, isto €, tipicamente, com respeito a competicédo
com moléculas tracadoras rotuladas para ligacdo ao receptor de
interesse. Neste caso, o IC50 é definido como a concentracdo do
agente no qual 50% do tracador € deslocado do receptor pelo referido
agente, e algumas vezes também é referido como uma "afinidade
aparente". Entretanto, para o0s agentes da presente invencao,
verificou-se que tais valores de afinidade aparente IC50, obtidos, por
exemplo, no que se refere a RANTES nativos ou a MIP-1beta, nem
sempre sdo proporcionais a poténcia anti-HIV da molécula. E,
portanto, preferivel usar valores IC50 obtidos dos ensaios descritos
sob Materiais e Métodos.

[00051] Nos modos de execucdo preferidos, os agentes de
peptideos sdo peptideos ou polipeptideos que estdo relacionados ao
peptideo RANTES. Os agentes de peptideos podem compreender a

sequéncia SEQ ID NO: 1, ou uma variante, homélogos (ortélogos,
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variante alélica, derivados funcionais mutantes) ou seus fragmentos.
De preferéncia, a referida seqiéncia ou a variante, homéloga, ou
fragmento ou portanto constituintes, ou esta localizada dentro de uma
parte diferente, no agente de peptideo, do que a sequéncia de
assinatura. Entretanto, a seqiéncia de assinatura também pode estar
contida dentro da variante ou homélogo SEQ ID NO: 1.

[00052] As referidas variantes, homologos ou fragmentos podem
conter substituicbes de sequéncias, insercoes, delecdes, adicbes ou
truncagens.

[00053] De acordo com a presente invencao, diz-se que uma
sequéncia possui uma similaridade a, ou € um homologo da SEQ ID
NO: 1, se a referida sequéncia tem mais do que 70% de identidade de
sequéncia com a SEQ ID NO: 1, mais preferentemente, a referida
sequéncia tem mais do que 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99% ou
99,9% de identidade de sequéncia com a SEQ ID NO: 1.

[00054] Diz-se também que uma seqUéncia possui uma
similaridade a, ou € homologa a SEQ ID NO: 1, se ela contém uma ou
mais substituicbes conservadoras no que se refere a SEQ ID NO: 1.
SubstituicGes conservadoras sdo substituicdes na sequéncia de um
agente peptideo ou agente de polipeptideo que ndo levam a uma
perda significativa de funcdo do referido agente, ou que levam
somente a uma pequena perda de funcao. Tal perda de funcao devido
a uma ou mais substituicdes conservadoras pode ser considerada nao
significativa se essas referidas quantidades de perda somam menos
do que 20% (de preferéncia menos do que 15%, 10%, 6% ou 4%) no
gue se refere a funcdo do agente que contem a sequéncia nao
substituida. Substituicoes conservadoras  sao comumente
substituicdes onde uma cadeia lateral de aminoacido é substituida por
uma cadeia lateral de aminoacido que esta relacionada, ou similar em

propriedades fisicoquimicas, com o0 residuo substituido. Tais
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substituicdes conservadoras podem ser preparadas, por exemplo, de
acordo com a tabela abaixo. Aminoacidos no mesmo bloco na coluna
do meio e de preferéncia na mesma linha da coluna do lado direito
podem ser substituidos um pelo outro:

Tabela 2:

Alifatico N&o-polar GAP

LV

Polar ndo-carregado |[CSTM
NQ
Polar carregado DE
KRH
Aromatico HFWY

[00055] De acordo com a presente invencdo diz-se que uma
sequéncia possui uma similaridade ou € homodloga a SEQ ID NO: 1, se
mais do que 30% dos residuos na referida sequéncia séo idénticos ou
conservadores substituidos no que se refere a SEQ ID NO: 1. De
preferéncia, mais do que 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% ou 99% da referida seqtiéncia sao
idénticas ou conservadores substituidas no que se refere a SEQ ID
NO: 1.

[00056] A invencdo ainda fornece polipeptideos compreendendo
fragmentos da SEQ ID NO: 1 ou os seus referidos homdlogos. Os
fragmentos deveriam compreender pelo menos n aminoacidos
consecutivos da SEQ ID NO: 1 ou os seus referidos homodlogos e,
dependendo da sequiéncia particular, n € 5 ou mais (de preferéncia
mais do que 6, 8, 10, 12, 14, 16, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36,
38, 40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 55, 56, 57).

[00057] Os agentes de peptideos da invencéo tém, de preferéncia,
baixa atividade de sinalizacao, isto €, sua administracao e/ou ligacao a

CCR5 causa somente um baixo grau de sinalizacdo pro-inflamatéria
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em células alvo. Agentes de peptideos com "baixa atividade
sinalizadora"” de acordo com a presente invencdo, levam a uma
resposta sinalizadora de 30% ou menos da resposta maxima (Emax)
elicitada por PSC-RANTES, quando testados a uma concentracédo de
300 nM no ensaio sinalizador do fluxo de célcio (ver sob Matéria
primas e métodos). De preferéncia, os agentes de peptideos da
invengdo possuem atividades sinalizadoras e, conforme medido no
referido ensaio, menores do que 30%, mais preferentemente menores
do que 26%, 22%, 20%, 18%, 16%, 14%, 12%, 10%, 8%, 6%, 4%, 2%
ou 1%.

[00058] Os agentes de peptideos da invencao sao, de preferéncia,
seletivos mais para CCR5 do que para receptores CCR1 e CCRS3. De
acordo com a presente invengcao, um agente que se liga a CCR1 e/ou
CCR3 bem como a CCR5, ainda € considerado possuidor de uma
seletividade para CCR5 sobre CCR1 e CCR3 caso ele ndo ative
substancialmente CCR1 ou CCR3. Mais preferentemente, os agentes
da presente invencdo ou nem se ligam substancialmente, nem ativam
substancialmente CCR1 e CCR3. No contexto da presente invencao,
considera-se que um agente ndo se liga substancialmente a CCR1
e/ou CCR3 se o valor de IC50 do agente, no que se refere a ligacéo a
CCRL1 e/ou CCR3, é maior do que 50 nM, mais preferentemente maior
do que 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 200, 300, 400,
500, 600, 700, 800, 900 ou 1000 nM, conforme medido usando o
ensaio de discriminacdo de ligagdo CCR1 e/ou o ensaio de
discriminacédo de ligacdo CCR3 (ver Materiais e Métodos). Seletividade
da ativacao de CCR5 sobre a ativacdo de CCR1 e/ou CCR3 pode ser
avaliada por meio do teste do fluxo de célcio conforme descrito em
Materiais e Métodos. No contexto da presente invencado, considera-se
gque um agente nao ativa substancialmente CCR1 e/ou CCR3 se sua

atividade de sinalizacdo € menor do que 30%, mais preferentemente
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menor do que 26%, 22%, 20%, 18%, 16%, 14%, 12%, 10%, 8%, 6%,
4%, 2% ou 1% do Emax elicitado naquele receptor nativo
RANTES/CCL5, conforme medido pelo ensaio do fluxo de calcio.
[00059] Os agentes de peptideos da invencdo de preferéncia
possuem alta atividade de sequestro do receptor, isto é, a
administracéo e/ou ligagdo a CCR5 causam um alto grau de sequestro
de receptor. O referido sequestro é de preferéncia internalizacdo do
receptor, regulagem negativa ou modulacdo negativa. Agentes de
peptideos com "elevada atividade de sequestro do receptor” de acordo
com a presente invencéo levam ao sequestro de pelo menos 50% do
nivel de controle das moléculas da superficie de CCR5, quando
testado no ensaio de modulagcdo negativa da superficie de
CCR5/sequestro de receptor (ver em Materiais e Meétodos). De
preferéncia, agentes de peptideos da invencéo possuem atividades de
sequestro de receptor maiores do que 50% do nivel de controle da
superficie de CCR5, por exemplo, pelo menores que 55%, 60%, 65%,
70%, 80%, 85%, 90%, ou 95% do nivel de controle da superficie de
CCRS5.

[00060] De preferéncia, os agentes da invengdo combinam elevada
poténcia anti-HIV com baixa atividade de sinalizagcdo, ou combinam
alta poténcia anti-HIV com alta atividade de sequestro do receptor.
Mais preferentemente, os agentes da invencdo combinam alta
poténcia anti-HIV com ambos baixa sinalizacdo e alta atividade de
sequestro de receptor. Além disso, os agentes de acordo com a
invencdo combinam, de preferéncia, pelo menos uma propriedade
selecionada do grupo que consiste em elevada poténcia anti-HIV,
elevada atividade de sequestro de receptor e baixa atividade
sinalizadora com seletividade para CCR5. De acordo com certos
modos de execucdo preferidos da invencdo, os agentes da invencao

sdo caracterizados por uma combinacdo de niveis intermediarios de
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poténcia anti-HIV (niveis IC50, conforme medido pelo ensaio de fusdo
celular, de por exemplo, entre 0,15 e 1 nM, entre 0,15 e 0,7 nM, entre
0,3 e 1 nM, ouentre 0,5 e 1 nM) com niveis intermediarios de atividade
sinalizadora (por exemplo, entre 30% e 50%, ou entre 30% e 45%
conforme medido pelo ensaio do fluxo de célcio) e niveis
intermediarios de atividade de sequestro de receptores (p,ex., entre
20% e 60%, entre 30% e 50%, entre 20% e 50%, ou entre 30% e 60%,
conforme medido pelo ensaio de modulacdo negativa da superficie de
CCR5. Ensaios séo descritos abaixo em Materiais e Métodos.

