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(57) Resumo: MODIFICAGOES DOS PEPTIDEOS DERIVADOS
DA CUPREDOXINA E SEUS METODOS DE UTILIZAGCAQ. A presente
invengao proporciona peptideos modificados derivados da cupredoxina
com atividade farmacolégica que aperfeicoou as propriedade
farmacocinéticas e seus métodos de uso no tratamento de mamiferos
que sofrem de varios problemas relacionados com as atividades
farmacolégicas. As modificagbes dos peptideos derivados da
cupredoxina incluem variantes da sequéncia de aminoacidos e
derivagbes estruturais que aumentam a meia-vida plasmatica do
peptideo, aumentam a atividade especifica da atividade farmacoldgica,
reduzem a imunogenicidade e reduzem a biotransformagcdo dos
peptideos. Os peptideos modificados derivados da cupredoxina podem
ser usados em métodos para o tratamento de mamiferos com céancer,
problemas relacionados com a angiogénese inadequada, infecgbes
virais e bacterianas, e especificamente HIV e malaria, problemas
relacionados com a sinalizagdo da efrina e para transferir compostos
de carga, incluindo compostos diagndsticos, nas células de cancer.
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MODIFICACOES DOS PEPTIDEOS DERIVADOS DA CUPREDOXINA E SEUS
METODOS DE UTILIZACAO
REFERENCIA CRUZADA COM OS PEDIDOS RELACIONADOS

Este pedido reivindica o beneficio, de acordo com 35 U.S.C. §§ 119 e 120, do
pedido provisorio norte-americano série No. 60.843.388, depositado em 11 de setembro
de 2006, que reivindica prioridade para o Pedido de patente norte-americana No.
11/244,105, depositado em 6 de outubro de 2005, que reivindica prioridade para o
Pedido de Patente Proviséria Norte-Americana No. 60/616,782, depositado em 7 de
outubro de 2004, o Pedido de Patente Provisoria Norte-Americana No. 60/680,500,
depositado em 13 de maio de 2005 e o Pedido de Patente Provisdria Norte-Amcricana
No. 60/700,297, depositado em 19 de julho de 2005. O teor na integra desses pedidos esta
incorporado a presente por referéncia.

‘DECLARACAO DE INTERESSE GOVERNAMENTAL

O objeto do presente pedido € apdiado por uma concessdo de pesquisa do National
Institutes of Health (NM), Bethesda, Maryland, EUA (Nimero da Concessdo ES 04050-
18). O governo pode deter certos direitos sobre a presente inveng@o.

CAMPO DA INVENCAO

A presente invengdo se refere a peptideos modificados derivados da cupredoxina
com atividade farmacolégica que aperfeigoou as propriedades farmacocinéticas, assim
como os métodos para usa-los para o tratamento de mamiferos que sofrem de varias
condig;,(")es relacionadas as atividades farmacolégicas. As modificagdes dos peptideos
derivados da cupredoxina incluem variantes da sequéncia de aminoécidos e derivagdes
estruturais que podem aumentar a meia-vida plasmitica do peptideo, aumentar a

atividade farmacoldgica especifica, reduzir a imunogenicidade e/ou reduzir a
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biotransformagdo dos peptideos. Os peptideos modificados derivados da cupredoxina
podem ser usados em métodos para o tratamento de mamiferos com céncer, problemas
relativos a angiogénese inadequada, infecgdes virais e bacterianas e especificamente o
HIV e a maléria, problemas relacionados com a sinalizago da efrina e para transferir compostos
de carga, incluindo compostos diagnosticos, nas células de céncer.
FUNDAMENTOS DA INVENCAO

A azurina cupredoxina da Pseudomonas aeruginosa é uma nova € promissora
molécula terapéutica e diagnostica. Duas proteinas redox elaboradas pela P. aeruginosa, a
azurina cupredoxina e o citocromo ¢ss; (Cytcss;) entram nas células J774 e mostram
significativa atividade citotoxica para as células de cdncer humano quando comparadas
as células normais. Zaborina et al., Microbiology 146: 2521-2530 (2000). A azurina
também pode entrar nas células do melanoma humano UISO-Mel-2 ou nas células de
céncer humanc; de mama MCF-7. Yamada et al., PNAS 99:14098-14103 (2002); Punj et
al., Oncogene 23:2367-2378 (2004); Yamada et al., Cell. Biol. 7:14181431 (2005). Além
disso, a azurina da P. aeruginosa entra preferencialmente nas células do sarcoma de
células reticulares murideas J774, forma um complexo e estabiliza a proteina supressora
do tumor p53, aumenta a concentragfo intracelular do p53 e induz a apoptose. Yamada et
al. Infection and Immunity, 70:7054-7062 (2002). A azurina também provocou um
aumento significativo da apoptose nas células de osteosarcoma humano quando
comparadas as células nfo cancerosas. Ye et al., Ai Zheng 24:298-304 (2003). A
rusticiénina do Thiochillus ~ ferrooxidans pode também entrar nos macréfagos e induzir a
apoptose. Yamada et al.,, Cell Cycle 3:1182-1187 (2004); Yamada et al, Cell. Micro.

7:1418-1431 (2005). A plastocianina do Phormidium laminosum e a pseudoazurina do



10

15

20

3/71

Achromobacter cycloclastes também sdo citotoxicos para os macrofagos. Patente dos
EUA No. 20060040269, publicada em 23 de fevereiro de 2006.

Sabe-se também agora, que a azurina tem outras atividades farmacologicas de
importancia terapéutica, sendo conhecida como inibidora da angiogénese nas células
endoteliais vasculares umbilicais humanas (HUVECs). Pedido de patente norte-
americana No. 11:488.693, depositado em 19 de julho de 2006. A azurina da P.
aeruginosa ¢ também conhecida por sua capacidade de inibir o crescimento da infec¢@o
HIV-1 nas células sanguineas mononucleares periféricas e inibir a parasitemia de
eritrocitos de mamiferos infectados pela malaria. Chaudhari et al., Cell Cycle. 5: 1642-
1648 (2006). Sabe-se também que a azurina da P. aeruginosa também interfere no
sistema de sinalizagdo da efrina em vérias células e tecidos de mamiferos. Pedido de
patente norte-americana No. 11:436.592, depositado em 19 de maio de 2006.

Verificou-se que a azurina e, em particular, dois peptideos derivados da azurina, um
18-mer e um 28-mer, sdo ﬁteis do pontb de vista terapéutico e diagndstico. Entretanto, a
eficicia de um agente terapéutico no corpo do paciente depende de varios fatores. Além da
atividade do proprio medicamento terapéutico, também existem propriedades
farmacocinéticas do medicamento terapéutico e de como se refere aos varios processos que
ocorrem apds a administragdo do medicamento, isto €, absorg#o, distribui¢éo, metabolismo e
excregdo. Essas propriedades farmacocinéticas do medicamento descrevem como e até que
ponto esses processos biolégicos influenciam na eficacia do medicamento administrado, e
essas propriedades incluem a meia-vida do medicamento na corrente sanguinea, o
metabolismo hepatico de primeira passagem do medicamento, o volume de distribui¢éo do
medicamento, o grau de ligagdo da albumina do medicamento, etc. Cada uma dessas

propriedades farmacocinéticas pode ter um profundo efeito sobre a eficacia do medicamento.
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O local de absorg¢do do medicamento na corrente sanguinea do paciente depende da
via de administragdo. Por exemplo, medicamentos de administragdo oral podem ser
absorvidos mais em um local do trato alimentar que em outro, devido & natureza quimica
e fisica do medicamento. A absorgdo por administragdo parenteral, por outro lado, néo ¢
somente mais rapida que a administragdo oral, mas os niveis sanguineos sdo bem mais
previsiveis, devido a consideravel menor perda do medicamento, particularmente na
administragdo intravenosa. A biodisponibilidade € a fragdo do medicamento administrado
que atinge a circulagdo sistémica.

A distribui¢do do medicamento pela corrente sanguinea para o fluido extracelular
(intersticio) e/ou para as células dos tecidos pode ser alterada pelos vérios aspectos do
medicamento. A distribuicio do medicamento no corpo pode ser expressa Como O
“yolume de distribui¢do do medicamento”, que é um volume hipotético do liquido em
que o medicar;lento esta disseminado. A estrutura do medicamento pode influenciar sua
distribui¢do, dado que medicamentos hidrofébicos se movimentam mais prontamente
pela maioria das vmembranas bioldgicas, e assim podem ser distribuidos dentro das
células dos tecidos. Um medicamento também pode estar ligado a proteinas sanguineas,
sendo assim tardia sua passagem pelos tecidos circundantes. Por exemplo, quando na
corrente sanguinea o naproxeno estiver 99% ligado a proteinas plasmaticas, a penicilina G
estara 60% ligada, a amoxicilina somente 20% ligada ¢ o minoxidil ndo esta ligado.
Howard C. Ansel et al., Pharmaceutical Dosage Forms and Delivery Systems 129
(Lippincott, Williams and Wilkins 1999). Um medicamento ligado ndo estd nem exposto
aos processos de detoxificagdo do corpo, nem é removido da corrente sanguinea por

filtragdo pelos glomérulos renais.



10

15

20

5/71

O medicamento ligado ¢ mencionado como a porgdo inativa, enquanto a porgdo ndo
ligada é considerada como a porg¢do ativa. A porgdo ligada do medicamento serve como
reservatorio do medicamento, que ¢ entfo liberada na corrente sanguinea sob forma ativa ndo
ligada quando o nivel de medicamento livre ndo ¢ mais suficiente para garantir a saturagé@o
protéica. Portanto, um medicamento que ¢ ligado na corrente sanguinea permanecerd no
corpo por periodos de tempo mais longos e exigira dosagem menos frequente.

O metabolismo do medicamento no paciente também afeta sua eficacia. Muitos
medicamentos passam por biotransformagdo antes de serem excretados pelo corpo. A
biotransformagio de um medicamento pode resultar em uma forma do medicamento que
seja mais solavel em 4gua, ou ionizada, menos capaz de ligar proteinas no plasma e nos
tecidos, menos capaz de penetrar nas membranas celulares e demais aspectos que tornam
os medicamentos menos farmacologicamente ativos. O medicamento biotransformado
pode, portanto., ser tornado menos téxico ¢ mais rapidamente excretado. Existem quatro
formas principais por rﬁeio das quais os medicamentos s&o biotransformados: oxidagao,
redugdo, hidrélise.e conjugagdo. As reagdes de oxidagdo sdo primariamente catalisadas
pelas oxidases ligadas ao reticulo endoplasmatico dentro das células hepaticas. As
reagdes de redugio sdo catalisadas pelas reductases primariamente nos intestinos € no
figado. O rompimento hidrolitico ¢ catalisado pelas esterases primariamente no figado. A
conjugagdo glucuronidea, o caminho mais comum de biotransformagdo de um
medicamento, ocorre por meio de uma combinagdo do medicamento com o acido
glucufénico, dando uma formagio i6nica ao medicamento que € facilmente eliminada do
corpo. Christensen ef at., J. Pharm. Pharmacol. 37:91-95 (1985). Outros processos de
biotransformago que aumentam a eliminagio incluem a metilagdo e acilag@o.

A excre¢do do medicamento pelo corpo pode ocorrer por varios caminhos. Os rins
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desempenham um papel dominante na eliminagdo do medicamento pela wurina.
Entretanto, o medicamento também pode ser eliminado do plasma pelo figado.
Particularmente, com medicamentos de administragdo oral, o figado pode desempenhar
um importante papel na determinagio da meia-vida plasmatica do medicamento.

O que € necessario sdo peptideos derivados da cupredoxina que possuam as
atividades farmacoldgicas das cupredoxinas e que tenham propriedades farmacocinéticas
em mamiferos. Em particular, serdo agentes terapéuticos e diagndsticos particularmente
eficazes os peptideos derivados da cupredoxina que sejam estaveis no corpo do paciente
¢ mantenham uma grande atividade farmacolégica especifica, assim como tenham uma
longa meia-vida plasmaética.

SUMARIO DA INVENCAO

Um aspecto da invengdo prové um peptideo isolado e modificado derivado da
cupredoxina que é uma variante ou derivado de um peptideo derivado da cupredoxina. Na
configuragdo, o peptideo isolado e modificado, derivado da cupredoxina tem melhores
propriedades farmaéocinéticas quando comparado com o peptideo ndo modificado derivado
da cupredoxina. As melhores propriedades farmacocinéticas podem ser um ou mais
peptideos (1) menos susceptiveis 4 biotransformagdo no paciente, (2) que sejam excretados
do corpo do paciente em proporgdes mais lentas, (3) que tenham maior estabilidade de suas
estruturas terciarias e (4) que tenham maior meia-vida plasmaitica.

Além disso, o peptideo isolado pode ter pelo menos uma atividade farmacoldgica
de uma cupredoxina. As atividades farmacolégicas especificas de interesse incluem (1) a
entrada em uma célula de cincer de mamifero, (2) a ndo entrada em células ndo-
cancerigenas de mamiferos, (3) a entrada em células pré-malignantes de mamiferos, (4) a

eliminagdo de células de cincer de mamiferos, (5) a eliminagdo de células pré-malignantes
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de mamiferos, (6) a inibi¢o do crescimento de células de cdncer em mamiferos, (7) a
inibicdo da infec¢do HIV-1, (8) a inibi¢do da parasitemia dos eritrocitos infectados pela
maléria, (9) a interferéncia com o sistema de sinalizagdo da efrina e (10) a inibi¢do da
angiogénese.