[00061] Os termos proteina, "peptideo” ou "polipeptideo” séo
usados intercambiavelmente e referem-se a polimeros de aminoacido
de qualquer comprimento. O polimero pode ser linear ou ramificado,
ele pode compreender aminoacidos modificados e ele pode ser
interrompido por ndo-aminoacidos. Os termos também abrangem um
polimero aminoacido que foi modificado naturalmente ou por
intervencdo; por exemplo, formacdo de ligacdo de dissulfito,
glicosilacdo, lipidacdo, acetilacdo, fosforilacdo, ou qualquer outra
manipulacdo ou modificacdo, tal como conjugacdo com um
componente rotulador. Também estdo incluidos na definicdo, por
exemplo, polipeptideos contendo um ou mais analogos de um
aminoacido (incluindo, por exemplo, aminoacidos ndo naturais, etc.),
bem como outras modificacdes conhecidas na técnica. Polipeptideos
podem ocorrer como cadeias simples ou associadas. Os polipeptideos
da invencao podem ser glicosilados naturalmente ou nao-naturalmente
(isto é o polipeptideo tem um padrdo de glicosilacdo que difere do
padrdo de glicosilacdo verificado no polipeptideo correspondente que
ocorre naturalmente).

Preparacdo dos Agentes de Peptideos

[00062] Os agentes de peptideos da invencdo podem ser

preparados de varias maneiras, por exemplo, usando técnicas
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conhecidas de biologia molecular (isto € engenharia genética e
fermentacdo — em geral, biotecnologia) ou quimica de proteina (por
exemplo, sintese quimica de peptideo).

[00063] O peptideo e os agentes de acido nucléico sdo de
preferéncia preparados usando as técnicas de engenharia genética
conhecidas conforme descrito, por exemplo, em [0]. A invencao
fornece, portanto, um processo para a producdo de agentes de
peptideos ou polipeptideos da invencdo, compreendendo a etapa de
cultivo de uma célula hospedeira sob condi¢cbes que induzem a
expresséo do polipeptideo.

[00064] Por exemplo, agentes de peptideos da presente invencéo
podem ser preparados na forma recombinante por expressdo em uma
célula hospedeira. Tais métodos de expressdo s&do bastante
conhecidos pelos versados na técnica, e muitos sdo descritos em
detalnes em [13]. Um vetor de expressdo apropriado pode ser
escolhido no hospedeiro da escolha. O vetor pode conter uma
molécula de DNA recombinante que codifica um agente de peptideo
ligado operativamente a uma sequéncia de controle de expresséo que
€ reconhecida pelo maquinario de transcricdo do hospedeiro. Quando
um agente de peptideo da invencéo é assim produzido por expressao
recombinante, o agente é recuperado por purificacdo de uma cultura
de células hospedeiras.

[00065] Um método preferido envolve a sintese quimica in vitro A
[0, 0]. A invencao fornece, portanto, um processo para a preparacao
de um agente peptideo, onde o agente peptideo € sintetizado em parte
ou no todo usando meios quimicos. A sintese de peptideos em fase
sélida é particularmente preferida, assim como métodos a base da
guimica de tBoc ou Fmoc [0]. A sintese enziméatica [0] também pode
ser empregada no todo ou em parte.

[00066] Outra sintese bioldgica diferente de por expressdo em uma
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célula hospedeira, pode ser empregada, por exemplo, os polipeptideos
podem ser produzidos por translacdo de RNA in vitro. Agentes de
peptideos da invencdo também podem ser preparados, por exemplo,
por digestdo de polipeptideos mais longos usando proteases.

[00067] Métodos biolégicos, incluindo engenharia genética,
fermentacdo e expressdo, sdo em geral restritos a producdo de
polipeptideos baseados em L-aminoacidos, mas a manipulacdo do
maquinario de translacéo in vivo ou in vitro (por exemplo de moléculas
de aminoacila de tRNA) pode ser usada para permitir a introducao de
D-aminoacidos (ou outros aminoacidos nao naturais, tais como
lodotirosina ou metilfenilalanina, azidohomoalanina, etc.) [0]. Onde D-
aminoacidos estao incluidos, entretanto, € preferido o uso de sintese
guimica. Os polipeptideos da invencdo podem ter modificacbes
covalentes na terminacdo C e/ou na terminacéo N.

Células Hospedeiras

[00068] A presente invencdo também fornece uma célula
hospedeira compreendendo um acido nucléico de acordo com a
presente invencao.

[00069] De acordo com um aspecto da invencdo, a célula
hospedeira é apropriada para a producdo biotecnologica dos agentes
da presente invencdo. Hospedeiros apropriados para a producao
biotecnoldgica dos agentes da presente invencdo incluem espécies
procariéticas normalmente usadas, tais como E. coli, ou levedos
eucarioticos que podem ser preparados para expressar altos niveis de
proteinas recombinantes e que podem ser facilmente cultivados em
grandes quantidades. Linhas celulares cultivadas in vitro também sé&o
apropriadas, particularmente quando se emprega sistemas de
expressdo movidos a virus, tais como o sistema de expressdo de
baculovirus, o qual envolve o uso de células de insetos como

hospedeiros. Agentes de peptideos também podem ser expressos in
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vivo, por exemplo, em larvas de inseto ou em tecidos mamiferos. De
preferéncia, o agente peptideo é expresso em E. coli; por exemplo, a
cepa BLR(DE3) é apropriada, apesar de sistemas equivalentes serem
igualmente apropriados, como o leitor qualificado estara ciente.

[00070] De acordo com um outro aspecto da invencédo, é fornecida
uma célula hospedeira que é capaz de sobreviver e ser propagada no
intestino humano ou animal (tripa) ou vagina, e de preferéncia
expressar ai 0 agente peptideo codificado pelo referido &cido nucléico.
De preferéncia, a célula hospedeira de acordo com este aspecto da
invencéo também secreta o referido agente peptideo no periplasma ou
meio. Aqui, posteriormente, o termo "agente" compreende, além disso,
células hospedeiras conforme descrito aqui.

[00071] De preferéncia, a célula hospedeira € um micro-organismo
altamente colonizador e ndo patogénico. Microorganismos altamente
colonizadores de acordo com a presente invengao sao cepas que Sao
capazes de competir com micrébios indigenos para colonizagcéo
prolongada das superficies internas das mucosas. A célula hospedeira
de preferéncia € um micro-organismo que pertence a flora do intestino
humano ou vagina, mais preferentemente um micro-organismo que €
comumente encontrado na flora do intestino humano ou vagina. Mais
preferentemente, a célula hospedeira € um probiético e/ou um micro-
organismo comensal, isto €, um género, espécie ou cepa benéficos a
pelo menos um hospedeiro humano. De preferéncia a célula
hospedeira de acordo com a presente invencao € parte do ser humano
normal ou sadio, ou flora animal intestinal ou vaginal. De acordo com
um modo de execucdo, a célula hospedeira pertence a um género
selecionado do grupo que consiste em bacteroides, Clostridium,
Fusobacterium, Eubacterium, Ruminococcus, Peptococcus,
Peptostreptococcus, Bifidobacterium, Streptococcus, Escherichia e

Lactobacillus. A célula hospedeira, de preferéncia, € uma espécie
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selecionada do grupo que consiste em Escherichia coli, Lactobacillus
acidophilus, Lactobacillus  crispatus, Lactobacillus  gasseri,
Lactobacillus iners, Lactobacillus jensenii, Lactobacillus casei,
Lactobacillus plantarum, Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus GG,
Bifidobacterium bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium
infantis, Bifidobacterium longum e Streptococcus gordonii. De
preferéncia, o micro-organismo altamente colonizador de acordo com
a presente invengdo € Escherichia coli Nissle 1917. Entretanto,
gualquer outra cepa altamente colonizadora, tanto de Escherichia coli
ou outra das espécies anteriormente mencionadas, € também uma
cepa preferida de acordo com a presente invencdo. Em um outro
modo de execucao, a célula hospedeira € um levédo. De preferéncia,
0 levédo € um levédo comensal, tal como Pichia guelliermondii ou
Saccharomyces boulardii. Ainda em um outro modo de execuc¢ao, uma
célula hospedeira € uma célula humana.

[00072] O versado estd bastante acostumado com métodos de
transformacéo de micro-organismos com acidos nucléicos estranhos e
subsequente emprego dos micro-organismos transformados para
expressar um polipeptideo codificado pelos referidos acidos nucléicos,
na forma intracelular, periplasmica ou secretada [ver as referéncias 0,
0, 0, Q].

Composicoes Farmacéuticas

[00073] A presente invencao fornece composi¢cdes compreendendo
um agente de acordo com a presente invencdo e um carreador
farmaceuticamente aceitavel. Os agentes da presente invencdo, ou um
sal farmaceuticamente aceitaveis dos agentes de peptideos ou acidos
nucléicos correspondentes, sdo portanto fornecidos para uso como um
farmaco. As composicdes de acordo com a presente invencdo podem
compreender qualquer agente da presente invencao, isto €, aqui

posteriormente, um agente de polipeptideo, um seu sal
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farmaceuticamente aceitavel, um &cido nucléico, um seu sal
farmaceuticamente aceitavel, ou uma célula hospedeira de acordo
com a presente invencdo. A preparacdo de composicoes
farmacéuticas é bastante conhecida daqueles versados na técnica.
[00074] As composicdes farmacéuticas da presente invencéo
podem, em particular, compreender mais do que um agente (mdultiplo)
da presente invencdo, p,ex., dois ou mais agentes. A invencgao
também fornece uma preparacdo farmacéutica ou sistema,
compreendendo (a) um primeiro agente, que € um agente da
invencdo; e (b) um segundo agente farmacéutico. De acordo com
certos modos de execucdo, o segundo agente farmacéutico pode
incluir inibidores de transcriptase reversa (RTI), inibidores de protease
(PI), inibidores de integrase e inibidores de conjuntos virais. De acordo
com outros modos de execucéo, o segundo agente farmacéutico pode
incluir outros inibidores de entrada além daqueles da presente
invencéo, por exemplo, substancias polianidnicas (por exemplo, sulfato
de celulose), agentes de ligacdo glicano ou lecitinas, aglutinantes de
receptores de glicano (por exemplo, manano soluvel), anticorpos,
inibidores de entrada de pequenas moléculas, inibidores de entrada de
peptideos ou agentes de ligacdo de CXCR4 (agentes bloqueadores de
CXCR4). De acordo ainda com outros modos de execucédo, o segundo
agente farmacéutico pode incluir um detergente, ou um agente que
modifica o pH, por exemplo, um acido ou um agente tamponador de
pH. Ainda de acordo com outros modos de execucdo, o segundo
agente farmacéutico pode incluir um inibidor de RNA (siRNA), onde o
SiRNA pode ser quimicamente modificado.