O peptideo modificado derivado da cupredoxina pode provir de uma cupredoxina de
Pseudomonas aeruginosa, Phormidium laminosum, Ulva pertussis, Thiobacillus
ferrooxidans, Achromobacter cycloclastes, Pseudomonas syringa, Neisseria meningitidis,
Vibrio parahaemolyticus, Bordetella bronchiseptica, Bordetella pertussis, Chloroflexus
aurantiacus e Neisseria gonorrhoeae. A cupredoxina pode ser azurina, plastocianina,
rusticianina, pseudoazurina, auracianina, stelacianina, proteina basica do pepino e proteina
tipo azurina. Em configuragdes especificas, a cupredoxina pode ser uma das SEQ ID
NOS: 1-12. O peptideo isolado modificado derivado da cupredoxina pode ser um
truncamento da cupredoxina. Em configuragdes especificas, o peptideo pode ser uma das
SEQ ID NOS: 13-47. Em outras conﬁguragﬁes especificas, SEQ ID NOS: 1-12 sdo pelo
menos cerca de 90% idénticas ao peptideo isolado.

Em algumas configuragdes, o peptideo isolado modificado derivado da
cupredoxina pode ser menos susceptivel & hidrolise. Especificamente, o peptideo isolado
pode ter um ou mais residuos de asparagina ou serina na sequéncia do peptideo derivado
da cupredoxina que sdo substituidos por outro residuo aminoécido, especificamente um
acido glutdmico ou residuo de treonina.

Em algumas configuragdes, o peptideo isolado modificado derivado da
cupredoxina é menos susceptivel & deamidagdo. Em configuragdes especificas, um ou
mais residuos de glicina do peptideo derivado da cupredoxina sdo substituidos por outro

residuo aminoécido, especificamente um residuo de treonina ou alanina. Em algumas
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configuragdes, podem ser substituidos um ou mais residuos de glicina no peptideo
derivado da cupredoxina que sdo equivalentes aos residuos 58 ou 63 de Pseudomonas
aeruginosa azurina (SEQ ID NO: 1). Em outra configuragdo especifica, o peptideo
isolado pode compreender SEQ ID NO: 30.

Em algumas configuragdes, o peptideo isolado modificado derivado da
cupredoxina é menos susceptivel a oxidagdo. Especificamente, o peptideo isolado pode
ter um ou mais residuos de metionina ou cisteina do peptideo derivado da cupredoxina
substituidos por outro residuo aminodacido, especificamente um residuo de leucina ou
valina. Em uma configura¢do especifica, s3o substituidos um ou mais residuos de
metionina do peptideo derivado da cupredoxina que s@o equivalentes aos residuos 56 ou
64 de Pseudomonas aeruginosa azurina (SEQ ID NO: 1). Em outra configuragdo
especifica, o peptideo isolado pode compreender SEQ ID NO: 31 ou SEQ ID NO: 32.

Em algumas configuragdes, o peptideo isolado modificado derivado da
cupredoxina pode ser menos suscepfivel a formagdo de dicetopiperazina e acido
piroglutimico. Especificamente, o peptideo isolado pode ter um residuo de glicina nas
posi¢des 1, 2 ou 3 do N-terminal do peptideo derivado da cupredoxina substituido por
outro residuo aminoécido. Além disso, o peptideo isolado pode ter um residuo de prolina
na posi¢do 3 do N-terminal do peptideo derivado da cupredoxina substituido por outro
residuo aminoacido. Também, o peptideo isolado pode ter um residuo de asparagina no
N-terminal do peptideo derivado da cupredoxina substituido por outro residuo
aminoéacido.

Em algumas configuragdes, o peptideo isolado modificado derivado da cupredoxina
pode ser menos susceptivel a racemizagdo. Especificamente, o peptideo isolado pode ter

um ou mais residuos aminoécidos do peptideo derivado da cupredoxina substituidos pelo
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D-isémero do residuo aminodcido. Em uma configuragdo especifica, todos os residuos
aminoacidos do peptideo derivado da cupredoxina sdo substituidos pelos D-isdmeros dos
residuos aminoacidos. Em outra configuragdo especifica, o peptideo isolado compreende
SEQ ID NO: 45. Em algumas configuragdes, o peptideo isolado modificado derivado da
cupredoxina pode ser menos susceptivel & degradagdo. Especificamente, o N-terminal do
peptideo derivado da cupredoxina pode ser acetilado. Além disso, o C-terminal do peptideo
derivado da cupredoxina pode ser amidado. Em uma configuragdo especifica, o peptideo
isolado ¢ SEQ ID NO: 33. Em algumas configuragdes, o peptideo isolado e modificado,
derivado da cupredoxina é modificado para aumentar a estabilidade de sua estrutura
terciaria. Especificamente, o peptideo isolado pode ser modificado para aumentar a
estabilidade de pelo menos uma o-hélice. Em algumas configuragdes, pelo menos um
residuo aminoacido de glicina, prolina, serina, acido aspértico, alanina, treonina, valina,
glutamina, asparagina, cisteina, histidina, lisina e arginina do peptideo derivado da
cupredoxina € substituido por leucina, i.soleucina, fenilalanina, acido glutdmico, tirosina,
triptofano ou metionina. Em uma configuragdo especifica, o residuo substituido do
peptideo derivado da cupredoxina pode estar dentro dos residuos equivalentes 53-56, 58-64 e
68-70 da P. aeruginosa azurina. Em outras configuragdes especificas, a glutamina no
residuo equivalente ao residuo 57 da P. aeruginosa azurina pode ser substituida por um
residuo triptofano, podendo a treonina em um residuo equivalente ao residuo 52 da P.
aeruginosa azurina ser substituido por um residuo triptofano, a treonina em um residuo
equivélente ao residuo 61 da P. aeruginosa azurina ser substituido por um residuo
triptofano e/ou a glicina em um residuo equivalente ao residuo 63 da P. aeruginosa
azurina podendo ser substituida por um residuo triptofano. Em outras configuracgdes

especificas, o peptideo isolado compreende uma das SEQ ID NOS: 34-44.
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Em outras conﬁguragﬁes, o peptideo isolado pode ter dois ou mais residuos de
lisina do peptideo derivado da cupredoxina substituidos por residuos de €-(3,5-
dinitrobenzoil)-lisina em um espagamento i(i+4). Especificamente, os residuos
substituidos do peptideo derivado da cupredoxina podem estar dentro dos residuos
equivalentes aos residuos 53-56, 58-64 e 68-70 da P. aeruginosa azurina.

Em outras configuragdes, o peptideo isolado pode ter pares de residuos histidina-
cisteina ou histidina-histidina substituidos no peptideo derivado da cupredoxina em um
espagamento i(i+4), e pelo menos de Cu, Zn, Cd e Ru. Em uma configuragédo especifica,
o peptideo isolado pode ter os residuos substituidos do peptideo derivado da cupredoxina
dentro de residuos equivalentes aos residuos 53-56, 58-64 e 68-70 da P. aeruginosa
azurina.

Em outra configuragdo, o peptideo isolado pode ter um ou mais pares de residuos
aminodcidos nativos no peptideo derivado da cupredoxina substituidos por o,o-
aminodcidos nfo naturais dissubstituidog por cadeias de olefinas que correspondem aos
aminoacidos nativos. O peptideo isolado pode ter os residuos substituidos do peptideo
derivado da cupredoxina dentro dos residuos equivalentes aos residuos 53-56, 58-64 e
68-70 da P. aeruginosa azurina.

Em algumas configuragdes, o peptideo modificado derivado da cupredoxina pode ter
uma ou mais moléculas PEG (polietilenoglicol) ligadas de forma covalente ao peptideo
derivado da cupredoxina. Especificamente, o peptideo isolado pode ter uma ou mais
moléculas PEG ligadas de forma covalente a um ou mais residuos de cisteina do peptideo
derivado da cupredoxina. Em configuragdes especificas, o peptideo isolado pode ter uma
ou mais moléculas PEG ligadas de forma covalente a um ou mais residuos de cisteina

equivalentes a um ou mais residuos 3, 6 e 112 da Pseudomonas aeruginosa azurina (SEQ
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ID NO: 1). Em outra configuragdo, um residuo de cisteina pode ser substituido no
peptideo derivado da cupredoxina, podendo ser ligado de forma covalente a uma
molécula PEG.

Em outra configuragio, o peptideo isolado pode ter uma ou mais moléculas PEG
ligadas de forma covalente ao peptideo derivado da cupredoxina em uma lisina, cisteina,
histidina, arginina, 4cido aspartico, acido glutdmico, serina, treonina, tirosina, grupo
amino N-terminal e acido carboxilico C-terminal. Em configuragdes especificas, o
peptideo isolado tem um ou mais residuos de lisina ou de 4cidos carboxilicos C-terminais
ligados de forma covalente a uma molécula PEG. Em outra configuragdo, um ou mais
residuos de lisina, cisteina, histidina, arginina, acido aspartico, 4cido glutdmico, serina,
treonina e tirosina podem ser substituidos no peptideo derivado da cupredoxina e podem
ser ligados de forma covalente a uma molécula PEG. Em outras configuragdes, uma ou
mais moléculas PEG podem ser ligadas de forma covalente a um ou mais grupos amino do
peptideo derivado da cupredoxina, ouArandomicamente ligados de forma covalente ao
peptideo derivado da cupredoxina.

O peso molecular médio das moléculas PEG por peptideo derivado da cupredoxina
¢ cerca de 200 a cerca de 100.000 daltons. O peptideo derivado da cupredoxina pode ser
ligado de forma covalente a uma ou mais moléculas PEG ramificadas, especificamente
em que a molécula PEG ramificada tem cerca de 50 kDa. O peptideo derivado da
cupredoxina pode ser ligado de forma covalente a uma ou mais moléculas PEG lineares,
especiﬁcamente em que a molécula PEG linear tem cerca de 5 kDa.

Outro aspecto da invengdo € uma composig¢éio farmacéutica que pode compreender
um peptideo modificado derivado da cupredoxina e um veiculo farmaceuticamente

aceitavel.
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Outro aspecto da invengdo € um método para tratar condigdes de mamiferos que
pode compreender a administragdo ao mamifero, de uma quantidade terapeuticamente
eficaz dos peptideos modificados derivados da cupredoxina. Em configurag¢des
especificas, 0 mamifero ¢ humano.

Outro aspecto da invengdo é um peptideo isolado que compreende, ou consiste de
forma alternativa, na sequéncia aminoécida

X1SX,AADXX X5 VVXDX7XsASGLDKDYLKPDX(SEQ ID NO: 48): em que
X, € selecionado do grupo que consiste em L e acetilado-L; X, ¢ selecionado do grupo
que consiste em T ¢ W; X3 € selecionado do grupo que consiste em M, L e V; X4 €
selecionado do grupo que consiste em Q e W; X5 é selecionado do grupo que consiste em
G e A; X¢ ¢é selecionado do grupo que consiste em T e W; X7 € selecionado do grupo que
consiste em G, T ¢ W; X; é selecionado do grupo que consiste em M, L e V; e X €
selecionado do grupo que consiste em D e amidado-D.

Outro aspecto da invengdo ¢ um péptideo isolado que compreende, ou que consiste
alternativamente na sequéncia aminoacida

X1 DPKLYDKDLGSAX,;X3DX4VVXsXsX7DAAX3SXo (SEQ ID NO: 49): em que
X1 € selecionado do grupo que consiste em D e acetilado-D; X; € selecionado do grupo
que consiste em M, L e V; X3 € selecionado do grupo que consiste em G, T e W; X4 é
selecionado do grupo que consiste em T e W; X5 € selecionado do grupo que consiste em
G e A; Xg ¢ selecionado do grupo que consiste em Q e W; X € selecionado do grupo que
consisfe de M, L e V; X3 ¢é selecionado do grupo que consiste em T ¢ W; e Xo €
selecionado do grupo que consiste em L e amidado-L.

Outro aspecto da invengdo é um peptideo isolado que compreende, ou consiste

nas sequéncias de SEQ ID NOS: 50-3506.
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BREVE DESCRICAO DAS SEQUENCIAS
SEQ ID NO: 1 é a sequéncia aminoacida de wt-azurina da Pseudomonas
aeruginosa.
SEQ ID NO: 2 é a sequéncia aminoacida de plastocianina do Phormidium
5  laminosum.
SEQ ID NO: 3 €é a sequéncia aminodcida da rusticianina do Thiobacillus
ferrooxidans.
SEQ ID NO: 4 € a sequéncia aminoacida de pseudoazurina do Achromobacter
cycloclastes.
10 SEQ ID NO: 5 é a sequéncia aminoacida de azurina da Pseudomonas syringae.
SEQID NO: 6 ¢ a sequéncia aminoacida de Laz da Neisseria gonorrhoeae.
SEQID NO: 7 ¢ a sequéncia aminoécida de Laz da Neisseria meningitides.
SEQ ID NO: 8 é a sequéncia aminoacida de azurina de Vibrio parahaemolyticus.
SEQ ID NO: 9 € a sequéﬁcia aminoacida de azurina da Bordetella
15  bronchiseptica.
SEQ ID NO: 10 ¢ a sequéncia aminoacida da auracianina A da Chloroflexus
aurantiacus.
SEQ ID NO: 11 é a sequéncia aminoéacida da auracianina B da Chloroflexus
aurantiacus.
20 SEQ ID NO: 12 é a sequéncia aminoacida da azurina da Bordetella pertussis.
SEQ ID NO: 13 € a sequéncia aminoédcida do fragmento aminoacido 50-77 de
wt-azurina da Pseudomonas aeruginosa.
SEQ ID NO: 14 € a sequéncia aminoacida do fragmento aminoacido 50-67 de

wt-azurina da Pseudomonas aeruginosa.
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SEQ ID NO: 15 ¢é a sequéncia aminoacida do fragmento aminoacido 36-128 de

wt-azurina da Pseudomonas aeruginosa.

SEQ ID NO: 16 ¢ a sequéncia aminoacida do fragmento
wt-azurina da Pseudomonas aeruginosa.

SEQ ID NO: 17 é a sequéncia aminoacida do fragmento
wt-azurina da Pseudomonas aeruginosa.

SEQ ID NO: 18 ¢ a sequéncia aminoacida do fragmento
wt-azurina da Pseudomonas aeruginosa.

SEQ ID NO: 19 € a sequéncia aminoacida do fragmento
wt-azurina da Pseudomonas aeruginosa.

SEQ ID NO: 20 € a sequéncia aminoacida do fragmento
wt-azurina da Pseudomonas aeruginosa.

SEQ ID NO: 21 € a sequéncia aminoacida do fragmento
auracianina B da Chloroflexus aurantidcus.

SEQ ID NO:} 22 é a sequéncia aminoacida do fragmento

azurina da Bordetella pertussis.

aminoacido 36-89 de

aminodacido 36-77 de

aminoacido 36-50 de

aminoacido 50-66 de

aminodacido 67-77 de

aminoacido 57-89 da

aminoacido 50-77 da

SEQ ID NO: 23 € a sequéncia aminoacida do fragmento aminoéacido 89-115 da

proteina Laz da Neisseria meningitidis.

SEQ ID NO: 24 é a sequéncia aminoacida do fragmento
wt-azurina da Pseudomonas aeruginosa.

SEQ ID NO: 25 € a sequéncia aminoacida do fragmento
azurina da Pseudomonas aeruginosa.

SEQ ID NO: 26 € a sequéncia aminoacida do fragmento

azurina da Pseudomonas aeruginosa.

aminoacido 53-70 de

aminoacido 53-64 de

aminoacido 51-77 de
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SEQ ID NO: 27 é a sequéncia amino4cida do fragmento aminoécido 51-77 de

azurina da Pseudomonas syringae.

SEQ ID NO: 28 é a sequéncia aminoacida do fragmento aminoacido 52-78 de

azurina da Vibrio parahaemolyticus.

SEQ ID NO: 29 é a sequéncia aminoacida do fragmento aminoéacido 51-77 de

azurina da Bordetella bronchiseptica.

SEQ ID NO: 30 é uma sequéncia artificial de

aminoacida 50-77 da Pseudomonas aeruginosa azurina.

SEQ ID NO: 31 é uma sequéncia artificial de

aminodacida 50-77 da Pseudomonas aeruginosa azurina.

SEQ ID NO: 32 é uma sequéncia artificial de

aminoécida 50-77 da Pseudomonas aeruginosa azurina.

SEQ ID NO: 33 € uma sequéncia artificial de

aminodcida 50-77 da Pseudomonas aeruginosa azurina.

SEQ ID NO: 34 ¢ uma sequéncia artificial de

aminoécida 50-77 da Pseudomonas aeruginosa azurina.

SEQ ID NO: 35 ¢ uma sequéncia artificial de

aminodacida 50-77 da Pseudomonas aeruginosa azurina.

SEQ ID NO: 36 é uma sequéncia artificial de

aminoacida 50-77 da Pseudomonas aeruginosa azurina.

SEQ ID NO: 37 € uma sequéncia artificial de

aminodcida 50-77 da Pseudomonas aeruginosa azurina.

SEQ ID NO: 38 ¢ uma sequéncia artificial de

aminoéacida 50-77 da Pseudomonas aeruginosa azurina.

uma forma

uma forma

uma forma

uma forma

uma forma

uma forma

uma forma

uma forma

uma forma

variante da

variante da

variante da

variante da

variante da

variante da

da

variante

variante da

da

variante

regido

regido

regido

regido

regido

regido

regido

regido

regido
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SEQ ID NO: 39 ¢ uma sequéncia artificial de

aminoécida 50-77 da Pseudomonas aeruginosa azurina.

SEQ ID NO: 40 ¢ uma sequéncia artificial de

aminoacida 50-77 da Pseudomonas aeruginosa azurina.

SEQ ID NO: 41 € uma sequéncia artificial de

aminoacida 50-77 da Pseudomonas aeruginosa azurina.

SEQ ID NO: 42 ¢ uma sequéncia artificial de

aminoacida 50-77 da Pseudomonas aeruginosa azurina.

SEQ ID NO: 43 ¢ uma sequéncia artificial de

aminodcida 50-77 da Pseudomonas aeruginosa azurina.

SEQ ID NO: 44 € uma sequéncia artificial de

aminoécida 50-77 da Pseudomonas aeruginosa azurina.

SEQ ID NO: 45 é uma sequéncia artificial de

aminoacida 50-77 da Pseudomonas aeruginosa azurina.

uma forma variante da

uma

uma

uma

uma

uma

uma

forma variante da

variante da

regido

regido

regido

regido

regido

regido

regido

SEQ ID NO: 46 € a sequéncia aminodacida conservada de azurinas, em que D ¢é

o acido aspartico, G é glicina, Y ¢ tirosina, K é lisina e X é qualquer aminoacido.

SEQ ID NO: 47 € a sequéncia aminoécida conservada de azurinas, em que D €

o 4cido aspartico, G ¢é glicina, Y € tirosina, K € lisina e X é qualquer aminoacido.

SEQ ID NO: 48 ¢ uma sequéncia artificial das modificagdes na azurina 50-77

da Pseudomonas aeruginosa.

SEQ ID NO: 49 € uma sequéncia artificial das modificagdes no D-isémero de

azurina 50-77 da Pseudomonas aeruginosa.

SEQ ID NO: 50-3506 sdo sequéncias artificiais de peptideos modificados

derivados da cupredoxina.
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BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1. A Figura 1 mostra as imagens das varreduras completas dos
camundongos que receberam as injeg¢Ses de pl8 marcado. O p18 IRDye® marcado (125
ng) foi injetado de forma intravenosa e os camundongos atimicos foram observados por
varredura nos periodos indicados de tempo para a detecgdo da coloragdo marcada em
tumores e drgdos usando o Sistema de Imagem Infra-vermelho Odyssey®.

Figura 2. A Figura 2 mostra as imagens das varreduras completas dos
camundongos e de 6rgdos de camundongos que receberam as injegdes de pl18 marcado.
125 pg de p18 marcado IRDye® em 120 h pds-inje¢do i.v. (imediatamente antes do
sacrificio). Os érgdos retirados e observados por varredura estdo mostrados na direita. O
sinal pl8 foi visto a partir dos rins e dos tumores Mel-2.

Figura 3. Tumor subcutidneo Mel-2 com 125ug de pl8 marcado IRDye®
administrado i.v. 3 semanas apds a injgg:ﬁo das células Mel-2, sendo a varredura infra-
vermelha Odyssey® feita 48 horas depois. As imagens registradas com o canal 800 nm
representam o sinal p I8 especifico do IRDye®, e as do canal 700 nm representam o
fundo. O sinal pl8 foi visto a partir dos rins e dos tumores Mel-2

DESCRICAO DETALHADA DAS CONFIGURACOES

Defini¢oes

Como usado na presente, o termo "célula" inclui tanto o singular como o plural do
termo, a menos que especificamente descrito como uma "unica célula."

Como usado na presente, os termos "polipeptideo,"” "peptideo," e "proteina" séo
usados de forma intercambiavel para se referir a um polimero de residuos aminoécidos.

Os termos se aplicam a polimeros aminoacidos em que um ou mais residuos aminoacidos
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sdo um analogo quimico artificial de um aminoacido correspondente de ocorréncia
natural. Os termos também se aplicam aos polimeros aminoacidos de ocorréncia natural.
Os termos "polipeptideo”, “peptideo e “proteina” também recebem modificagSes que
incluem, sem limitagdes, glicosilagdo, anexagdo lipidica, sulfagdo, gamacarboxilagdo dos
residuos de 4cido glutdmico, hidroxilagdo e ADP-ribosilagdo. Serd visto que os
polipeptideos nem sempre sdo totalmente lineares. Por exemplo, os polipeptideos podem
ser ramificados como resultado de ubiquinagdio e podem ser circulares (com ou sem
ramificagdo), geralmente como resultado de eventos de pds-translagdo, incluindo evento
ou eventos de processamento natural produzidos pela manipulagdo humana e que ndo
ocorrem de forma natural. Os polipeptideos circulares, ramificados e circulares
ramificados podem ser sintetizados por processo natural de ndo translagdo, bem como
por métodos totalmente sintéticos. Um peptideo sintético ¢ feito sem a ajuda de
componentes celulares. Os métodos sintéticos para a fabricagdo de peptideos sdo bem
conhecidos na técnica, estando disponfveis comercialmente. Além disso, esta invengéo
contempla o uso ténto de variantes aminoterminais contendo metionina e sem metionina
da proteina da inveng3o.

Como usado na presente, o termo "condi¢@o" inclui desvios anatémicos e
fisiol6égicos do normal que constituem um problema do estado normal do animal vivente
ou de um de seus 6rgdos, que interrompe ou que modifica o desempenho das fungdes
corporais.

Como usado na presente, o termo "inibir o crescimento celular”" significa reduzir a
velocidade ou cessar a divisdo celular e/ou da expansdo celular. Este termo também inclui
a inibig¢do do desenvolvimento celular ou o0 aumento da morte celular.

Como usado na presente, o termo "sofrendo de" inclui atualmente a exibi¢do de
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sintomas de uma condig¢fo, tendo uma condigdo até sem sintomas observaveis, na
recuperagdo de uma condigdo e na recuperagdo de uma condig#o.

Como usado na presente, o termo "tratamento" inclui evitar, reduzir, parar ou
reverter a progressdo ou a severidade da condigdo ou dos sintomas associados a uma
condi¢do que esteja sendo tratada. Assim, o termo "tratamento" inclui a administragédo
médica, terapéutica e/ou profildtica, como seja adequado.

Uma "quantidade terapeuticamente eficaz" é uma quantidade eficaz para evitar,
reduzir, parar ou reverter o desenvolvimento, ou para aliviar, parcial ou totalmente, uma
determinada condig¢do, ou os sintomas existentes de uma determinada condi¢do para a
qual o individuo esteja sendo tratado. A determinacdo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz é bem compreendida pelos técnicos no assunto.

Como usado na presente, o termo "atividade farmacoldgica" significa o efeito de um
medicamento ou de outro produto quimico em um sistema biologico. O efeito de um
produto quimico pode ser benéfico (teArapéutico) ou prejudicial (téxico). Os produtos
quimicos puros ou‘misturas podem ter origem natural (plantas, animais ou minerais) ou
podem ser compostos sintéticos.

Como usado na presente, o termo "pré-malignante” significa pré-canceroso, ou
antes que as células anormais se dividam sem controle.

Como usado na presente, o termo "propriedade farmacocinética" se refere a um
pardmetro que descreve a disposigdo de um agente ativo ou de um medicamento em
um ofganismo ou hospedeiro. As propriedades farmacocinéticas representativas
incluem: meia-vida plasmatica, metabolismo hepatico de primeira passagem, volume
de distribui¢do, grau de proteina sérica sanguinea, ex. albumina, ligagdo, etc.

Como usado na presente, o termo "meia-vida plasmatica" se refere ao tempo para
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que a metade de um medicamento administrado seja eliminada do plasma de um
paciente pelos processos bioldgicos, ex., biometabolismo, excregéo, etc.

Como usado na presente, o termo "volume de distribuigdo" se refere a distribuigdo
e ao grau de retengdo de um medicamento pelos varios compartimentos dos
organismos; ex. os espagos intracelulares e extracelulares, tecidos e 6rgdos, etc. Este
fator é expresso como o "volume aparente de distribui¢do" ou Vg4, que € o volume
estimado do corpo em que foi distribuido 0 medicamento. Um grande V4 sugere que o
medicamento foi mais amplamente distribuido pelo corpo e pode estar associado a
uma maijor meia-vida, porque uma menor por¢do do medicamento estard no plasma,
sendo assim enviado aos pontos de eliminag#o, os rins e o figado.

Como usado na presente, o termo "grau de ligag@io sérica sanguinea" se refere a
propensio de um medicamento para ser ligado por uma proteina sérica sanguinea,
como a albumina.

Como usado na presente, o termo "eficacia” se refere a efetividade de um
determinado agenté ativo para realizar seu objetivo pretendido, isto €, ta capacidade de
um agente ativo para provocar seu efeito farmacolégico desejado.

Como usado na presente, o termo "atividade especifica" se refere ao volume do
produto formado por uma enzima em um dado periodo de tempo sob determinadas
condi¢gdes por miligrama da enzima. A atividade especifica ¢ igual a taxa de reagdo
multiplicada pelo volume de reagdo dividido pela massa da enzima. No caso de um
peptideo de transporte, a atividade especifica serd a quantidade de peptideo de
transporte ou do complexo de carga do peptideo de transporte internalizado de uma
célula em um determinado periodo de tempo sob determinadas condigSes por

miligrama do peptideo de transporte ou do complexo de carga do peptideo de
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transporte.