[00075] De acordo com outros aspectos da invencédo, o referido
segundo agente também pode ser um farmaco anti-inflamatério ou um
imunossupressor. Os referidos agentes mdultiplos da invencédo, ou os

referidos primeiros e segundos agentes, sao formulados tanto em
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mistura ou como composi¢coes separadas, por exemplo, para
administracdo simultanea apesar de separada, ou para administracao
sequencial (ver abaixo).

[00076] Sais farmaceuticamente aceitaveis dos agentes da
invencdo podem ¢é claro ser preparados por procedimentos
convencionais, tais como por reacdo da base livre e/ou acido livre do
agente com pelo menos uma quantidade estequiométrica do &cido ou
base formadores de sal desejado.

[00077] Sais farmaceuticamente aceitdveis dos agentes da
invencdo incluem sais com cations inorganicos, tais como sodio,
potassio, calcio, magnesio, zinco e amobnio, e sais com bases
organicas. Bases organicas apropriadas incluem N-metil-D-glucamina,
arginina, benzatina, diolamina, olamina, procaina e trometamina. Sais
farmaceuticamente aceitaveis dos agentes de acordo com a invengao
também incluem sais derivados de acidos organicos ou inorganicos.
Anions apropriados incluem acetato, adipato, besilato, brometo,
camsilato, cloreto, citrato, edisilato, estolato, fumarato, gluceptato,
gluconato, glucuronato, hipurato, hiclato, hidrobrometo, hidrocloreto,
iodeto, isetionato, lactato, lactobionato, maleato, mesilato,
metilbrometo, metilsulfato, napsilato, nitrato, oleato, palmoato, fosfato,
poligalacturonato, estearato, succinato, sulfato, sulfosalicilato, tanato,
tartarato, tereftalato, tosilato e trietiodeto.

[00078] Formas de dosagem farmacéutica de um agente da
invencdo podem ser fornecidas em um desprendimento instantaneo,
desprendimento controlado, desprendimento sustentado, ou sistema
de fornecimento de farmaco alvo.

[00079] Formas de dosagem usualmente empregadas incluem, por
exemplo, solucdes e suspensdes, (micro-) emulsdes, unglientos, géis,
cremes, pastas, espumas, supositorios, 6vulos, implantes, curativos,

lipossomas, comprimidos, drageas, losangos, capsulas de envoltério
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macio ou rigido, pés amorfos ou cristalinos, pos efervescentes ou
comprimidos, aeroséis, e formulacdes liofilizadas. Dependendo da via
de administracao usada, dispositivos especiais podem ser requisitados
para aplicacdo ou administracdo do farmaco, tais como, por exemplo,
seringas e agulhas, inalantes, bombas, aplicadores por canetas de
injecéo, frascos especiais ou outros dispositivos para administracéo,
gue também podem ser implantados dentro do corpo. Em particular, os
agentes da presente invencdo também podem, por exemplo, ser
compostos de, ou estar associados a um dispositivo contraceptivo ou
agente, por exemplo, um dispositivo intrauterino ou intracervical,
espiral ou diafragma, ou distribuido em um preservativo, por exemplo,
contido na forma de um revestimento liquido, solugdo, gel ou po.
Entretanto, de acordo com a presente invencdo, 0s agentes da
presente invencdo ndo necessitam necessariamente estar associados
a, um dispositivo ou agente contraceptivo. De preferéncia, o agente de
acordo com a invencdo esta compreendido e € administrado por um
sistema de fornecimento de depodsito De preferéncia, o referido
sistema de fornecimento de depdsito compreende um anel vaginal ou
outro implante que é apropriado para a insercdo e/ou implante na
vagina ou cerviz, e fornece um desprendimento lento (controlado e/ou
sustentado) do agente da presente invencao.

[00080] Formas de dosagem farmacéutica s&do normalmente
compostas do farmaco, de um excipiente (s), e um sistema de
fechamento do recipiente. Um ou multiplos excipientes, também
referidos como ingredientes inativos, podem também ser adicionados
a um agente da invencdo para aperfeicoar ou facilitar a fabricacao,
estabilidade, administracdo, e seguranca do farmaco, e podem
fornecer um meio para se obter um perfil de desprendimento de
farmaco desejado. Portanto, o tipo de excipiente(s) a ser(em)

adicionado(s) ao farmaco, pode depender de varios fatores, tais como,
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por exemplo, as propriedades fisicas e quimicas do farmaco, a via de
administracdo, e o0 procedimento de fabricacdo. Excipientes
farmaceuticamente aceitaveis estao disponiveis na técnica e incluem
aqueles listados em varias farmacopéias. (Ver, por exemplo, [0, 0])
[00081] Formas de dosagem farmacéutica de um agente da
presente invencdo podem ser preparadas por quaisquer dos métodos
bem conhecidos na técnica, tais como, por exemplo, processos de
misturacdo convencionais, peneiramento, dissolucdo, fusao,
granulacdo, preparacdo de drageas, preparacdo de comprimidos,
suspensao, extrusdo, secagem por borrifo, levigacdo, emulsificacao,
(nano/micro-) encapsulacéo, aprisionamento, ou liofilizacdo. Conforme
notado acima, as composi¢coes da presente invengao podem incluir um
ou mais ingredientes inativos fisiologicamente aceitaveis que facilitam
0 processamento de moléculas ativas em preparados para uso
farmacéutico.

[00082] Uma formulacdo apropriada depende da via de
administracdo desejada. Para injecdo endovenosa, por exemplo, a
composicdo pode ser formulada em solucdo aquosa, se necessario
usando tamponadores fisiologicamente compativeis, incluindo, por
exemplo, fosfato, histidina, ou citrato para ajuste do pH da formulagéo
pH, e um agente de tonicidade, tal como, por exemplo, cloreto de
sédio ou dextrose. Para administracdo transmucosal ou nasal,
formulacbes semissolidas, liquidas, ou em curativos, podem ser
preferidas, possivelmente contendo promotores de penetracédo. Tais
penetrantes sdo geralmente conhecidos na técnica. Para
administracéo oral, os agentes podem ser formulados nas formas de
dosagem liguida ou soélida e em formulagcdes de desprendimento
instantdneo ou controlado/sustentado. Formas de dosagem
apropriadas para ingestdo oral por um individuo incluem comprimidos,

pilulas, drageas, capsulas de revestimento rigido e macio, liquidos,
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géis, xaropes, lamas, suspensfes e emulsfes. Os agentes também
podem ser formulados em composic¢des retais, tais como supositorios
ou enemas de retencao, por exemplo, contendo bases de supositério
convencionais tais como manteiga de cacau ou outros glicerideos.
Para supositérios vaginais, muitas bases de supositorio diferentes
conhecidas pelos versados na técnica podem ser usadas, por
exemplo, gelatina glicerinada, gelatina despolarizada, manteiga de
cacau, polietileno glicol, polisorbato, ou outros.

[00083] Para administracdo oral, o0os agentes da invencgéo
geralmente serdo fornecidos nas formas de dosagem soélida, por
exemplo, na forma de comprimidos ou capsulas, ou como uma solucgéo
aguosa ou suspensao.

[00084] Formas de dosagem oral solida podem ser obtidas usando
excipientes, que podem incluir diluentes inertes, preenchedores,
desintegrantes, aglutinantes (seco e Umido), retardantes de
dissolucéo, lubrificantes, deslizantes, antiaderentes, resinas de troca
catibnicas, agentes umectantes, antioxidantes, preservantes, agentes
de coloracéo, adocantes e agentes aromatizantes. Esses excipientes
podem ser de fonte sintética ou natural. Exemplos de tais excipientes
incluem derivados de celulose, éacido citrico, fosfato de dicélcio,
gelatina, carbonato de magnésio, lauril sulfato de magnésio/sédio,
manitol, polietileno glicol, polivinil pirrolidona, silicatos, dioxido de
silicio, benzoato de soédio, sorbitol, amidos, acido estearico ou seus
sais, acucares (isto €é dextrose, sucrose, lactose, etc.), talco,
mucilagem de tragacanto, Oleos vegetais (hidrogenados), e ceras.
Etanol e dgua podem servir como auxiliares de granulacdo. Em certos
momentos é desejavel o revestimento de comprimidos, por exemplo,
com um filme de mascaramento de paladar, um filme resistente a
acido gastrico, ou um filme de retardamento do desprendimento.

Polimeros naturais e sintéticos, em combinacdo com corantes,

Petica0 870210013854, de 10/02/2021, pég. 29/67



26/54

acucares e solventes organicos ou agua, sdo comumente empregados
para revestir comprimidos, resultando em drageas. Quando é preferida
uma capsula ao invés de um tablete, o p6 do farmaco, a suspensao,
ou sua solucdo, podem ser fornecidos em uma capsula de
revestimento rigido ou macio compativel.

[00085] Diluentes inertes apropriados incluem carbonato de sédio e
calcio, fosfato de sodio e calcio, e lactose. Amido de milho e &cido
alginico sao agentes de desintegracdo apropriados. Agentes de
ligacdo podem incluir amido e gelatinas. O agente de lubrificagdo, se
presente, geralmente sera estearato de magnésio, acido esteéarico ou
talco. Se desejado, os comprimidos podem ser revestidos com um
material tal como monoestearato de glicerila ou diestearato de glicerila,
para retardar a absorc&o no trato gastrointestinal.

[00086] Cépsulas para uso oral incluem capsulas de gelatina dura
na qual o ingrediente ativo € misturado com um diluente solido e
capsulas de gelatina mole, onde o ingrediente ativo € misturado com
agua ou com um oOleo tal como 6leo de amendoim, parafina liquida ou
azeite de oliva.