Como usado na presente, o0 termo "substancialmente puro”, quando usado para
modificar uma proteina ou outro produto celular da invengéo, se refere, por exemplo,
a uma proteina isolada do meio de crescimento ou do teor células, sob a forma
substancialmente isenta ou ndo adulterada por outras proteinas e/ou compostos
inibidores ativos. O termo "substancialmente puro" se refere a um fator em uma
quantidade de pelo menos cerca de 75% de peso seco da fragdo isolada ou pelo menos
“75% substancialmente puro”. Mais especificamente, o termo "substancialmente puro”
se refere a um composto de pelo menos cerca de 85% de peso seco, composto ativo ou
pelo menos "85% substancialmente puro." Mais especificamente, o termo
"substancialmente puro" se refere a um composto de pelo menos cerca de 95%, de peso
seco, composto ativo ou pelo menos "95% substancialmente puro." O termo
"substancialmente puro” também pode ser usado para modificar uma proteina ou
composto de fabricagdo sintética em qué, por exemplo, a proteina sintética seja isolada
dos reagentes e subprodutos de reagdo(des) de sintese.

O termo "grau farmacéutico" como usado na presente, ao se referir a um peptideo ou
composto da inven¢do, é um peptideo ou composto que esteja isolado substancial ou
essencialmente dos componentes que normalmente acompanham o material quando
encontrado em seu estado natural, incluindo reagentes de sintese e subprodutos, e
substancial ou essencialmente, isolados dos componentes que prejudiquem seu uso como
produtb farmacéutico. Por exemplo, um peptideo "grau farmacéutico" pode ser um
isolado isento de qualquer carcinégeno. Em algumas ocasides, o "grau farmacéutico"
pode ser modificado pelo método desejado de administragdo, como "grau farmacéutico

intravenoso", para especificar um peptideo ou composto que seja substancial ou
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essencialmente isolado de qualquer substincia que torne a composigdo inadequada para
administragfio intravenosa em um paciente. Por exemplo, um peptideo "grau farmacéutico
intravenoso" pode ser isolado de detergentes, como de SDS, e de agentes antibacterianos
como da azida.

As frases "isolado," "purificado" ou "biologicamente puro" se referem a0 material
que seja substancial ou essencialmente isento de componentes que normalmente
acompanha o material como encontrado em seu estado nativo. Assim, os peptideos
isolados, de acordo com a invengdo, ndo contém preferivelmente materiais normalmente
associados aos peptideos em seus ambientes in situ. Uma regido "isolada" se refere a
uma regiio que ndo inclui toda a sequéncia do polipetideo da regido de onde provém. Um
acido nucléico "isolado", proteina, ou seu respectivo fragmento foi substancialmente
removido de seu ambiente in vivo, de maneira que pode ser manipulado pelo técnico
treinado, de forma sem limitagdes ao seqiienciamento do nucleotideo, digestdo com
restrigdo, mutagénese direcionada para o local e subclonagem nos vetores de expressdo de
um fragmento de écido nucléico, assim como na obten¢do da proteina ou do fragmento
de proteina em quantidades substancialmente puras.

O termo “tipo selvagem”, como usado na presente, significa que o peptideo tem
a mesma sequéncia daquele de ocorréncia natural.

O termo "variante" como usado na presente com referéncia a um peptideo €
relativo as variantes da sequéncia de aminoacidos que podem ter aminoéicidos
substifuidos, retirados ou inseridos quando comparados ao polipetideo do tipo
selvagem. As variantes podem ser truncamentos do peptideo do tipo selvagem. Uma
“dele¢do” é a remoc¢do de um ou mais aminodcidos do interior da proteina do tipo

selvagem, enquanto um “truncamento” ¢ a remog¢ido de um ou mais aminoacidos de
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um ou mais terminais da proteina do tipo selvagem. Assim, um peptideo variante
pode ser feito por manipulagio dos genes que codificam o polipeptideo. Pode ser
feita uma variante pela alteragio da composi¢do basica ou das caracteristicas do
polipeptideo, mas ndo de pelo menos algumas atividades farmacologicas
fundamentais. Por exemplo, uma “variante” do peptideo de transito Pseudomonas
aeruginosa pode ser um peptideo de trinsito Pseudomonas aeruginosa mudado que
retém sua capacidade de entrar nas células do cancer. Em alguns casos, um peptideo
variante é sintetizado por aminoacidos nfio naturais, como os residuos do &-(3,5-
dinitrobenzoil)-Lys. (Ghadiri & Fernholz, J. Am. Chem. Soc., 112:9633-9635
(1990)). Em algumas configuragdes, a variante ndo tem mais que 20, 19, 18, 17 ou
16 aminoacidos substituidos, retirados ou inseridos comparados ao peptideo do tipo
selvagem ou de uma sua por¢do. Em algumas configuragdes, a variante ndo tem mais
que 15, 14, 13, 12 ou 11 aminoacidos substituidos, retirados ou inseridos
comparados ao peptideo do tipo sefvagem ou de uma sua porg¢do. Em algumas
configuragdes, a \}ariante nio tem mais que 10, 9, 8 ou 7 aminoécidos substituidos,
retirados ou inseridos comparados ao peptideo do tipo selvagem ou de uma sua
por¢do. Em algumas configura¢des, a variante ndo tem mais que 6 aminoacidos
substituidos, retirados ou inseridos comparados ao peptideo do tipo selvagem ou de
uma sua por¢do Em algumas configuragdes, a variante ndo tem mais que 5 ou 4
aminoacidos substituidos, retirados ou inseridos comparados ao peptideo do tipo
selvagem ou de uma sua por¢do. Em algumas configuragdes, a variante ndo tem mais
que 3, 2 ou 1 aminoacidos substituidos, retirados ou inseridos comparados ao

peptideo do tipo selvagem ou de uma sua porg¢éo.
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O termo “aminoacido” como usado na presente significa que um meio
aminoacido que compreende qualquer residuo aminoécido de ocorréncia natural ou
ndo natural ou sintético, isto €, qualquer meio que compreenda pelo menos uma
carboxila e pelo menos um residuo amino ligado diretamente por um, dois, trés ou
mais atomos de carbono, normalmente um atomo de carbono (o). Um aminodacido
pode ser um L-isdmero ou um D-isémero de um aminodcido.

O termo “derivado” como usado na presente com referéncia a um peptideo se
refere a um peptideo que é obtido do peptideo individual. Uma derivag¢do inclui
modifica¢des quimicas do peptideo, de maneira que aquele peptideo ainda retenha
algumas de suas atividades farmacol6gicas fundamentais. Por exemplo, um "derivado"
de um peptideo de transporte Pseudomonas aeruginosa pode ser um peptideo de
transporte Pseudomonas aeruginosa quimicamente modificado que retenha- sua
capacidade de entrar nas células do cdncer. As modificagdes quimicas de interesse
incluem, sem limitagbes, a amidég:éo, acetilagdo, sulfagdo, modificagdo de
polietilenoglicol (PEG), fosforilagdo ou glicosilagdo do peptideo. Além disso, um
peptideo derivado pode ser uma fusdo de um polipeptideo com um composto quimico,
como, sem limita¢gdes, outro peptideo, molécula de medicamento ou outro agente
terapéutico ou farmacéutico ou uma sonda detectavel.

O termo "identidade porcentual (%) da sequéncia aminoacida" € definido como a
porcentagem dos residuos aminoacidos em um polipeptideo que sdo idénticos aos
residuos aminodcidos em uma sequéncia candidata quando sdo alinhadas duas
sequéncias. Para determinar a identidade aminoédcida porcentual (%), sfo alinhadas
sequéncias e, caso necessario, sdo introduzidas folgas para obter a méaxima identidade %

da sequéncia; as substituigdes conservadoras ndo s@o consideradas como parte da
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Geral

A presente invengdo se refere a peptideos derivados da cupredoxina que mantém
uma ou mais atividades farmacoldgicas da cupredoxina e que podem ter melhores
propriedades farmacocinéticas, como melhor estabilidade, atividade especifica, meia-
vida na corrente sanguinea, e/ou menor imunogenicidade, entre outras. Além disso, a
presente invengdo se refere a compostos obtidos a partir de peptideos modificados
derivados da cupredoxina, que por sua vez também mantém uma ou mais atividades
farmacoldgicas da cupredoxina e que tém melhores propriedades farmacocinéticas.
Finalmente, a invengdo se refere a métodos de uso dos peptideos modificados derivados
da cupredoxina e compostos deles provenientes para o tratamento e/ou diagnéstico de
varias condi¢Ses sofridas por pacientes mamiferos, e para pesquisar vérias condig3es
sofridas por pacientes mamiferos.

Composigoes

A invengdo se refere a peptideos Que sio modifica¢des de peptideos derivados da
cupredoxina com melhores propriedades farmacocinéticas. Em algumas configuragdes,
esses peptideos modificados derivados da cupredoxina retém pelo menos uma atividade
farmacolégica da cupredoxina. Em algumas configuragdes, os peptideos modificados
derivados da cupredoxina sdo isolados, substancialmente puros ou de grau farmacéutico.
Em configuragdes especificas, os peptideos modificados derivados da cupredoxina sdo
intravenosos de grau farmacéutico.

As cupredoxinas e especificamente a azurina da Pseudomonas aeruginosa, Sao
conhecidas como tendo virias atividades farmacoldgicas tteis para o tratamento e/ou o
diagnéstico de pacientes mamiferos e para a realizagdo de pesquisa de condi¢des sofridas

por pacientes mamiferos. Por exemplo, muitas proteinas da cupredoxina como a
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Pseudomonas aeruginosa azurina, tém a capacidade de entrar especificamente e matar
muitos tipos de células de cancer de mamiferos. Yamada et al.,Cell.Biol.7:1418-
1431(2005); Hiraoka et al.,PNAS 101:6427-6432 (2004); Hiraoka et al.Biochem.
Biophys.Res.Comm. 338;1284-1290 (2005); Pedido de patente norte-americana
11/244,105, depositado em 6 de outubro de 2005; Pedido de patente norte-americana No.
10/720.603, depositado em 24 de novembro de 2003; Pedido de patente norte-americana
No. 10/047.710, depositado em 15 de janeiro de 2002; Pedido de patente norte-americana
No.11/485.252 depositado em 13 de julho de 2006, todos expressamente incorporados a
presente por referéncia na integra. A azurina da P. aeruginosa ¢ também conhecida
como inibidora do crescimento da infecgdo viral ou bacteriana, e mais
especificamente da infecgio HIV-1 nas células mononucleares de sangue periférico,
como também inibidora da parasitemia de células eritrécitos de mamiferos infectados
pela maldria. éhaudhari et al., Cell Cycle. 5:1642-1648 (2006); Pedido de patente norte-
americana No. 11/436.591, depositado em 19 de maio de 2006; Pedido de patente norte-
americana No. 11/436.590, depositado em 19 de maio de 2006, ambos expressamente
incorporados a presente por referéncia na integra. A azurina da P. aeruginosa ¢ também
conhecida como interferente no sistema de sinalizagdo da efrina em varias células e
tecidos de mamiferos. Pedido de patente norte-americana No. 11/436.592, depositado em |
19 de maio de 2006, expressamente incorporado & presente por referéncia na integra.
Além disso, os peptideos derivados da P. aeruginosa azurina sdo conhecidos como
inibidbres da angiogénese em células de mamiferos, e especificamente em células
endoteliais vasculares umbilicais humanas (HUVECs). Pedido de patente norte-
americana No. 11/488.693, depositado em 19 de julho de 2006, expressamente

incorporado a presente por referéncia na integra. Em algumas configuragdes, os peptideos
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modificados derivados da cupredoxina da invengdo retém pelo menos uma atividade
farmacoldgica da cupredoxina da qual derivam. A atividade farmacoldgica da
cupredoxina pode ser qualquer atividade util de uma cupredoxina. As atividades
farmacolégicas de particular interesse incluem, sem limitagdes, a capacidade de
especificamente entrar nas células de cincer de mamiferos, a incapacidade de entrar em
células nio cancerosas de mamiferos, a capacidade de entrar nas células pré-malignantes
de mamiferos, a capacidade de matar células de cincer de mamiferos, a capacidade de
matar células pré-malignantes de mamiferos, a capacidade inibir o crescimento de
infecgdes virais ou bacterianas, a capacidade inibir a infec¢do HIV-1 nas células
mononucleares de sangue periférico, a capacidade de inibir a parasitemia da malaria nos
células eritrocitos infectadas pela maléria e a capacidade de inibir a angiogénese nas
células de mamiferos, e especificamente HUVECs. Sdo fornecidos métodos para a
medi¢do da quantidade de atividade farmacolégica do peptideo nos pedidos e
publicagdes supra-referenciadas.

Os peptideo§ derivados da cupredoxina podem ser qualquer cupredoxina, ou
variante, derivado ou equivalente estrutural da cupredoxina. Em algumas configurages, o
peptideo derivado da cupredoxina retém pelo menos uma atividade farmacologica da
cupredoxina. Em algumas configuragdes, a cupredoxina pode ser, sem limitagdes,
azurina, plastocianina, rusticianina, pseudoazurina, auracianina ou proteina similar a
azurina.

Os peptideos derivados da cupredoxina podem provir de qualquer organismo,
incluindo sem limitagdes a Pseudomonas aeruginosa, Phormidium laminosum,
Thiobacillus ferrooxidans, Achromobacter cycloclastes, Pseudomonas syringa,

Neisseria meningitidis, Vibrio parahaemolyticus, Bordetella bronchiseptica,



10

15

20

29/71

Chloroflexus aurantiacus € Neisseria gonorrhoeae. Em algumas configuragdes, a
cupredoxina pode ser azurina, especificamente de um organismo incluindo, sem
limitagdes, a Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas syringae, Neisseria
gonorrhoeae, Vibrio parahaemolyticus ou Bordetella bronchiseptica.