[00087] Em um modo de execucdo, os agentes da presente
invencdo podem ser administrados topicamente, via a pele ou
membrana da mucosa, tal como através de um adesivo para pele, uma
formulacdo semissélida ou uma formulacéo liquida, por exemplo, um
gel, uma (micro-) emulsdo, um unglento, uma solugdo, uma
suspensao (nano/micro), ou uma espuma. A penetracdo do farmaco
na pele ou membrana da mucosa e tecidos subadjacentes pode ser
regulada, por exemplo, usando promotores de penetracdo; pela
escolha apropriada e combinacdo de excipientes lipofilicos,
hidrofilicos, e excipientes anfifilicos, incluindo &gua, solventes
organicos, ceras, O6leos, polimeros sintéticos e naturais, agentes

tensoativos, emulsificantes; por ajuste do pH; e pelo uso de agentes
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complexadores. Outras técnicas, tais como iontoforese, podem ser
empregadas para regular a penetracdo de um agente da invencdo. A
administracdo transdérmica ou topica seriam preferidas, por exemplo,
em situacdes nas quais € desejado o fornecimento local com uma
exposicao sistémica minima.

[00088] Para administrac&o por inalacdo, ou administracao ao nariz,
0S agentes para uso de acordo com a presente invengado S&o
convenientemente fornecidos na forma de uma solugéo, suspensao,
emulsdo, ou embalagens pressurizadas em aerosol semissolido, ou
um nebulizador, usualmente com o uso de um propelente, por
exemplo, carbonos halogenados derivados de metano e etano, didxido
de carbono, ou qualquer outro gas apropriado. Como aerosois topicos,
hidrocarbonetos semelhantes a butanos, como butanos, isobutenos, e
pentanos, sao uteis. No caso de um aerosol pressurizado, a unidade
de dosagem apropriada pode ser determinada pelo emprego de uma
valvula para fornecer uma quantidade determinada. Podem ser
formuladas capsulas e cartuchos, por exemplo, de gelatina para uso
em um inalador ou insuflador. Esses contém tipicamente uma mistura
em po do agente e uma base em pé apropriada, tal como lactose ou
amido.

[00089] Composicdes formuladas para administracdo parenteral por
injecdo sdo usualmente estéreis e podem estar presentes em formas
de dosagem unitarias, por exemplo, em ampolas, seringas, canetas
injetoras, ou em recipientes de mdultiplas doses, as Ultimas contendo
usualmente um conservante. As composicdes podem tomar formas,
tais como suspensdes, solucbes, ou emulsdes, ou emulsbes em
veiculos oleosos ou aquosos, e podem conter agentes de formulacao,
tais como solucdes tampéao, agentes tonificantes, agentes elevadores
da viscosidade, agentes tensoativos, agentes de suspensdo e

dispersantes, antioxidantes, polimeros biocompativeis, agentes
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guelados, e conservantes. Dependendo do local da injecdo, o veiculo
pode conter agua, um Oleo sintético ou vegetal, e/ou cossolventes
organicos. Em certos casos, tais como com um produto liofilizado ou
um concentrado, a formulacdo parenteral seria reconstituida ou diluida
antes da administracdo. Formula¢cdes de depdsito, que fornecem um
desprendimento controlado ou sustentado de um agente da invencao,
podem incluir suspensfes injetdveis de nano/micro particulas ou
nano/micro cristais ou cristais ndo-micronizados. Polimeros tais como
acido poli(latico), acido poli(glicdlico), ou seus copolimeros, podem
servir como matrizes de desprendimento controlado/sustentado, além
de outros bem conhecidos na técnica. Outros sistemas de
fornecimento de depdsito podem estar presentes na forma de
implantes e bombas que requerem incisao.

[00090] Carreadores apropriados para injecdo endovenosa para as
moléculas da invencdo sdo bem conhecidas na técnica e incluem
solucbes a base de agua contendo uma base, tal como por exemplo
hidroxido de sddio, para formar um agente ionizado, sucrose ou cloreto
de sodio como um agente de tonicidade, por exemplo. A solucdo a
base de agua pode compreender uma solucdo tampdo contendo
fosfato ou histidina. Co-solventes, tais como por exemplo polietileno
glicdis, podem ser adicionados. Esses sistemas a base de agua séo
agentes eficazes na dissolucdo de agentes da invencdo e produzem
baixa toxidez sob administracdo sistémica. As proporcbes dos
componentes de um sistema de solucdo pode variar
consideravelmente, sem destruir a solubilidade e caracteristicas de
toxidez. Além disso, a identidade dos componentes pode ser variada.
Por exemplo, agentes tensoativos de baixa toxidez, tais como
polisorbatos ou poloxameros podem ser empregados, assim como
polietileno glicol ou outros cossolventes, polimeros biocompativeis tais

como polivinil pirrolidona podem ser adicionados, e outros acgucares e
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poliéis podem substituir dextrose.

Outros Aspectos da Invencao

[00091] A presente invencdo, além disso, fornece um Kkit, por
exemplo, um kit de diagndstico compreendendo um ou mais agentes
de peptideos, acidos nucléicos ou células hospedeiras de acordo com
a invencao.

Usos das Moléculas da Invencdo

Usos Baseados na Funcado Biolégica; Tratamento e Prevencdo de

Doencas
[00092] A presente invencdo estabelece o uso dos agentes de

peptideos da presente invencdo ou de bloqueio e/ou causadores do
sequestro de CCR5. O sequestro pode estar na forma da
internalizacdo de CCR5 nas células alvo e/ou a regulagem negativa
(modulacdo negativa) de CCR5 nas células alvo. A invencédo também
estabelece o uso de &cidos nucléicos que codificam os referidos
agentes de peptideo, ou uma célula hospedeira de acordo com a
presente invencao (ver acima compreendendo um &cido nucléico da
presente invengao, para a expressao e opcionalmente a secrecdo dos
referidos agentes de peptideos.

[00093] Conforme mencionado acima, no que se refere a presente
invencdo, o termo “"agente" abrange agentes de peptideos, acidos
nucléicos que codificam os referidos agentes de peptideos, e células
hospedeiras de acordo com a invencao. A invencéo estabelece o uso
dos referidos agentes para o tratamento e/ou profilaxia (prevencao) de
doencas que podem ser tratadas por bloqueio e/ou que causam 0O
sequestro de CCR5. Os agentes da presente invengcao sdo, portanto,
fornecidos para uso como farmacos.

[00094] Um ou mais dos agentes da presente invencao podem ser
administrados a um individuo. Quando mais do que um agente é

administrado, os referidos agentes podem ser administrados juntos
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(como uma mistura ou separadamente apesar de substancialmente
simultaneamente) ou sequencialmente. Os referidos um ou mais
agentes da presente invengcdo podem ser administrados em
combinagdo com um ou mais outros agentes farmaceuticamente ativos
que ndo estdo compreendidos dentro dos agentes da presente
invencéo. O agente ou agentes da presente invencédo podem entao ser
administrados também conjuntamente (como uma mistura ou
separadamente apesar de substancialmente simultaneamente) com os
referidos um ou mais outros agentes farmaceuticamente ativos, ou
sequencialmente.

[00095] De acordo com um aspecto preferido, a presente invencéo
estabelece o uso dos referidos agentes de peptideos, ou de acidos
nucléicos que codificam os agentes de peptideos, para o tratamento
elou prevencado de infeccbes de HIV e/ou o surgimento da sindrome
de imunodeficiéncia adquirida (AIDS), e/ou disturbios e doencas
associadas com ela, em um individuo.

[00096] A presente invencdo fornece, portanto, um meétodo de
tratamento ou prevencédo de infeccdo por HIV (a transmissédo de HIV)
em um individuo compreendendo a administracdo de uma composi¢cao
compreendendo um agente da presente invencdo. Além disso, é
fornecido um método de tratamento, ou prevengdo do surgimento da
sindrome de imunodeficiéncia (AIDS) em um individuo, que
compreende a administracdo de um agente que compreende um
agente da presente invencao.

[00097] Por exemplo, a transmissdo de HIV, isto €, a infeccdo de
células alvo por HIV, pode ser evitada por aplicacdo de uma
composicao de acordo com a invencao (por exemplo, um supositério,
creme, gel, espuma, pasta, solucao, liquido ou p6 contendo um agente
de acordo com a presente invencao). Neste modo de execucédo, a

referida composicdo é de preferéncia aplicada a genitadlia humana
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(vagina, reto, intestino) antes ou durante ou depois do contato sexual
para evitar a transmissdo de HIV durante o contato sexual. Mais
preferentemente, a referida composicdo € aplicada antes do contato
sexual.

[00098] A presente invencdo também fornece o uso de agentes da
presente invencdo como agentes anti-inflamatérios. Os agentes séo,
portanto, Uteis para o tratamento e/ou prevencdo de doencas
inflamatérias e doencas autoimunes. De acordo com um outro aspecto
da invencdo, os agentes da presente invencdo sdo Uteis para o
tratamento e/ou prevencdo de doencas malignas, e também para o
tratamento e/ou prevencao de infecgbes bacterianas e infecgdes virais.
Aqui o virus pode ser HIV ou um virus diferente de HIV.

[00099] De acordo com outros aspectos da invencao, também é
fornecido um método de tratamento ou prevencdo de inflamacéo,
doencas inflamatérias, doencas autoimunes ou bacterianas e
infeccbes virais compreendendo a administracdo de uma composicao
compreendendo um agente da presente invencdo. Em particular, por
exemplo, é fornecido um método de tratamento ou prevencdo de
doenca de intestino inflamatério, artrite reumatéide, ateroma ou
arterioesclerose, asma, rinite alérgica ou dermatite atopica, a rejeicao
de 6rgéaos transplantados, tecidos ou células, esclerose multipla e/ou
outras doencas desmielinizantes, neuropatia periférica, bem como
canceres, incluindo canceres em metastase.

[000100] Em um outro modo de execucdo da invencao, para
gualquer das doencas e condi¢cdes acima, é fornecido um método de
tratamento ou profilaxia, onde uma célula hospedeira, conforme
divulgado acima, é administrada a um individuo, sendo que a referida
célula hospedeira expressa e secreta um agente de peptideo de
acordo com a presente invencao.

[000101] A invencdo também estabelece o uso de acidos nucléicos
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da presente invencdo para a terapia genética, onde os referidos acidos
nucléicos sdo incorporados em um virus para administracdo a um
individuo.