Os peptideos derivados da cupredoxina podem ser qualquer variante, derivado ou
equivalente estrutural de uma cupredoxina. Os peptideos derivados da cupredoxina
também podem ser qualquer peptideo da cupredoxina conhecido na técnica e/ou descritos
nos pedidos anteriores, como no Pedido de patente norte-americana No. 11.244.105,
depositado em 6 de outubro de 2005; Pedido de patente norte-americana No. 10/720.603,
depositado em 24 de novembro de 2003; Pedido de patente norte-americana No.
10/047.710, depositado em 15 de janeiro de 2002; Pedido de patente norte-americana No.
11/485.252, depositado em 13 de julho de 2006; Pedido de patente norte-americana No.
11/436.591, de;positado em 19 de maio de 2006; Pedido de patente norte-americana No.
11/436.590, depositado em 19 de maio de 2006; Pedido de patente norte-americana No.
11/436.592, depositado em 19 de maio de 2006; e o Pedido de patente norte-americana
No. 11/488.693, depositado em 19 de maio de 2006. Todos esses pedidos estdo
expressamente incorporados por referéncia a presente na integra. Em algumas
configuragdes, o peptideo estd isolado. Em algumas configuragdes, o peptideo €
substancialmente puro ou de grau farmacéutico. Em outras configuragdes, o peptideo esta
em uma composi¢io que compreende ou consiste essencialmente em peptideo. Em outra
conﬁgﬁragﬁo especifica, o peptideo nfio induz uma resposta imune em um mamifero e,
mais especificamente em um humano. Os peptideos derivados da cupredoxina podem ser
variantes da sequéncia de aminoéacidos que tém os aminoacidos substituidos, retirados ou

inseridos quando comparados com a cupredoxina do tipo selvagem. Essas variantes
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podem ser truncamentos da cupredoxina do tipo selvagem. Os peptideos derivados da
cupredoxina compreendem uma regifo de uma cupredoxina que € menor que O
comprimento total do polipeptideo do tipo selvagem. Em algumas configuragdes, os
peptideos derivados da cupredoxina compreendem mais que cerca de 10 residuos, mais
que cerca de 15 residuos ou mais que cerca de 20 residuos de uma cupredoxina truncada.
Em algumas configuragdes, os peptideos derivados da cupredoxina compreendem ndo mais
que cerca de 100 residuos, ndo mais que cerca de 50 residuos, ndo mais que cerca de 40
residuos. ndo mais que cerca de 30 residuos ou ndo mais que cerca de 20 residuos de uma
cupredoxina truncada. Em algumas configuragdes, a cupredoxina tem para o peptideo
derivado da cupredoxina, e mais especificamente SEQ ID NOS: 1-12 pelo menos cerca
de 70% da identidade da sequéncia aminoacida, pelo menos cerca de 80% da identidade
da sequéncia aminoéclida, pelo menos cerca de 90% da identidade da sequéncia
aminoacida e pelo menos cerca de 95% da identidade da sequéncia aminodcida ou pelo
menos cerca de 99% da identidade da séquéncia aminodcida.

Em configuragSes especificas, o peptideo derivado da cupredoxina compreende
residuos de P. aeruginosa azurina 50-77, residuos de azurina 50-67, ou residuos de
azurina 36-88. Em outras configuragdes, a variante da cupredoxina consiste em residuos
de P. aeruginosa azurina 50-77, residuos de azurina 50-67, ou residuos de azurina 36-88.
Em outras configuragdes especificas, a variante consiste em residuos equivalentes de uma
cupredoxina diferente da azurina. Para determinar os residuos equivalentes de outra
cupredoxina, a sequéncia amino4cida cupredoxina individual serd alinhada a sequéncia
Pseudomonas aeruginosa azurina usando BLAST, BLAST2, ALIGN2 ou
Megalign (DNASTAR), os relevantes residuos localizados na sequéncia aminoécida P.

aeruginosa azurina, € os relevantes residuos encontrados na sequéncia aminoécida
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cupredoxina individual, e o peptideo equivalente assim pfojetado.

Em uma configuragdo da invengdo, o peptideo derivado da cupredoxina compreende
pelo menos os aminoacidos 57 a 89 da auracianina B da Chloroflexus aurantiacus (SEQ
ID NO: 21). Em outra configuragio da invengfo, o peptideo derivado da cupredoxina
compreende pelo menos os aminoacidos 51-77 da Pseudomonas syringae azurina (SEQ
ID NO: 27). Em outra configuragdo da invengfo, o peptideo derivado da cupredoxina
compreende pelo menos os amino4cidos 89-115 da Neisseria meningitidis Laz (SEQ ID
NO: 23). Em outra configuragdo da invengdo, o peptideo derivado da cupredoxina
compreende pelo menos os aminoacidos 52-78 da Vibrio parahaemolyticus azurina (SEQ
ID NO: 28). Em outra configuragio da invengdo, o peptideo derivado da cupredoxina
compreende pelo menos os aminoéacidos 51-77 da Bordetella bronchiseptica azurina
(SEQ ID NO: 29).

Os peptideos derivados da cupredoxina também incluem peptideos feitos a partir de
amino4cidos sintéticos que nado ocorrem naturalmente. Por exemplo, os aminoacidas de
ocorréncia nio natural podem ser integrados ao peptideo variante para ampliar ou
otimizar a meia-vida da composigdo na corrente sanguinea. Essas variantes incluem, sem
limitagdes, D,L-peptideos (diasteredmero), (ver, por exemplo Futaki et al, J. Biol. Chem.
276(8):5836-40 (2001); Papo et al, Cancer Res. 64(16):5779-86(2004); Miller et at
Biochem. Pharmacol. 36(1):169-76, (1987); peptideos contendo aminodcidos incomuns
(ver, por exemplo Lee et al. J. Pept. Res. 63(2):69-84 (2004), aminoacido ndo natural
contendo olefina seguido por corte de hidrocarbonetos (ver, por exemplo, Schafmeister et
al, J. Am. Chem. Soc. 122:5891-5892 (2000); Walenski et al., Science 305:1466-1470
(2004)), e peptideos que compreendem residuos de e-(3,5-dinitrobenzoil)-Lys.

Em outras configuragdes, o peptideo derivado da cupredoxina € um derivado de
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uma cupredoxina. Os derivados de cupredoxina s3o modificagdes quimicas do peptideo,
de maneira que o peptideo ainda retenha algumas de suas atividades farmacoldgicas. Por
exemplo, um "derivado" da azurina pode ser uma azurina quimicamente modificada que
retenha sua capacidade de inibir o crescimento das células de cdncer de mamiferos. As
modifica¢des quimicas de interesse incluem, sem limitagGes, o corte de hidrocarbonetos
(stapling), amidagdo, acetilagdo, sulfagdo, modificagdo de polietilenoglicol (PEG),
fosforilagdo e glicosilagdo do peptideo. Além disso, um peptideo derivado pode ser uma
fusdo de uma cupredoxina, ou variante, derivado ou equivalente estrutural de um
composto quimico, e sem limita¢des, de outro peptideo, molécula de medicamento ou de
outro agente terapéutico ou farmacéutico ou uma sonda detectivel. Os derivados de
interesse incluem modificagdes quimicas pelas quais a meia-vida dos peptideos e das
composi¢des da invengdo pode ser prolongada ou otimizada na corrente sanguinea, como
por varios métodos bem conhecidos dos técnicos no assunto, incluindo sem limitagses,
peptideos circularizados (ver, por exem}ﬂlo Monk et alL, BioDrugs 19(4):261-78, (2005);
DeFreest et al., J. iPept. Res. 63(5):409-19 (2004)), modificagdes N- e C-terminais (ver,
por exemplo Labrie et at., Clin. Invest. Med. 13(5):275-8, (1990)),‘e aminoacida néo
natural contendo olefina seguido pelo corte de hidrocarbonetos (ver, por exemplo
Schafmeister et al., J. AM. Chem. Soc. 122:5891-5892 (2000); Walenski et al., Science
305:1466-1470 (2004)).

Em outra configuragfo, o peptideo é um equivalente estrutural de uma cupredoxina
ou um truncamento de uma cupredoxina. Os exemplos de estudos que determinam
significativa homologia estrutural entre as cupredoxinas e demais proteinas incluem Toth
et al. (Developmental Cell 1:82-92 (2001)). Especificamente, a significativa homologia

estrutural entre uma cupredoxina e o equivalente estrutural € determinada usando o
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algoritmo VAST. Gibrat et al.,, Curr Opin Struct Biol 6:377-385 (1996); Madej et al.,
Proteins 23:356-3690 (1995). Em configuragdes especificas, o valor p VAST de uma
comparagdo estrutural de uma cupredoxina com o equivalente estrutural ¢ menos que cerca
de 107, menos que cerca de 107 ou menos que cerca de 10”7. Em outras configuragdes, a
significativa . homologia estrutural entre uma cupredoxina e o equivalente estrutural €
determinada usando o algoritmo DALIL Holm & Sander, J. Mol. Biol. 233:123-138 (1993).
Em configuragSes especificas, a classificagdo Z DALI de uma comparagdo estrutural
pareada é menos que cerca de 3,5, pelo menos cerca de 7,0, ou pelo menos cerca de 10,0.
Um especifico peptideo derivado da cupredoxina de interesse ¢ uma fungéo do dominio de
entrada da cupredoxina com um composto de carga. Em algumas configuragGes, peptideos
derivados da cupredoxina podem entrar especificamente em uma célula de céancer de
mamifero, e assim ser usada para dirigir um composto de carga para uma célula e
especificamente para o interior de uma célula de céncer. A cupredoxina peptideo de
transporte compreende um dominio de entrada da cupredoxina. O termo " dominio de
entrada da cupredbxina " se refere a um fragmento de uma cupredoxina que inclui a
sequéncia amino que ¢ necessaria para a entrada da cupredoxina em uma célula de céncer
de mamifero. Em configura¢des especificas, o peptideo de transporte da cupredoxina €
SEQ ID NOS: 13-17, ou residuos equivalentes de outra cupredoxina. A presente invengdo
compreende peptideos de transporte da cupredoxina complexados com compostos de carga
que foram modificados para melhorar suas propriedades farmacocinéticas. O composto de
carga assim como o peptideo de transporte da cupredoxina, pode ser modificado pelos
métodos descritos na presente para melhorarem as propriedades farmacocinéticas. Esses
complexos podem entdo ser usados nos métodos da invengdo para entregar o composto de

carga nas células de cancer de mamiferos para o tratamento de pacientes que sofrem de
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cancer. Os compostos de carga, entregues pelos materiais e métodos da presente
invengdio incluem, sem limitag3es, proteinas, lipoproteinas, polipeptideos, peptideos,
polissacarideos, 4cidos nucléicos, incluindo acidos nucléicos anti-senso, corantes,
identificadores fluorescentes e radioativos, microparticulas ou nanoparticulas, toxinas,
moléculas inorginicas e orgénicas, pequenas moléculas e medicamentos. Em algumas
configuragdes, os medicamentos e toxinas matam as células do tumor. Esses peptideos de
transporte da cupredoxina e os complexos deles provenientes sdo providos no pedido de
patente norte-americana No. 11:244.105, depositado em 6 de outubro de 2005,
expressamente incorporado a presente por referéncia na integra.

Em algumas configuragdes, os residuos aminoacidos nos peptideos derivados da
cupredoxina que sdo conservados entre as cupredoxinas com a desejada atividade
farmacoldgica sdo conservados nos peptideos modificados derivados da cupredoxina
com melhores propriedades farmacocinéticas. Por exemplo, € sabido que no interior do
dominio de entrada da cupredoxina- da Pseudomonas aeruginosa azurina, s30
conservados vérioé residuos entre as proteinas azurinas e similares a4 azurina de varias
espécies, Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas syringae, Neisseria gonorrhoeae,
Vibrio parahaemolyticus e Bordetella bronchiseptica. Yamada et al., Cell. Microbiol.
7:1418-1431 (2005). Em algumas configuragdes, o peptideo derivado da cupredoxina
retém um ou mais residuos amino4cidos correspondentes aos residuos 62, 63, 69, 72, 74 e
77 P. aeruginosa azurina (SEQ IS NO: 1). Em outra configuragdo, o peptideo
cupredoxina compreende uma sequéncia aminoacida conservada
DGXXXXXDXXYXKXXD (SEQ ID NO: 46) ou DGXXXXDXXYXKXXD (SEQ ID
NO: 47), em que D ¢ 4cido aspartico, G € glicina, Y ¢ tirosina, K € lisina e X ¢ qualquer

aminoacido.
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Modificagdes

A presente invengo se refere a modificagdes de peptideos derivados da cupredoxina
que sdo variantes ou derivados, e em configuragdes especificas, mantém uma ou mais
atividades farmacologicas, e/ou que melhoram as propriedades farmacocinéticas do
peptideo. Essas modificagdes incluem, sem limitagBes, variantes e derivados dos
peptideos que podem aumentar a estabilidade, atividade especifica, meia-vida plasmatica
e/ou reduzir a imunogenicidade do peptideo derivado da cupredoxina, retendo a
capacidade da cupredoxina para entrar nas células de céncer de mamiferos e/ou inibir o
crescimento das células de cincer de mamiferos. Essas variantes incluem, sem
limitagdes, aquelas que reduzem a hidrolise do peptideo, reduzem a deamidagéo do
peptideo, reduzem a oxidagdo, reduzem a imunogenicidade e/ou aumentam a estabilidade
estrutural do peptideo. E contemplado que duas ou mais das modificagdes descritas na
presente podem ser combinadas em um peptideo modificado derivado da cupredoxina,
assim como combina¢des de uma ou mais modificagbes descritas na presente com outras
modificagdes para melhorar as propriedades farmacocinéticas bem conhecidas pelos
técnicos no assunto. Muitos métodos para o projeto dessas variantes e derivados sdo bem
conhecidos na técnica.