Modos de Administracao

[000102] As composicbes da presente invencdo podem ser
fornecidas diretamente ou em composi¢bes farmacéuticas contendo
excipientes (ver acima), como € bastante conhecido na técnica. Os
presentes métodos de tratamento envolvem a administracdo de uma
guantidade terapeuticamente eficaz de um agente da presente
invengdo a um individuo.

[000103] O termo "quantidade terapeuticamente eficaz" conforme
usado aqui refere-se a uma quantidade de um agente de acordo com a
presente invencdo necessaria para tratar, melhorar ou evitar a
condicdo de doenca alvo, ou de exibir um efeito terapéutico detectavel
ou preventivo. Em geral, a dose terapeuticamente eficaz pode ser
estimada inicialmente tanto nos ensaios de cultura celular ou em
modelos animais, por exemplo, em primatas ndo humanos, ratos,
coelhos, cédes ou porcos. O modelo animal também pode ser usado
para determinar a faixa de concentracdo e a via de administracao
apropriadas. Tal informacdo entdo pode ser usada para determinar
doses Uteis e vias de administracdo em humanos.

[000104] A quantidade eficaz precisa para um individuo humano
dependera da gravidade do estado da doenca, saude geral do
individuo, idade, peso, e género do individuo, dieta, tempo e
freqiéncia da administracdo, combinacdo(des) dos farmacos,
sensibilidades, e tolerancia/resposta a terapia. Esta quantidade pode
ser determinada por experimentacdo rotineira e dependera do
julgamento do clinico geral. Geralmente, uma quantidade eficaz isto €,
dose, de um agente sera de 0,005 mg/kg até 50 mg/kg, de preferéncia
0,125 mg/kg até 20 mg/kg.
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[000105] Regimes de tratamento eficazes para agentes preferidos de
acordo com a invencao incluem a administracdo de uma, duas ou trés
vezes diariamente, e/ou uma, duas, trés, quatro, cinco ou seis vezes
semanalmente). Esses regimes sao, portanto, de preferéncia
particularmente preferidos para uso em na presente invengao.

[000106] Uma via eficaz e conveniente de administracdo e uma
formulacdo apropriada dos agentes da invencdo em composi¢coes
farmacéuticas (ver acima) também podem ser prontamente
determinados por experimentacdo rotineira. Varios sistemas de
fornecimento de formulacdes e farmacos estao disponiveis na técnica
(ver, por exemplo, [0, 0]).

[000107] Vias apropriadas de administracdo podem, por exemplo,
incluir administracdo vaginal, retal, intestinal, oral, nasal (intranasal),
pulmonar ou outras administragcbes mucosais, topicas, transdermais,
oculares, aurais, e parenterais.

[000108] Vias primarias para a administragcdo parenteral incluem
administracdo intravenosa, intramuscular, e subcutanea. Vias
secundarias de administracdo incluem administracdo intraperitoneal,
intraarterial, intraarticular, intracardiaca, intracisternal, intradérmica,
intralesional, intraocular, intrapleural, intratecal, intrauterina, e
intraventricular. A indicagdo a ser tratada juntamente com as
propriedades fisicas, quimicas, e biolégicas do farmaco ditam o tipo de
formulacéo e a via de administracdo a ser usada, bem como se sera
preferido fornecimento local ou sistémico.

[000109] Para composicbes Uteis para 0s presentes métodos de
tratamento, uma dose terapeuticamente eficaz pode ser estimada
inicialmente usando uma variedade de técnicas bastante conhecidas
na técnica. Doses iniciais usadas em estudos animais podem ser
baseadas em concentracdes eficazes estabelecidas em ensaios de

cultura celular. Faixas de dosagem apropriadas para individuos
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humanos podem ser determinadas, por exemplo, usando dados
obtidos de estudos animais e ensaios de cultura celular.

[000110] Uma dose terapeuticamente eficaz ou quantidade de um
agente, agente, ou farmaco da presente invencdo refere-se a uma
guantidade ou dose do agente, agente ou farmaco que resulta em um
aperfeicoamento dos sintomas ou uma prolongacéo da sobrevivéncia
em um individuo. A toxidez e eficacia terapéutica de tais moléculas
podem ser determinadas por procedimentos farmacéuticos padrao em
culturas celulares ou experimentais em animais, por exemplo, para
determinacéo do LD50 (a dose letal para 50% da populagéo) e a ED50
(a dose terapeuticamente eficaz em 50% da populacdo). A proporgao
da dose de efeitos toxicos para efeitos terapéuticos € o indice
terapéutico que pode ser expresso como a proporcado de LD50/ED5O0.
Agentes que exibem altos indices terapéuticos sao preferidos.

[000111] A gquantidade eficaz ou quantidade terapeuticamente eficaz
€ a quantidade do agente ou composicao farmacéutica que elicitara a
resposta bioldgica ou médica de um tecido, sistema, animal ou
humano que esta sendo buscado pelo pesquisador, veterinario,
médico ou outro clinico geral, por exemplo, para regulacdo do
metabolismo de glicose, decréscimo nos niveis elevados ou
aumentados de glicose do sangue, tratamento ou prevencdo de um
disturbio associado com o metabolismo alterado de glicose, por
exemplo, diabetes, etc..

[000112] Doses de preferéncia caem em uma faixa de concentracdes
de circulagcdo que inclui o ED50 com pouca ou nenhuma toxidez.
Dosagens podem variar dentro desta faixa dependendo da forma de
dosagem empregada e/ou da via de administracao utilizada. A exata
formulacéo, via de administracdo, dosagem, e intervalos de dosagem
deveriam ser escolhidos de acordo com métodos conhecidos na

técnica, tendo em vista as especificidades da condicdo de um
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individuo.

[000113] A quantidade de dosagem e os intervalos podem ser
ajustados individualmente para fornecer niveis de plasma da parcela
ativa que sao suficientes para se obter os efeitos desejados, isto €,
minima concentracdo eficaz (MEC). O MEC variara para cada agente
mas pode ser estimado, por exemplo, a partir de dados in vitro e
experimentos animais. Dosagens necessarias para se obter o MEC
dependerdo das caracteristicas individuais e vias de administragao.
Em casos de administracao local ou absorcao seletiva, a concentragéo
local eficaz do farmaco pode ndo estar relacionada a concentracéo de
plasma.

[000114] A gquantidade de agente ou composi¢cdo administrada pode
depender de uma variedade de fatores, incluindo o sexo, idade e peso
do individuo sendo tratado, a gravidade da doenca, a forma de
administracéo, e o julgamento do clinico geral que a prescreve.
[000115] As presentes composicbes podem, se desejado, ser
apresentadas em um pacote ou um dispositivo dosador com uma ou
mais unidades de dosagem contendo o ingrediente ativo. Um tal
pacote ou dispositivo pode, por exemplo, compreender o laminado
metalico ou plastico, tal como um pacote em bolhas, ou vidro e
tampdes de borracha tais como em frascos. O pacote ou dispositivo
dosador podem estar acompanhados de instrucbes para
administracdo. Composi¢coes compreendendo um agente da invencao
formulado em um carreador farmacéutico compativel também podem
ser preparadas, colocadas em um recipiente apropriado, e rotuladas
para tratamento de uma condicao indicada.

[000116] A presente invencédo fornece assim um agente de peptideo,
acido nucléico ou célula hospedeira de acordo com a invencdo para
uso no tratamento ou prevencao de infec¢cdes de HIV, no tratamento

e/ou prevencado da sindrome de imunodeficiéncia adquirida (AIDS), no
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tratamento e/ou prevencéo da transmisséo de HIV, e/ou na prevencao
da transmisséo de HIV durante contexto sexual.

[000117] A presente invencdo, portanto, fornece um agente de
peptideo, acido nucléico e/ou célula hospedeira de acordo com a
invencdo para uso no tratamento e/ou prevencdo da inflamacgéo,
doencas inflamatérias, doencas autoimunes, infec¢cdes bacterianas e
virais, doenca inflamatoria do intestino, artrite reumatoide, ateroma, ou
arterioesclerose, asma, rinite alérgica ou dermatite atépica, a rejeicao
de 6rgaos, tecidos ou células transplantados, esclerose multipla e/ou
outras doencas desmielinizantes, neuropatia periférica, doencas
periféricas, doencas malignas, caAnceres ou canceres em metastase.
[000118] A presente invencao fornece assim o uso de um agente de
peptideo, acido nucléico ou célula hospedeira de acordo com a
invencéo para tratamento ou prevencao de infeccdes de HIV, para o
tratamento e/ou prevencao da sindrome de imuno deficiéncia adquirida
(AIDS), ou o seu surgimento, evitando a transmissdo de HIV, por
exemplo, durante o contato sexual.

[000119] A presente invencdo fornece o uso de um agente de
peptideo, acido nucléico ou célula hospedeira de acordo com a
invencdo para a fabricacdo de um farmaco para o tratamento e/ou
prevencdo da inflamacéo, doencas inflamatorias, doengas autoimunes,
ou infeccdes bacterianas e infeccbes virais, artrite reumatoide,
ateroma ou arterioesclerose, asma, rinite alérgica ou dermatite atopica,
a rejeicdo de orgaos, tecidos ou células transplantados, esclerose
multipla e/ou outras doencas desmielinizantes, neuropatia periféricas
malignas, canceres ou em metastase.

BREVE DESCRICAO DO DESENHO

[000120] Figura 1Mostra detalhnes da caracterizagdo de um

polipeptideo tipico derivado de citoquina, consistindo da SEQ ID NO:
21 fundida na terminacdo N da SEQ ID NO: 1. O polipeptideo foi
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preparado por sintese quimica total conforme descrito sob Materiais e
Métodos. AU: Unidades de Absorcdo. O painel A mostra uma HPLC
analitica de material cru apos clivagem HF. O painel B mostra um
HPLC analitico do material desejado purificado da preparacédo crua. O
painel C mostra o traco de um HPLC analitico da mistura de reacgéo
apos purificacdo e redobragem/formacédo de pontes de dissulfito. O
painel D mostra o traco obtido por HPLC analitico com material
purificado, redobrado.