Biotransformacgao

Uma abordagem para melhorar as propriedades farmacocinéticas dos peptideos €
criar variantes e derivados dos peptideos derivados da cupredoxina que sejam menos
susceptiveis de biotransformagio. A biotransformagdo pode reduzir a atividade
farmacolégica do peptideo, assim como aumentar a taxa pela qual € eliminar do corpo do
paciente. Uma maneira de fazer isso ¢ determinar os aminoicidas e/ou as sequéncias

aminoacidas que sejam mais provaveis de biotransformag¢do e substituir esses
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aminodcidos pelos que ndo sejam susceptiveis a este processo particular de
transformagdo.

A hidrdlise é geralmente um problema nos peptideos contendo aspartato. O
aspartato é susceptivel & desidratagdo para formar um intermediario imida ciclico, fazendo
com que o aspartato seja convertido no anélogo isoaspartato potencialmente inativo e, por
fim clivando a cadeia do peptideo. Por exemplo, na presenga do 4cido aspartico — a
prolina na sequéncia do peptideo, a formagdo catalisada do acido do intermediério imida
ciclico pode resultar na clivagem da cadeia do peptideo. De maneira similar, na preseﬁga
do 4cido aspartico-- a glicina na sequéncia do peptideo, o intermediério ciclico pode ser
hidrolisado seja na forma original do aspartato (inofensiva) ou no analogo isoaspartato.
Eventualmente, toda a forma do aspartato pode ser completamente convertida em um
analogo isoaspartato. Similarmente, sequéncias com serina também podem ser
desidratadas para formarem um intermedidrio imida ciclico que pode clivar a cadeia do
peptideo. A clivagem do peptideo pode resultar em meia-vida plasmatica reduzida, assim
como em uma atividade farmacologica especifica reduzida do peptideo.

E contemplado que a substituigdo de outros aminoéacidos para asparagina e/ou serina
na sequéncia do peptideo derivado da cupredoxina pode resultar em um peptideo com
melhores propriedades farmacocinéticas, como maior meia-vida plasmaética e maior
atividade especifica da atividade farmacolégica do peptideo. Em uma variante
contemplada, em um ou mais residuos de residuo de asparaginas do peptideo derivado da
cupredoxina podem ser substituidos por outro residuo aminoacido e, especificamente um
residuo do 4cido glutdmico. Em outra variante contemplada, um ou mais residuos de
serina do peptideo derivado da cupredoxina podem ser substituidos por outro residuo

aminoéacido, e especificamente um residuo de treonina. Em algumas variantes do



10

15

20

37/71

peptideo derivado da cupredoxina, sdo substituidos um ou mais residuos da asparagina e
um ou mais residuos da serina. Em algumas configuragdes, sdo feitas substitui¢des
conservadoras. Em outras configuragdes, sdo feitas substitui¢des ndo conservadoras.

A deamidagio dos residuos aminodcidos é um problema particular na
biotransformacdo. Essa reacdo catalisada por base frequentemente ocorre em sequéncias
contendo asparagina--glicina ou glutamina--glicina e segue um mecanismo analogo a
sequéncia 4cido aspartico-glicina acima. A deamidagdo da sequéncia asparagina-glicina
forma um intermedidrio imida ciclico que é subsequentemente hidrolisado para formar o
analogo aspartato ou isoaspartato da asparagina. Além disso, o intermedidrio imida
ciclico pode levar a racemizagdo em analogos de 4acido D-aspartico ou acido D-
isoaspartico de asparagina, todos podendo levar potencialmente a formas inativadas do
peptideo.

E contemplado que a deamidagfio nos peptideos da cupredoxina pode ser evitada
pela substituigdo de uma glicina, asparégina e/ou glutamina das sequéncias asparagina--
gliciria ou glutamiha--glicina da cupredoxina por outro aminoacido e pode resultar em
um peptideo com melhores propriedades farmacocinéticas, como maior meia-vida
plasmatica e maior atividade especifica da atividade farmacolégica do peptideo. Em
algumas configuragSes, o um ou mais residuos de glicina do peptideo derivado da
cupredoxina sfo substituidos por outro residuo aminoacido. Em configuragdes
especificas, um ou mais residuos de glicina do peptideo derivado da cupredoxina sdo
substifuidos por um residuo de treonina ou de alanina. Em algumas configuragdes, o um
ou mais residuos de asparagina ou glutamina do peptideo derivado da cupredoxina s&o
substituidos por outro residuo aminoacido. Em configura¢des especificas, um ou mais

residuos de asparagina ou glutamina do peptideo derivado da cupredoxina sédo
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substituidos por um residuo de alanina. Em outras configuragdes especificas, a glicina
nos residuos 58 e/ou 63 da P. aeruginosa azurina (SEQ ID NO: 1), ou glicinas
equivalentes de outras cupredoxinas, sdo substituidas por uma alanina ou uma treonina.
Em outras configuragdes especificas, a metionina no residuo 59 da P. aeruginosa azurina
(SEQ ID NO: 1), ou um residuo equivalente de metionina de outro peptideo derivado da
cupredoxina, € substituido por um residuo alanina. Em outras configuragdes especificas, a
glicina no residuo 63 da P. aeruginosa azurina (SEQ ID NO: 1), ou um equivalente
residuo de glicina de outro peptideo derivado da cupredoxina, € substituido por um
residuo treonina. Em algumas configuragdes, séo feitas substitui¢des conservadoras. Em
outras configuragdes, sfo feitas substituicdes ndo conservadoras. Em configura¢des
especificas, o peptideo modificado derivado da cupredoxina da invengdo compreende a
seguinte sequéncia, em que os aminodacidos sublinhados s@o substituidos na sequéncia
Pseudomonas aeruginosa azurina do tipo selvagem:

LSTAADMQAVVTD’_I"_MASGLDKDYLKPDD (SEQ ID NO: 30)

A oxidagdo reversivel e irreversivel dos aminoacidos sfo outros processos
biotransformadores que também podem apresentar um problema que pode reduzir a
atividade farmacoldgica, e/ou meia-vida plasmatica dos peptideos derivados da
cupredoxina. Os residuos de cisteina e metionina sdo os residuos predominantes que
passam por oxidagdo reversivel. A oxidagfo da cisteina é acelerada em maior pH, em que
o tiol é mais facilmente deprotonado e forma prontamente ligagdes intracadeia ou
intercadeia de dissulfeto. Essas liga¢des dissulfeto podem ser facilmente revertidas in
vitro pelo tratamento com ditiotreitol (DTT) ou cloridrato de tris(2-carboxietilfosfina)

(TCEP). A metionina oxida por meio de ambos os caminhos quimico e fotoquimico para
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formar sulféxido de metionina e ainda em metionina sulfona, ambos sendo quase
impossiveis de reverter.

E contemplado que a oxidag@io nos peptideos derivados da cupredoxina pode ser
evitada pela substitui¢do dos residuos de metionina e/ou de cisteina por outros residuos.
Em algumas configuragdes, um ou mais residuos de metionina e/ou cisteina do peptideo
derivado da cupredoxina sfo substituidos por outro residuo aminoicido. Em
configuragdes especificas, o residuo de metionina € substituido por um residuo de leucina
ou valina. Em outras configurag¢des especificas, uma ou mais das metioninas nos residuos
56 ¢ 64 de P. aeruginosa azurina (SEQ ID NO: 1), ou residuos equivalentes de
metioninas em outros peptideos derivados da cupredoxina, séo substituidos por leucina
ou valina. Em algumas configurages, sdo feitas substitui¢des conservadoras. Em outras
configuragdes, sfo feitas substituigdes ndo conservadoras.

Em configuragdes especificas, os peptideos de cupredoxina da invengdo
compreendem uma ou mais das seguintés sequéncias, em que o aminoacido sublinhado €
substituido na sequéncia Pseudomonas aeruginosa azurina do tipo selvagem:

LSTAADLQGVVTDGLASGLDKDYLKPDD (SEQ ID NO: 31) ou

LSTAADVQGVVTDGVASGLDKDYLKPDD (SEQ ID NO: 32).

Outro processo biotransformador que pode afetar a atividade farmacoldgica, a
meia-vida plasmatica e/ou a imunogenicidade dos peptideos derivados da cupredoxina é
a formag¢do da dicetopiperazina e do acido piroglutdmico. A formagido da
dicetobiperazina normalmente ocorre quando a glicina esta na terceira posigdo a partir do
N-terminal, e mais especialmente se a prolina ou a glicina estiver na posi¢do 1 ou 2. A
rea¢do envolve o ataque nucleofilico do nitrogé€nio N-terminal na amida carbonil entre o

segundo e o terceiro aminodacidos, o que leva a clivagem dos primeiros dois



10

15

20

40/71

aminoacidos sob a forma de uma dicetopiperazina. Por outro lado, a formagio do
acido piroglutdmico pode ser quase inevitavel se a glutamina estiver no N-terminal.
Esta é uma reagdo analoga em que o nitrogénio N-terminal ataca o carbono carbonil da
cadeia lateral da glutamina para formar um andlogo do peptideo piroglutamideo
deaminado. Esta conversdo também ocorre no peptideo contendo asparagina no N-
terminal, mas em muito menor incidéncia.

E contemplado que a formagdo da dicetopiperazina e do acido piroglutdmico pode
ser reduzida nos peptideos derivados da cupredoxina pela substituigdo da glicina na
posi¢do 1,2, ou 3 do N-terminal, da prolina na posig¢do 3 do N-terminal, ou da asparagina
no N-terminal do peptideo por outro residuo aminoacido. Em algumas configuragdes, a
glicina nas posi¢des 1, 2 ou 3 do N-terminal do peptideo derivado da cupredoxina ¢é
substituida por outro residuo aminodcido. Em configuragdes especificas, o residuo de
glicina é substituido por um residuo de treonina ou alanina. Em outra configuragédo, uma
prolina na posi¢do 3 do N-terminal do‘peptideo derivado da cupredoxina € substituida
por outro residuo aminoacido. Em configura¢des especificas, a prolina € substituida por
um residuo de alanina. Em outra configuragdo, uma asparagina no N-terminal ¢
substituida por outro residuo aminoacido. Em configuragSes especificas, o residuo de
asparagina € substituido por um residuo de glutamina. Em algumas configuragGes, sdo
feitas substituigdes conservadoras. Em outras configurag¢des, s@o feitas substitui¢des nédo
conservadoras.

Outro processo biotransformador que pode afetar a atividade farmacologica, a
meia-vida plasmatica e/ou a imunogenicidade do peptideo derivado da cupredoxina € a
racemizag¢do. Esse termo € usado de forma solta para se referir a perda total da integridade

quiral do aminoacido ou do peptideo. A racemizagdo envolve a conversdo base catalisada
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de um enantiémero (normalmente a forma L) de um aminoacido em uma mistura 1:1 de
enantiémeros L- e D-. Uma maneira para melhorar a estabilidade do peptideo em geral €
fazer um peptideo retro-inverso (D-isdmero). A dupla inversdo da estrutura do peptideo
geralmente deixa a topologia superficial da cadeia lateral intacta e tem sido usada
amplamente para estabilizar os peptideos biologicamente ativos. Snyder el al., PLoS
Biol. 2:0186-0193 {2004). Um Tat D-aminoacido substituido ¢ internalizado nas células,
assim como o peptideo L-aminoacido. Futaki et al. J.Biol. Chem. 276:5836-5840 (2001):
Hugq et al.,Biochemistry 38:5172-5177(1999). Em algumas configura¢Ses, um ou mais
residuos aminoacidos do peptideo derivado da cupredoxina sdo substituidos por D-
isémeros daqueles residuos. Em uma configuraggo, o peptideo derivado da cupredoxina ¢
uma versdo retro-inverso (D-isémero) do peptideo derivado da cupredoxina. Em uma
configuragdo especifica, 0 peptideo derivado da cupredoxina é
DDPKLYDKDLGSAMGDTVVGQMDAATSL (SEQ ID NO: 45).

Outros métodos para a proteg:ﬁo- de um peptideo derivado da cupredoxina da
degradagdo biotrahsformadora sdo a N-acetilagio e a C-amidagdo. Esses derivados
podem proteger o peptideo da degradagdo e podem fazer com que o peptideo derivado da
cupredoxina imite melhor o estado de carga dos grupos alfa amino e carboxil na proteina
nativa. Os peptideos com a N-acetilagdo e/ou a C-amidagdo podem ser fornecidos
comercialmente. Em uma configuragio da invengéo, o N-terminal do peptideo derivado da
cupredoxina pode ser acetilado. Em outra configuragdo da invengfo, o C-terminal dos
peptideos derivados da cupredoxina podem ser amidados. Em uma configuragdo
especifica, o peptideo modificado derivado da cupredoxina €

Acetilagio-LSTAADMQGVVTDGMASGLDKDYLKPDD-amida¢do (SEQ ID

NO: 33).
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Estabiliza¢io da Estrutura Terciaria

A estabilidade da estrutura tercidria do peptideo derivado da cupredoxina afetard a
maioria dos aspectos da farmacocinética, incluindo a atividade farmacocinética, meia-
vida plasmatica, e/ou imunogenicidade entre outros. Ver Kanovsky er al., Cancer
Chemother. Pharmacol. 52:202-208 (2003); Kanovsky et al., PNAS 23:12438-12443
(2001). As hélices do peptideo geralmente se desfazem em hélices randémicas, tornando-
se mais susceptiveis ao ataque da protease e podem ndo penetrar bem na membrana
celular. Schafmeister ef al., J. A m . Chem. Soc. 122:5891-5892 (2000). Portanto, uma
maneira para estabilizar a estrutura geral do peptideo € estabilizar a estrutura a-hélice do
peptideo. A ligagdo do hidrogénio intramolecular associada a formagdo da hélice reduz a
exposi¢do do backbone de amida polar, reduzindo assim a barreira a penetragdo da
membrana em um peptideo de transporte, e assim aumentando as atividades
farmacologicas relacionadas e aumentando a resisténcia do peptideo a clivagem de
protease. Id. Pseudomonas aeruginosé azurina (SEQ ID NO: 1) tem o-hélices nos
residuos 53-56, 58-64 e 68-70.

Um método para a estabilizagdo de uma o-hélice € substituir a a-hélice rompendo
os residuos aminoacidos como glicina, prolina, serina e acido aspartico ou residuos
aminoacidos de hélice neutra como alanina, treonina, valina, glutamina, asparagina,
cisteina, histidina, lisina ou arginina com residuos formadores de hélice, como a leucina,
isoleucina, fenilalanina, dcido glutdmico, tirosina, triptofano e metionina. E contemplado
que a a-hélice de peptideos derivados da cupredoxina pode ser estabilizada substituindo
um ou mais residuos de glicina, prolina, serina e/ou acido aspartico por outros
aminoacidos. Em configura¢des especificas, residuos de glicina, prolina, serina, acido

aspartico, alanina, treonina, valina, glutamina, asparagina, cisteina, histidina, lisina e/ou
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arginina sfio substituidos por residuos de leucina, isoleucina, fenilalanina, acido
glutdmico, tirosina, triptofano e/ou metionina. Ver Lee et at., Cancer Cell Intl. 11:21
(2005). Em outras configura¢des especificas, podem ser substituidos um ou mais residuos
de serina ou glutamina nas o-hélices de um peptideo derivado da cupredoxina. Em
configuragdes ainda mais especificas, podem ser substituidos os residuos de serina e/ou
glutamina nos residuos 53-56, 58-64 ¢ 68-70 da P. aeruginosa azurina (SEQ ID NO: 1),
ou um residuo equivalente de outros peptideos derivados da cupredoxina. Em outra
configuragiio especifica, pode ser substituido o residuo de glutamina no residuo
aminoécido 57 da P. aeruginosa azurina (SEQ ID NO: 1), ou um residuo equivalente de
outro peptideo derivado da cupredoxina, mais especificamente substituido por triptofano.
Em outra configuragio especifica, pode ser substituido o residuo de treonina no residuo
aminoécido 52 da P. aeruginosa azurina (SEQ ID NO: 1), ou um residuo equivalente de
outro peptideo derivado da cupredoxina, mais especificamente substituido por triptofano.
Em outra configuragio especifica, pode. ser substituido o residuo de treonina no residuo
aminoacido 61 da P. aeruginosa azurina (SEQ ID NO: 1), ou um residuo equivalente
de outro peptideo derivado da cupredoxina, mais especificamente substituido por
triptofano. Em outra configuragio especifica, pode ser substituido o residuo de glicina no
residuo aminoacido 63 da P. aeruginosa azurina (SEQ ID NO: 1), ou um residuo
equivalente de outro peptideo derivado da cupredoxina, mais especificamente substituido
por triptofano. Em outra configuragio especifica, pode ser substituido um ou mais residuo
de trebnina, glutamina ou glicinas nos residuos aminoéacidos 52, 57, 61 ou 63 da P.
aeruginosa azurina (SEQ ID NO: 1), ou um residuo equivalente de outro peptideo
derivado da cupredoxina, mais especificamente substituido por triptofano. Em

configuragdes especificas, o peptideo cupredoxina compreende uma das seguintes
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sequéncias, em que o aminoacido sublinhado é substituido pela sequéncia da
Pseudomonas aeruginosa azurina do tipo selvagem:

LSWAADMQGVVTDGMASGLDKDYLKPDD (SEQ ID NO: 34);

LSTAADMWGVVTDGMASGLDKDYLKPDD (SEQ ID NO: 35);

LSTAADMQGVVWDGMASGLDKDYLKPDD (SEQ ID NO: 36);

LSTAADMQGVVTDWMASGLDKDYLKPDD (SEQ ID NO: 37);

LSWAADMWGVVTDGMASGLDKDYLKPDD (SEQ ID NO: 38):

LSWAADMQGVVWDGMASGLDKDYLKPDD (SEQ ID NO: 39).

LSWAADMQGVVTDWMASGLDKDYLKPDD (SEQ ID NO: 40);

LSTAADMWGVVWDGMASGLDKDYLKPDD (SEQ ID NO: 41);

LSTAADMWGVVTDWMASGLDKDYLKPDD (SEQ ID NO: 42),

LSTAADMQGVVWDWMASGLDKDYLKPDD (SEQ ID NO: 43); ou

LSWAADMWGVVWDWMASGLDKDYLKPDD (SEQ ID NO: 44).

Em outras configuragdes, os aininoécidos equivalentes em outros peptideos
derivados da cupredoxina sdo substituidos por triptofano.

Outro método para estabilizar uma estrutura terciaria de a-hélice envolve o uso de
residuos aminoacidos ndo naturais capazes de empilhamento n. Por exemplo, em Andrews
and Tabor (Tetrahedron 55:11711-11743 (1999)), pares de residuos €-(3,5-dinitrobenzoil)-
Lys foram substituidos na regifo a-hélice de um peptideo em diferentes espagamentos. Os
resultados gerais mostraram que o espagamento i,(i+4) foi o arranjo estabilizador mais
eficaz. O aumento da porcentagem de agua, em até 90%, aumentou o teor helicoidal do
peptideo. Pares de residuos e-acil-Lys no mesmo espagamento 7,(i+4) ndo tiveram o

mesmo efeito estabilizador, indicando que a maior parte da estabilizagdo surge das
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intera¢des m-m. Em uma configuragdo, o peptideo derivado da cupredoxiﬁa pode ser
modificado, de maneira que os residuos de lisina sejam substituidos por residuos €-(3,5-
dinitrobenzoil)-Lys. Em uma configuragcdo especifica, os residuos .de lisina podem ser
substituidos por &-(3,5-dinitrobenzoil)-Lys em um espagamento i,(i+4).

Outro método para estabilizar uma estrutura terciaria de a-hélice usa as interagdes
eletrostaticas entre cadeias laterais na a-hélice. Quando pares de residuos His-Cys ou His-
His foram substituidos nos peptideos, em um arranjo i,(i+4), os peptideos mudaram de
cerca de 50% helicoidais para cerca de 90% helicoidais na adigéo de ions de Cu, Zn ou Cd.
Quando sais de ruténio (Ru) foram adicionados aos peptideos His-His, foi formado um
complexo de troca-inerte, um complexo macrociclico cis—[Ru-(NH3)4L2]3+, em que L, sdo as
cadeias laterais de duas histidinas, que melhoraram a estabilidade da hélice. Ghadiri and
Fernholz, J. Am. Chem. Soc. 112, 9633-9635 (1990). Em algumas configuragdes, os
peptideos derivados da cupredoxina podem compreender complexos cis-[Ru-(NH3)4L,]*
macrociclicos, em que L, sfo as cadeias laferais de duas histidinas. Em algumas
configuragBes, um ou mais pares de residuos histidina-cisteina ou histidina-histidina
podem ser substituidos em um arranjo i,(it4) nas a-hélices do peptideo derivado da
cupredoxina. Em outras configuragdes, um ou mais pares de residuos histidina-cisteina
ou histidina-histidina podem ser substituidos em um arranjo i,(i=4) nos residuos 53-56,
58-64 e 68-70 da P. aeruginosa azurina (SEQ ID NO: 1), ou residuos equivalentes de
outros peptideos derivados da cupredoxina. Em algumas configuragdes, o peptideo
derivado da cupredoxina pode ainda compreender ions de Cu, Zn, Cd e/ou Ru.

Outro método para estabilizar uma estrutura terciaria de a-hélice envolve a formago

de ligagdes de dissulfeto entre as cadeias laterais da o-hélice. E também possivel
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estabilizar estruturas helicoidais por meio de ligagSes covalentes formais entre residuos
separados na sequéncia do peptideo. O método natural comumente empregado € o uso de
ligagdes de dissulfeto. Pierret et al., Intl. J. Dept. Prot. Res., 46:471-479 (1995). Em
algumas configuragdes, um ou mais pares de residuos de cisteina séo substituidos nas a-
hélices do peptideo derivado da cupredoxina. Em outras configuragdes, um ou mais pares
de residuos s3o substituidos nos residuos 53-56, 58-64 e 68-70 da P. aeruginosa
azurina (SEQ ID NO: I), ou em residuos equivalentes de outros peptideos derivados da
cupredoxina.

Outro método para estabilizar uma estrutura terciaria de a-hélice é o método “all-
carbon cross-link”. O método “all-carbon cross-link” comprovadamente aumenta a
estabilizagdo da estrutura helicoidal, ¢ resistente & protease e a permeabilidade celular.
Walensky et al, Science, 305, 1466-1470 (2004). Aminoacidos nio naturais o-o-
dissubstituidos contendo cadeias portadoras de olefinas sfo incorporados aos peptideos.
A metatese da oleﬁna catalisada pelo ruténio gera um “grampo” hidrocarboneto para
ligar cruzado com a hélice. Schafmeister et al., J. A. Chem. Soc., 122, 5891-5892
(2000); Walensky et al., id.. Aminoacidos ndo naturais, contendo cadeias portadoras de
olefinas, podem ser sintetizadas de acordo com a metodologia fornecida em

Schafmeister et al. (id.) and Williams and Im (J. Am. Chem. Soc., 113:9276-9286
(1991)). Em algumas configuragdes. os peptideos derivados da cupredoxina sdo
estabilizados por grampos totais de hidrocarbonetos. Em configuragdes especificas, um
ou mais pares de aminoacidos nf3o naturais o-o-dissubstituidos contendo cadeias
portadoras de olefinas correspondendo aos aminoacidos nativos sdo substituidos nas a-

hélices do peptideo derivado da cupredoxina. Em outras configuragdes, um ou mais pares
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de aminoacidos ndo naturais a-a-dissubstituidos contendo cadeias portadoras de olefinas
correspondendo aos aminoacidos nativos sdo substituidos nos residuos 53-56, 58-64 e
68-70 da P. aeruginosa azurina (SEQ ID NO: 1), ou residuos equivalentes de outros
peptideos derivados da cupredoxina.

Em algumas configuragdes, o peptideo modificado derivado da cupredoxina pode
compreender X;SX;AADX;3XsXsVVXDX7XsASGLDKDYLKPDXy (SEQ ID NO:48),
em que X; é L ou acetilado-L, X § Tou W, X3é M,LouV, X4 € Qou W, Xs ¢ GouA,
Xcé TouW,X;¢G, TouW, XzgéM,LouV,e Xy éD ouamidado-D. Em outras
configuragdes, o peptideo modificado derivado da cupredoxina pode consistir em
X1SX,AADX:3 Xy XsVVXsDX7XsASGLDKDYLKPDX, (SEQ ID NO:48), em que X; € L
ou acetilado-L, Xo é Tou W, X3 é M, LouV, X4 QouW,Xsé GouA,XséTouW,
X76G, TouW,XséM,LouV,eXyéD ouamidado-D. Em outras configuragdes, o
peptideo modificado derivado da cupredoxina pode compreender
X1DPKLYDKDLGSAX2X3DX4VVX5X;X7DAAX3SXg (SEQ ID NO:49), em que X; ¢ D
ou acetilado-D, szé M,LouV,X;é€G, TouW,XséTouW, XséGouA, XséQou
W, X6 M,LouV, XgéTouWe Xy éL ouamidado-L. Em outras configuragdes, o
peptideo modificado derivado da cupredoxina pode consistir em
XiDPKLYDKDLGSAX,X3DX,VVXsXsX7DAAX3SXo (SEQ ID NO:49), em que X; é D
ou acetilado-D, X, é M,LouV, X3 G, TouW, X4 é TouW, Xs¢é GouA, X¢é Qou
W, XM, LouV,XzéTouWe XoéL ouamidado-L. Os peptideos especificos de
interesse estdo listados na Tabela 3.