MODOS PARA A EXECUCAQO DA INVENCAO

Materiais e Métodos

Preparacdo de Polipeptideos por Sintese Quimica

[000121] A preparacdo de quimiocinas por sintese quimica total foi
executada em um sintetizador ABI 430 modificado customizado para
realizar a quimica Boc com neutralizacdo in situ [22]. A estratégia de
sintese também apresentou uma etapa de capeamento quimico (para
finalizar quaisquer cadeias com grupos amina livres ao fim da etapa de
ligacdo) usando uma acetilglicina em cada ciclo. Apds a clivagem de
HF, produtos cras foram analisados por HPLC analitico e
espectroscopia de massa MALDI. Depois da purificacdo em escala
preparatéria do produto desejado, a redobragem das proteinas e a
formacdo das pontes de dissulfito foram realizadas de acordo com os
procedimentos publicados [0], e o material redobrado foi verificado por
HPLC analitico (tempo de retencdo mais curto) e espectrometria de
massa por eletroborrifo (perda de unidades de massa devido a
oxidacdo do grupo cisteina tiol durante a formacdo da ponte de
dissulfeto). Os produtos finais foram submetidos a escala de
purificacdo preparatéria e depois liofilizados. Detalhes da
caracterizacdo do material intermediario e parcialmente purificado por
HPLC para uma sintese tipica de uma proteina da invencao,
consistindo da SEQ ID NO 21 fundida a terminacédo N da SEQ ID NO:
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1, sdo mostrados na figura 1. Os resultados da caracterizacdo do
material purificado da referida proteina por espectroscopia de massa
sao fornecidos na seguinte tabela:

Tabela 3: Caracterizacado de material purificado por espectrometria de

massa
Proteina  consistindo

da SEQ ID NO: 21

fundida a terminacéio N Massa calculada Massa observada
da SEQ ID NO: 1

Material antes da|7976,26 7976,76 £ 0,24
redobragem

Material depois da | 7922,26 7972,68 £ 0,36
redobragem

[000122] A analise do produto final por HPLC analitico € mostrada na
Figura 1.

Preparacdo de polipeptideo por expressdo em organismos
hospedeiros

[000123] Os agentes de polipeptideo foram preparados por
expressdo em organismos hospedeiros usando técnicas rotineiras que
sdo conhecidas na técnica, seguindo os procedimentos descritos por
exemplo, nas referéncias [0] e [0].

Ensaio de Fusao Celular

[000124] Este procedimento foi realizado conforme descrito em [0]
usando as linhas celulares HeLa-P5L [0] e HeLa-Env-ADA [0]. Células
HelLa-P5L foram cultivadas em locais com 96-cavidades (10* células
por cavidade). Vinte e quatro horas mais tarde, o meio foi removido e
substituido por um meio contendo 10* HelLa-Env-ADA células por
cavidade mais agentes de peptideo quimiocina da presente invencgao.
Apoés outras 24 h, as células foram lavadas uma vez em PBS, lisadas

e testadas quanto a atividade 3-galactosidase por adicdo do substrato
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colorigénico CPRG (clorofenol red-3-D-galactopiranosideo). Os
resultados foram expressos de acordo com a seguinte férmula:
[000125] 100 x (absorvéncia média tratada — absorvéncia média
nenhuma célula envelope)/(absorvéncia humana sem quimiocina —
absorvéncia média nenhuma célula envelope).

[000126] As medicdes foram realizadas em numero triplicado para cada
experimento independente, e os valores IC50 foram obtidos a partir das
curvas de inibicio de dose ajustadas usando o software Prism®
(GraphPad). O valor IC50 representa a concentragdo de um agente de
peptideo na qual a funcdo celular foi inibida 50%, em compara¢&o com um
controle que néo tinha sido exposto a qualquer agente inibidor.

Ensaio de Replicacao Viral

[000127] A replicacao viral foi testada como nas referéncias [0] e [0],
com a modificacdo de que células HelLas foram usadas como material
de partida, e células reporter SX22-1 foram adicionadas somente apos
expressao de virus.

Ensaio de Fluxo de Calcio

[000128] Agentes foram testados quanto a estimulo de sinalizac&o
de calcio tanto via CCR5, CCR1 ou CCR3 usando células (por
exemplo células humanas embridonicas do rim (HEK)) transfectadas
para originar uma expressao mais estavel, seja de CCR5, CCR1 ou
CCR3, respectivamente. O procedimento foi realizado essencialmente
conforme descrito na referéncia [0], usando placas com 96 cavidades
e um fluorimetro FLEXstation (Dispositivos Moleculares). Medicfes da
fluorescéncia foram realizadas nas respectivas células carregadas
com Fluo-4 (Amostras Moleculares) de acordo com as recomendacdes
do fabricante e mantidas a 37°C. As medi¢cdes foram realizadas
sextuplicadamente (n= 6) em uma concentracdo de agente simples
(300 nM; uma concentracado que produz Emax para PSC- RANTES e
RANTES nativo).
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Ensaio de Modulacdo Negativa de Superficie CCR5
[000129] Células CHO-CCRS5 [0] foram cultivadas a 80.000 células por

ml em placas com 96 cavidades. No dia seguinte, 0 meio foi removido e

substituido por um meio contendo quimiocinas em diferentes
concentragdes e as células foram incubadas por 1 h a 37°C. Ao final deste
periodo, o meio foi removido e as células foram fixadas com 4% de
paraformaldeido. Apds duas lavagens com PBS, as solugfes de ambos o
anticorpo anti-CCR5 conjugado com ficoeritrina (clone 3A9, Pharmingen)
ou anticorpo anti CCR1 conjugado com ficoeritrina (para controle negativo)
em PBS-1% de BSA foram adicionados as células. As placas foram
deixadas em gelo por 1 h, depois lavadas trés vezes com PBS-1% de BSA
antes que valores fluorescentes fossem determinados usando um
fluorimetro FLEXstation. Os resultados foram expressos como% de nivel
de controle da superficie de CCR5:

[000130] 100 x (fluorescéncia meédia quimiocina adicionada, anti-
CCR5 - fluorescéncia de controle médio negativo anti-
CCR1)/(fluorescéncia de controle médio positivo [nenhuma quimiocina
adicionada, anti-CCR5-fluorescéncia média anti-CCR1).

[000131] Cada determinacédo foi realizada em seis vezes (n=6), e
PSC-RANTES foi empregado como uma quimiocina de referéncia em
cada experimento.

Ensaio de Discriminacdo de CCR1

[000132] A seletividade para CCR5 sobre CCR1 foi medida em um

ensaio de ligacdo de competicado CCR1 usando um ligante CCR1

natural rotulado radioativo como um tracador. Tanto MIP-1a/CCL3 ou
RANTES/CCL5 podem, por exemplo, ser empregados como um
tracador para este ensaio de discriminacdo de CCR1. O ensaio foi
realizado e descrito como na referéncia [0].

Ensaio de Discriminacéo de CCR3

[000133] A seletividade para CCR5 sobre CCR1 foi medida em um
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ensaio de ligacdo competicdo CCR3 usando um ligante CCR3 natural
rotulado radioativo como um tragador. Eotaxin/CCL11 ou
RANTES/CCL5 podem, por exemplo, ser usados como um tracador
para este ensaio de discriminacdo CCR3. O ensaio foi realizado e
descrito como na referéncia [O].

Exemplos

Exemplo 1:Medigéo de poténcia anti-HIV pelo ensaio de fusé&o celular.
[000134] Agentes de peptideos foram preparados por sintese
qguimica conforme descrito sob Materiais e Métodos. Os agentes foram
avaliados individualmente usando o ensaio de Fusdo Celular conforme
descrito sob Materiais e Métodos , e os valores IC50 foram obtidos por
comparacdo do resultado do ensaio na auséncia dos agentes. Os
valores IC50 obtidos séo listados na Tabela 1.

[000135] Em geral, valores IC50 baixos, isto €, elevados valores de
poténcia anti-HIV, foram verificados para agentes de peptideos que se
conformaram bem para a sequiéncia de assinatura de consenso N-
terminal Q G P [P/L] [L/G] [M/D] X X [Q/L] X ou QGP[P ouL]lLouGou S
ouM][MouDouSouQouGJXX[QouGoulLouAouT ou S]X, onde X
representa qualquer aminoacido e "/" representa "ou". Exemplos de tais
compostos sdo aqueles derivados RANTES que consistem nas
sequéncias N-terminais de assinatura SEQ ID NO: 2 —69 fundidos nas
posicOes 10-68 da sequiéncia nativa RANTES (SEQ. ID. NO: 1)

Tabela 4: Caracterizacdo de agentes de peptideos ou da invencao

] Poténcia anti-HIV| Poténcia anti-
Sequéncia de o
) (IC50, nM) por | HIV (IC50, nM) | Sinalizagdo de | Seqlestro de CCR5
assinatura SEQ ] ]
D NO: ensaio de fusdo | porensaiode | CCRS5 (%) ® (%) @
' celular replicagéo viral
2 0,02 0,194 1.4 5
3 0,02 <5 3
4 0,02 0,380 4,6 3
5 0,02 0,576 5,3 0
6 0,02 0,289 1,4 3
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Seqéncia de Poténcia anti-HIV| Poténcia anti- - )
assinatura SEQ (ICSF), nM) por | HIV (ICSQ, nM) | Sinalizacdo de | Sequestro de CCR5
D NO: ensaio de fusdo | por ensaio de CCR5 (%) © (%) @
celular replicacgéo viral
7 0,02 0,179 0,7 10
0,03 0,278 2,5 0
0,03 0,187 4.8 2
10 0,03 0,403 2,3 0
11 0,03 1,6 9
12 0,03 0,204 4,1 4
13 0,07 <5 9
14 0,13 1,4 8
15 0,65 2,4 2
16 0,02 0,091 96,3 70
17 0,02 129 87,7 70
18 0,08 90,1 69
19 0,28 85,1 66
20 0,66 95,6 71
21 0,54 14,2 54
22 0,02 0,470 2,4 12
23 0,03 0,625 5,3 35
24 0,03 0,174 2,4 35
25 0,03 0,0 13
26 0,58 9,4 41
27 0,03 14,6 40
28 0,03 0,213 45,0 59
29 0,39 22,6 36
30 0,01 4,1 4
31 0,02 3,6 6
32 0,03 6,0 5
33 0,03 0,2 0
34 0,03 51 8
35 0,05 4,9 5
36 0,05 51 7
37 0,09 0,7 5
38 0,10 0,3 3
39 0,10 1,7 5
40 0,11 0 6
41 0,12 0 9
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Seqéncia de Poténcia anti-HIV| Poténcia anti- o "
assinatura SEQ (IC?O, nM) por | HIV (ICSQ, nM) | Sinalizacdo de | Sequestro de CCR5
D NO: ensaio de fusdo | porensaiode | CCRS5 (%) ® (%) @
celular replicacgéo viral
42 0,16 0,2
43 0,29 0,3
44 0,02 68,5 60
45 0,02 77,4 62
46 0,40 97,6 72
47 0,44 96,9 78
48 0,64 100,5 78
49 0,74 97,2 77
50 0,02 7,6 11
51 0,02 5,0 12
52 0,02 8,3 11
53 0,02 51 16
54 0,06 2,1 12
55 0,07 7,3 33
56 0,15 7,5 15
57 0,16 4,9 18
58 0,23 0,7 25
59 0,23 6,0 15
60 0,02 11,8 8
61 0,02 12,7
62 0,03 29,6 45
63 0,03 42,7 50
64 0,04 17,2 28
65 0,04 115 30
66 0,07 33,4 42
67 0,12 10,3 15
68 0,17 10,6 24
69 0,22 20,1 38

(1) O sinal% é expresso como a% da resposta maxima (Emax)
elicitada por PSC-RANTES, quando testada a uma concentracéo de
300 nM no ensaio sinalizando o fluxo de calcio conforme descrito sob
Materiais e Métodos.

(2) A% de seqguestro € expressa como a quantidade de sequestro no
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gue se refere ao nivel de controle das moléculas da superficie CCR5,
guando testadas no ensaio de modulacdo negativa da superficie de
CCRY5/ receptor de sequestro conforme descrito em Materiais e Métodos.
Exemplo 2: Medicdo de poténcia anti-HIV pelo ensaio de replicagao
viral

[000136] Agentes de peptideos da invencdo foram preparados por
sintese quimica conforme descrito sob Materiais e Métodos. Os
agentes foram individualmente avaliados usando o ensaio de
replicagdo viral conforme descrito sob Materiais e Métodos, e valores
de IC50 foram obtidos por comparacdo do resultado do ensaio na
presenca dos agentes com o resultado do ensaio obtido na auséncia
dos agentes. Os valores de IC50 obtidos sé&o listados na tabela 4.
[000137] Em geral, valores de IC50 baixos, isto &, valores de alta
poténcia anti-HIV, foram verificados para agentes de peptideos que se
conformam bem com a sequéncia de assinatura de consenso N
terminal da Q G P [P/L] [L/G] [M/D] X X [Q/L] X onde X representa

gualquer aminoacido e "/* representa "ou". Exemplos de tais
compostos sdo aqueles derivados RANTES que consistem nas
sequéncias de assinatura N-terminais SEQ ID NO: 2 — 29 fundidas nas
posicOes 10-68 da sequiéncia nativa RANTES (SEQ. ID. NO: 1).
Exemplo 3: Medicdo de sinalizacdo celular pelo ensaio de fluxo de
calcio

[000138] Agentes de peptideos preparados por sintese quimica
conforme descrito sob Materiais e Métodos foram avaliados usando o
ensaio de fluxo de calcio conforme descrito em Materiais e Métodos. Os
valores de "sinaliza¢ao" obtidos usando o referido ensaio para agentes de
peptideos individuais da presente invencéo estao listados na Tabela 4.
[000139] Em geral, foram observados valores de sinalizacdo baixos de,
por exemplo, no maximo 6% ou 10% para agentes de peptideos que se

conformaram bem para a sequéncia de assinatura de consenso N-terminal
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Q G P PLMI[S/G] [L/FIT] Q [S/V] onde "/" representa "ou". Exemplos de
tais compostos sédo aqueles derivados de RANTES que consistem nas
sequéncias de assinatura N-terminais 0, 0, O, ou O fundidas nas posi¢oes
10-68 da sequéncia nativa RANTES (SEQ. ID. NO: 1). Entretanto,
derivados de RANTES da presente invengdo com outras sequéncias de
assinatura, tais como a 0 e 0 também mostraram baixos valores de
sinalizacdo de 20% ou menos, o agente de peptideo carregando a
sequéncia de assinatura 0 conseguiu um valor de sinalizagdo baixo de
30% ou menos, e 0 agente de peptideo carregando a sequéncia de
assinatura 0 conseguiu um valor de sinalizacéo abaixo de 46%. Valores de
sinalizacdo baixos, totais, foram observados para agentes de peptideos
gue se conformaram a sequéncia de assinatura de consenso N-terminal
QGPP[G/L][M/QIXX[Q/S][S/V], ou

[000140] QGPP[G/L][M/Q][S/G/W/AIT][L/FITISIGIY][Q/S][S/V], por
exemplo, incluindo derivados RANTES contendo as sequéncias de
assinatura N-terminais 0, 0, 0, 0, O, ou O.

Exemplo 4: Ensaio de sequestro de receptor pelo ensaio de
modulacdo negativa da superficie CCR5.

[000141] Agentes de peptideos preparados por sintese quimica sob
Materiais e Métodos foram avaliados usando o Ensaio de modulacéo
negativa de superficie CCR5 conforme descrito sob Materiais e
Métodos. Os valores de "sequestro de CCR5" obtidos usando o
referido ensaio para agentes de peptideos individuais da presente
invencdo sao listados na tabela 5. Valores de sequestro de CCR5
obtidos nos testes equivalentes dos documentos da técnica anterior
estdo listados na Tabela 1.

[000142] Em geral, altos valores de sequestro de CCR5, de por exemplo
pelo menos 60% ou 65% ou mais, foram observados para agentes de
peptideos que se conformaram bem com a assinatura de consenso N-
terminal Q G P P G D [T/l V L [W/A], onde "/" representa "ou". Exemplos
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de tais compostos sdo aqueles derivados RANTES que consistem nas
sequéncias de assinatura N-terminais 0 ou 0 fundidas nas posicoes 10-68
da seqguiéncia nativa RANTES (SEQ. ID. NO: 1). Entretanto, derivados
RANTES da presente invencdo com outras sequéncias de assinatura, tais
como 0, 0, 0, também foram caracterizadas por uma alta atividade de
seguestro de CCRS5, de por exemplo 60% ou 65%, ou mais. Além disso,
0os agentes de peptideos derivados RANTES com as sequéncias de
assinatura 0 e 0 também foram caracterizados por uma elevada atividade
de sequestro de CCRS5, isto é, de pelo menos 50%, ou pelo menos 54, 55
ou 59%. No total, elevados valores de sequestro de CCR5 foram
observados para agentes de peptideos que se conformaram com aquela
sequéncia de assinatura de consenso N- terminal
QGPI[P/L][L/G/S][D/SIGIQIXX[L/AITIQ]W/ANV], ou

[000143] QGP[P/L][L/G/S][D/SIGIQ][TNISIWI/Q][VILIAISIG][L/AITIQ][
WI/AV], por exemplo, incluindo derivados RANTES contendo as
sequéncias de assinatura N-terminal 0, 0, O, O, O, O.

Exemplo 5: Exemplo Comparativo

[000144] Derivados RANTES da técnica anterior listados na Tabela 5
foram avaliados usando ensaios conforme descritos para 0s agentes
da invencdo em exemplo 1 a exemplo 4. Os resultados obtidos nesses
ensaios com os derivados RANTES da técnica anterior estéo listados
na Tabela 1.

Tabela 5: Caracterizacao dos derivados de citoquina selecionados da

técnica anterior

Poténcia Poténcia
anti-HIV (IC50, anti-HIV o
Sinalizacao Sequestro
nM) (IC50, nM)
Nome do Agente ] ] de de
por ensaio por ensaio
L CCR5 (%)W CCR5 (%)@
de de replicacéo
fuséo celular viral
Met-RANTES © 75,14 15,0 26
AOP-RANTES ¥ 1,12 80,7 71
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Poténcia Poténcia
anti-HIV (IC50, anti-HIV o
Sinalizacéo Sequestro
nM) (IC50, nM)
Nome do Agente ) ) de de
por ensaio por ensaio
] CCRS5 (%)@ CCRS5 (%)@
de de replicacéo
fuséo celular viral
NNY-RANTES © 0,29 84,5 77
PSC-RANTES © 0,02 0,281 100,0 75
P1®™ 6,59 0,0 5
p2® 1,61 93,8 68

(1) A% de sinalizacéo é expressa como% da resposta maxima (Emax)
elicitada por PSC-RANTES, quando testada a uma concentracdo de
300 nM no ensaio de sinalizacao do fluxo de calcio conforme descrito
sob Materiais e Métodos.

(2) A% de sequestro é expressa como a quantidade de sequestro no
gue se refere ao nivel de controle das moléculas de superficie CCRS5,
guando testado na superficie de modulacdo negativa CCR5 /receptor
de sequestro conforme descrito em Materiais e Métodos.

(3) composto reportado na ref. [0]

(4) composto reportado na ref. [0]

(5) composto reportado na ref. [0]

(6) composto reportado na ref. [0]

(7) composto reportado na ref. [0]

Exemplo 6: Teste in vitro da eficacia das novas moléculas contra
clades de HIV de todo o mundo

[000145] As moléculas sdo testadas contra cepas de R5
representativas de todo o mundo.

[000146] Em resumo, isolados de HIV priméarios obtidos de diferentes
areas de campo em todo o mundo e disponiveis através dos
repositorios de reagente sdo testadas quanto a sua sensibilidade de
inibicAo em ensaios de replicacdo usando células primarias humanas.
[000147] O procedimento pode ser executado conforme descrito na

referéncia [29], ou como se segue:
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[000148] Culturas Celulares: PBMC sao purificados a partir do

sangue de diferentes doadores humanos HIV-negativos por
centrifugacdo gradiente Ficoll-Paque. PBMC purificados sé&o
ressuspensos em meio RPMI (Mediatech, Inc., Herndon, Pa.)
suplementados com soro bovino fetal 10% (FBS; Life Technologies,
Inc., Rockville, Md.), 100 U de penicilina e 100 pug de estreptomicina
(pen/strep; Mediatech, Inc.) por ml, 1 ng de recombinante humano
interleuquina-2 (IL-2; Life Technologies, Inc.) por ml, e 1 U de
fitohemaglutinina (PHA; Life Technologies, Inc.) por ml.

[000149] Virus: As seguintes cepas de NSI R5 HIV-1 s&o obtidas a
partir do programa "AIDS Research and Reagent Program": A-
92RWO009, A-92RWO008, A-93UGO075, B-92BR021, B-92TH026, B-Bal,
C-92BR025, C-93IN101, D-94UG108, E/A-92TH022, E-92THO001, B/F-
93BR019, F-93BR029, G-92NG083-JV1083, e G-92NG003-G3. Duas
cepas Sl X4 (HXB2 e F-93BR020) também s&o obtidas a partir do
Programa de Reagente de AIDS (AIDS Reagent Program) para uso
como controles. Para a maioria das cepas listadas acima, a letra antes
do traco indica o subtipo do envelope viral e € seguido pelo ano de
isolamento, pais de origem, e numero da cepa, por exemplo, A-
92RWO009 € uma cepa de clade A HIV-1 isolada em Rwanda em 1992.
Todos esses virus sédo propagados em culturas de PBMC até que as
elevadas titrac6es dos virus (conforme determinado pela atividade de
transcriptase reversa [RT]) sejam obtidas em sobrenadantes de
cultura. Os valores da dose ineficaz de cultura de 50% s&o entao
calculados para cada virus usando a técnica de Reed-Muench [30].
[000150] Ensaios de Replicacdo: PBMC tratados por PHA/IL-2 sé&o

adicionados a placas com 96 cavidades (2 x 10° células/cavidade)

contendo inibidores diluidos serialmente. O isolado de HIV-1
apropriado em meio de RPMI (multiplicidade de infeccao [MOI]

aproximadamente 0,1) é adicionado. Experimentos triplicados séo
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realizados com todos os isolados NSI R5 de HIV-1. No dia 3 p0s
infeccdo, cada placa é centrifugada por 5 min a 1,200 x g em uma
centrifuga tipo "swinging-bucket". Uma aliquota (150 pl) de
sobrenadante livre de células é entdo removida de cada cavidade e
substituida com 150 pl de meio RPMI completo contendo as
concentracdes apropriadas do inibidor. Nos dias 5, 10, e 15 pOs-
infeccdo, cada placa é centrifugada novamente por 5 min, e amostras
sobrenadantes livres de células (25 ul) sdo removidas e armazenadas
a -70°C para analise subsequente. Culturas sdo descartadas no dia
15.

[000151] A producdo de virus na presenca de inibidores € medida em
sobrenadantes livres de células usando ensaios de RT conforme
descrito previamente [31].

Exemplo 7: Demonstracdo da eficacia in vivo de inibidores de CCR5
em um modelo primata ndo humano de transmisséo vaginal de HIV
[000152] O modelo do macaco de prevencdo de HIV descrito abaixo
€ usado para demonstrar a eficacia in vivo das moléculas da invengao.
[000153] Em resumo, grupos de macacos rhesus adultos fémeas
tratadas com progesterona sdo pré-tratados com 4 mL de PBS ou de
solucdes de inibidores em PBS. Quinze minutos mais tarde, animais
sédo contaminados com 300 TCID50 de SHIV SF162 e monitorados por
até 24 semanas para o desenvolvimento de viremia de plasma [32].
[000154] O procedimento pode ser executado conforme descrito na
referéncia [33], ou como se segue:

[000155] S&o usados macacos rhesus fémeas adultos, de ciclo
normal (Macacca mulatta) variando de 5 até 12 anos de idade. Todos
0s estudos aderem ao guia para o cuidado e uso de animais de
laboratério, preparados pelo Conselho de Pesquisa Nacional "Tulane
National Primate Research Center Institutional Animal Care and Use

Committee". Todo o pessoal chave (tratadores de animais, tratadores
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e técnicos de laboratorio que se engajaram na preparacao de indculos
virais e em analises virolégicas) sao "cegados" quanto ao tratamento
imputado.

[000156] Animais sao tratados com uma Unica injecao intramuscular
de 30 mg de acetato de depo-medroxiprogesterona (Depo-Provera®).
Apbs 30-33 dias eles sdo sedados com telazol, colocados em decubito
ventral com os quadris elevados, e 4 ml de solucéo inibidora em PBS,
ou PBS sozinho € introduzido sem trauma no vazio vaginal usando um
cateter francés dobravel. Este volume fornece a cobertura mais eficaz
das paredes do vazio vaginal sem vazamento indevido. Os animais
sédo contaminados 15 min mais tarde com 300 TCIDso de SHIV SF162
obtidos do programa "NIH AIDS Research and Reference Reagent
Program” em 1 ml do meio RPMI 1640. Sangue é coletado em tubos
de EDTA cada semana ap0s a contaminacao. Niveis de plasma viral
sdo determinados por quantificacdo de SIV gag RNA usando um
ensaio de RT-PCR em tempo real, conforme descrito previamente [0].
O ensaio tem o limiar de sensibilidade de 60 copias de RNA/ml com
um coeficiente de variacdo interensaio <25%. O estado livre de
infeccdo € definido como uma viremia de plasma consistentemente
indetectavel para todas as analises. A conversao do soro € monitorada
por Western Blot usando o kit Zeptometrix SIV (Zeptometrix, Buffalo
N.lorque).
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REIVINDICACOES

1. Polipeptideo, caracterizado pelo fato de que compreende
uma porgcdo N-terminal e uma porcédo C-terminal, em que a referida
porcdo N-terminal compreende a sequéncia de assinatura QGP[P ou
L] e é selecionada dentre o grupo que consiste de SEQ ID NOs: 2-69,
e a sequéncia de aminoacido da referida por¢cdo C-terminal é idéntica
a SEQ ID NO: 1, ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo.

2. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de que a sequéncia de assinatura é
selecionada dentre o grupo que consiste de QGPPLMALQS,
QGPPLMWMQV, QGPPLMWLQV, QGPPLMWTQS, QGPPLMWLQT,
QGPPLMWTQV, QGPPLMWMQS, QGPPLMATQS, QGPPLMWLQS,
QGPPLMALQV, QGPPLMWLGG, QGPPLMWRGS, QGPLLMWLQV,
QGPPLMQTTP, QGPPLSWLQV, QGPPLSWLQS, QGPPGQWSQV,
QGPPMMAGLS, QGPPLSWQQS, QGPPGMWSQS, QGPPLQWRQS,
QGPPLMGTQS, QGPPLMQLQV, QGPPLSWSQV, QGPPMSWSQS,
QGPPLMNLQV, QGPPMSAYQV e QGPPMQGGLS.

3. Polipeptideo de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que a sequéncia de assinatura €
selecionada dentre o grupo que consiste de QGPPLMALQS,
QGPPLMWMQV, QGPPLMWLQV, QGPPLMWTQS, QGPPLMWLQT,
QGPPLMWTQV, QGPPLMWMQS, QGPPLMATQS, QGPPLMWLQS,
QGPPLMALQV, QGPPLMWLGG, QGPPLMWRGS, QGPLLMWLQV e
GPPLMQTTP.

4. Polipeptideo de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que a sequéncia de assinatura €
selecionada dentre o grupo que consiste de QGPPGDTVLW,
QGPPGDIVLA, QGPPGSYDYS, QGPPGDGGSV, QGPLSGQSTP,
QGPPGDWLQV, QGPPLMSLAV, QGPPLMSLTV, QGPLSGWAQV,
QGPLSQSSQV, QGPLSSQSQV e QGPLGQQGQV.
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5. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de que a sequéncia de assinatura €
selecionada dentre o grupo que consiste de QGPPGDTVLW,
QGPPGDIVLA, QGPPGSYDYS, QGPPGDGGSV, QGPLSGQSTP e
QGPPGDWLQV.

6. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de que a sequéncia de assinatura é
selecionada dentre o0 grupo que consiste de QGPPLMSFQS,
QGPPLMSTQS, QGPPLMSLQV, QGPPLMGLQV, QGPLSGWLQV,
QGPPLQWFQV, QGPPLQWTQV, QGPPLMALSYV, QGPPLMWSQV,
QGPPGQWGQV, QGPPGSWSQV, QGPPLMSSQS, QGPPLMGLSV,
QGPPLMTLQV e QGPPGQWYQS.

7. Polipeptideo de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de que a sequéncia de assinatura €
selecionada dentre o grupo que consiste de QGPPLMSFQS,
QGPPLMSTQS, QGPPLMSLQV, QGPPLMGLQV e QGPLSGWLQV.

8. Polipeptideo de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que a sequéncia de assinatura €
selecionada dentre o grupo que consiste de QGPPLMSVLA,
QGPPGSWSSV, QGPPLGSMGP, QGPPLQWMQA, QGPPLQWMQV,
QGPPLMSTQV, QGPPLMSLSV, QGPPLMSLQS, QGPPLMSLQA,
QGPPLMSVQS, QGPPLMSAQS, QGPPLMSGQS e QGPPLMSGQV.

9. Polipeptideo de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que a sequéncia de assinatura €
selecionada dentre o grupo que consiste de QGPPLMSVLA,
QGPPGSWSSV e QGPPLGSMGP.

10. Polipeptideo de acordo com qualquer uma das
reivindicagbes 1 a 9, caracterizado pelo fato de que a sequéncia de
assinatura esta localizada na extremidade N terminal.

11. Uso de um polipeptideo como definido em qualquer
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uma das reivindicagfes 1 a 10, um sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmo, caracterizado pelo fato de que é para a preparacdo de um
medicamento para tratar ou prevenir infec¢cdes por HIV, sindrome de

imunodeficiéncia adquirida (AIDS), ou a transmissao de HIV.
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FIG. 1B
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FIG. 1C
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FIG. 1D
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