PEGilac¢ao

A ligagdo covalente do PEG aos medicamentos de importancia terapéutica e

diagndstica prolongou a meia-vida plasmatica do medicamento in vivo, e/ou reduziu
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suas imunogenicidades e antigenicidades. Harris and Chess, Nature Reviews Drug
Discovery 2:214-221 (2003). Por exemplo, a ligagdo PEG melhorou as propriedades
farmacocinéticas de muitas proteinas terapéuticas, incluindo as interleucinas (Kaufman
at al., J. Biol. Chem. 263:15064 (1988): Tsutsumi at al_, J. Controlled Release 33:447
(1995)), inte'rferons (Kita et al, Drug Des. Delivery 6:157 (1990)), catalase
(Abuchowski et al., J. Biol. Chem. 252:3582 (1977)), super6xido dismutase (Beauchamp
et al., Anal. Biochem. 131:25 (1983)), e adenosina deanimase (Chen ef al., Biochem.
Biophys. Acta 660:293 (1981)), entre outros. O FDA aprovou o PEG para ser usado
como veiculo ou base em alimentos, cosméticos e produtos farmacéuticos, incluindo
formulagdes injetaveis, topicas, retais e nasais. O PEG mostra pequena toxicidade, sendo
eliminado do corpo intacto, seja pelos rins (para PEGs < 30 kDa) ou pelas fezes (para
PEGs > 20 kDa). O PEG ¢€ altamente soluvel em 4gua.

A PEGilagdo de um peptideo terapéutico pode ser usada para aumentar o tempo de
vida do peptideo na corrente sanguinea do paciente pela redugdo da ultrafiltrag@o renal, e
reduzindo assim a elimina¢fio do medicamento do corpo. O mascaramento da carga pode
afetar a permeagio renal. O mascaramento da carga pode ser uma conseqiiéncia da
modificagdo paramquimica do grupo funcional da proteina ionizével, isto €, das aminas
ou carboxilas. Em particular, os procedimentos mais comuns, para a produgdo de
derivados de proteina-PEG envolve a conversdo dos grupos amino protéicos em amidas,
com a consequente perda de cargas positivas, e isto pode alterar a ultrafiltragéo protéica.
Comovas macromoléculas anidnicas sfo limpas pela ultrafiltragdo renal mais lentamente
que as neutras ou positivas, pode-se esperar que a conjugacdo PEG aos grupos amino

prolongue a permanéncia do peptideo PEGilado na corrente sanguinea.
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A dimensdo molecular e a ultrafiltragio globular também podem afetar a
ultrafiltragio renal dos peptideos terapéuticos. O corte do peso molecular para a
eliminagdo renal das proteinas globulares nativas é considerado com sendo cerca de 70
kDa, que é préximo ao peso molecular da albumina sérica. Assim, as proteinas, com peso
molecular superior a 70 kDa sfo principalmente eliminadas do corpo por caminhos
diferentes da ultrafiltracdo renal, como pela via hepatica, digestdo proteolitica e
clearance pelo sistema imunolégico. Portanto, o aumento da dimensdo do peptideo
terapéutico por PEGilagdo pode reduzir a ultrafiltragdo renal daquela forma de peptideo
da corrente sanguinea do paciente.

Além disso, a PEGilagio de um peptideo terapéutico pode reduzir a
imunogenicidade daquele peptideo, assim como proteger o peptideo das enzimas
proteoliticas, das células fagocitéarias e de outros fatores que exigem o contato direto com
o peptideo terapéutico. A estrutura do tipo guarda-chuva do PEG ramificado, em
particular, da melhor protegdo que o PEG linear para a abordagem das enzimas
proteoliticas, anticorpos, células fagocitéarias, etc. Caliceti ant Veronese, Adv. Drug.
Deliv. Rev. 55:1261-12778 (2003).

Em algumas configura¢des, os peptideos derivados da cupredoxina sdo modificados
para terem uma ou mais moléculas PEG ligadas de forma covalente a uma molécula de
cisteina. Uma ligagdo covalente ndo precisa, necessariamente ser uma ligagdo covalente
diretamente de uma molécula PEG no peptideo derivado da cupredoxina, mas pode ser
ligada de forma covalente a uma ou mais moléculas de ligagdo que, por sua vez séo ligadas
de forma covalente entre si e/ou ao peptideo derivado da cupredoxina. Em algumas
configuragdes, o peptideo derivado da cupredoxina tem um local especifico de PEGilagéo.

Em configuragdes especificas, a(s) molécula(s) PEG podem estar ligadas de forma
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covalente aos residuos de cisteina 3, 26 e/ou 112 da P. aeruginosa azurina (SEQ ID NO:
1). Em outras configuragdes, um ou mais residuos de cisteina podem ser substituidos no
peptideo derivado da cupredoxina sendo PEGilado. Em algumas configuragdes, o método
para PEGilar o peptideo derivado da cupredoxina pode ser NHS, animagdo redutora,
malimidico ou epoxidico, entre outros. Em outras configuragdes, os peptideos derivados da
cupredoxina podem ser PEGilados em uma ou mais lisina, cisteina, histidina, arginina,
4cido aspartico, acido glutdmico, serina, treonina, ou tirosina, ou no grupo amino N-
terminal ou no acido carboxilico C-terminal. Em configuragdes mais especificas, os
peptideos derivados da cupredoxina podem ser PEGilados em um ou mais grupos de
lisinas ou amino N-terminais. Em outras configuragdes, um ou mais residuos de lisina,
cisteina, histidina, arginina, acido aspartico, acido glutdmico, serina, treonina, ou tirosina
sdo substituidos nos peptideos derivados da cupredoxina e sdo PEGilados. Em outras
configuragdes, os peptideos derivados da cupredoxina podem ser PEGilados em um ou
mais grupos amino. Em outras conﬁgﬁrag:c")es, os peptideos derivados da cupredoxina
podem ser PEGiiados de forma randdmica, sem local especifico. Em algumas
configuragdes, os peptideos derivados da cupredoxina podem ter um peso molecular de
polimeros PEG-baseados de cerca de 200 daltons a cerca de 100.000 daltons, cerca de
2.000 daltons a cerca de 20.000 daltons, ou cerca de 2.000 daltons a cerca de 5.000 daltons.
Em outras configuragdes, os peptideos derivados da cupredoxina podem ser
compreendidos em uma ou mais moléculas PEG ramificadas, especificamente uma
molécﬁla PEG ramificada cerca de 50 kDa. Em outras configuragdes, os peptideos
derivados da cupredoxina podem compreender uma ou mais moléculas PEG lineares,
especificamente a molécula PEG linear com cerca de 5 kDa.

Cupredoxinas
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As cupredoxinas s3o pequenas proteinas contendo cobre azul, dotadas de
propriedades de transferéncia de elétrons (10-20 kDa) e que participam nas, por exemplo,
cadeias redox bacterianas ou fotossintese. O fon de cobre é ligado exclusivamente pela
matriz protéica. Uma disposigdo especial planar triangular destorcida de dois ligandos de
histidina e um cisteinato a volta do cobre da origem a propriedades eletr6nicas muito
peculiares do local do metal e da intensa cor azul. Algumas cupredoxinas foram
caracterizadas cristalograficamente em resolugdo média a alta. As cupredoxinas incluem as
azurinas, plastocianinas, rusticianinas, pseudoazurinas, auracianinas e proteinas do tipo
azurina. Como usado na presente, o termo "cupredoxina” inclui a forma de proteina sem a
presenga do atomo de cobre, assim como a da proteina contendo cobre.

Azurinas

As azurinas sdo proteinas que contém cobre de 128 residuos aminoécidos e que
pertencem a familia das cupredoxinas envolvidas na transferéncia de elétrons nas plantas
e em determinadas bactérias. As azurinas incluem as da P. aeruginosa (SEQ ID NO:
1)("wt-azurin"), A. xylosoxidans e A. denitrificans. Murphy et al., J. Mol. Biol.
315:859-871 (2002). Apesar de a homologia sequencial entre as azurinas variar entre 60-
90%, a homologia estrutural entre essas moléculas ¢ alta. Todas as azurinas t€m uma
caracteristica S-sandwich com uma figura chave grega e um unico atomo de cobre
sempre localizado na mesma regido da proteina. Além disso, as azurinas possuem um
patch hidrofébico essencialmente neutro envolvendo o local do cobre. /d.

Plastocianinas

As plastocianinas s3o cupredoxinas encontradas nas plantas e cianobactérias
eucaridticas. Contém uma molécula de cobre por molécula e sdo azuis na forma oxidada.

Ocorrem no cloroplasto, em que funcionam como portadores eletrOnicos. Desde a
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determinagdo da estrutura da plastocianina poplar em 1978, foi determinada a estrutura das
plastocianinas algal (Scenedesmus, Enteromorpha, Chlamydomonas) e plantas (feijao
francés) seja por métodos cristalograficos ou NMR, e a estrutura poplar foi refinada até
resolugdo de 1,33 A. A SEQ ID NO: 2 mostra a sequéncia aminoécida da plastocianina da
cianobactéria Phormidium laminosum.

Apesar da divergéncia sequencial entre as plastocianinas das algas e plantas
vasculares (ex., 62% da identidade sequencial entre a Chlamydomonas e proteinas
poplares), sdo conservadas as estruturas tridimensionais (ex., desvio de 0,76 A rms nas
posi¢gdes C alfa entre as proteinas Chlamydomonas e Poplar). As caracteristicas
estruturais incluem um local de ligagdo de cobre tetraédrico distorcido em uma
extremidade de um cilindro beta antiparalelo de oito fitas, um patch pronunciadamente
negativo e uma superficie plana hidrofébica. O local de cobre € otimizado por sua fungéo
de transferéncia eletronica e os patches negativos e hidrofébicos devem estar envolvidos
no reconhecimento dos parceiros de rea@ﬁo fisiologica. Os experimentos de modificagdo
quimica, de ligac;éo cruzada e de mutagénese direcionada ao local confirmaram a
importancia dos patches negativos e hidrofobicos nas interagSes de ligagdo com o
citocromo f e validaram o modelo dos dois caminhos de transferéncia eletrOnica
funcionalmente significativos na plastocianina. Um suposto caminho de transferéncia
eletrdnica ¢ relativamente curto (aproximadamente 4 A) e envolve o ligando de cobre
exposto ao solvente His-87 no patch hidrofobico, enquanto o outro € mais comprido
(aproximadamente 12-15 A) e envolve o residuo quase conservado Tyr-83 no patch
negativo. Redinbo et al., J. Bioenerg. Biomembr. 26(1):49-66 (1994).

Rusticianinas

As rusticianinas s3o polipeptideos de cadeia simples contendo cobre azul obtido de
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um tiobacilo. Foi determinada a estrutura cristalina aos raios-X da forma oxidada da
rusticianina cupredoxina altamente oxidante e extremamente estdvel do Thiobacillus
ferrooxidans (SEQ ID NO: 3) por difragdo andmala de multiplos comprimentos de onda
e refinada até a resolugdo de 1,9 A. As rusticianinas sdo compostas de uma dobra de
nicleo beta-sanduiche composta de uma B-sheet de seis € uma de sete fitas. Como nas
outras cupredoxinas, o fon de cobre é coordenado por um aglomerado de quatro residuos
conservados (His 85, Cys138, His143, Met148) dispostos em um tetraedro distorcido.
Walter et al., J. Mol. Biol. 263:730-51 (1996).

Auracianinas

Foram isoladas trés pequenas proteinas de cobre azul, denominadas auracianina A,
auracianina B 1 e auracianina B-2 da bactéria fotossintética filamentosa verde termofilica
Chloroflexus aurantiacus. As duas formas B tém propriedades quase idénticas entre si,
mas sdo distintas da forma A. A eletroforese do gel sédio dodecil sulfato-poliacrilamida
demonstra massas moleculares monoméficas aparentes como 14 (A), 18 (B-2) e 22 (B-1)
kDa.

Foi determinada a sequéncia aminoadcida da auracianina A € mostrou que a
auracianina é um polipeptideo com 139 residuos. Van Dreissche et al, Protein Science
8:947-957 (1999). O His58, Cysl 123, His 128 e Metl32 sfo espagados de forma
esperada se forem ligandos de metalconservados evolucionariamente como nas
conhecidas pequenas proteinas de cobre plastocianina e azurina. A previsdo da estrutura
secundéria também indica que a auracianina tem uma estrutura geral de cilindro beta
similar & da azurina da Pseudomonas aeruginosa e da plastocianina das folhas poplares.
Entretanto, a auracianina parece ter caracteristicas sequenciais de ambas as pequenas

classes seqiienciais de proteinas de cobre. A similaridade geral com a sequéncia de
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consenso da azurina é aproximadamente a mesma da sequéncia de consenso da
plastocianina, isto ¢, 30,5%. A regido da sequéncia N-terminal 1-18 da auracianina €
marcadamente rica em glicina e aminoacidos hidroxilicos. Ver sequéncia aminoacida
exemplar SEQ ID NO: 10 da cadeia A da auracianina de Chloroflexus aurantiacus (NCBI
Protein Data Bank Accession No. AAM12874). A molécula auracianina B tem uma dobra
cupredoxina padrio. Foi estudada a estrutura cristalina da auracianina B da Chloroflexus
aurantiacus. Bond et al., J. Mol. Biol. 306:47-67 (2001). Com exceg¢do de uma outra fita
N-terminal, a molécula é muito similar & da cupredoxina bacteriana, a azurina. Como em
outras cupredoxinas, um dos ligandos de Cu se situa na fita 4 do polipeptideo, e as outras
trés se situém ao longo de um grande loop entre as fitas 7 ¢ 8. A geometria do local Cu ¢
discutida com referéncia ao espagamento aminoacido entre os ultimos trés ligandos. O
dominio de ligagdo de cobre caracterizado cristalograficamente da auracianina B ¢
provavelmente ligado ao lado periplasmico da membrana citopldsmica por uma cauda N-
terminal que demonstra significativa identidade sequencial com conhecidas cadeias de
vérias outras proteinas de transferéncia eletrOnica associadas a membranas. As sequéncias
aminoécidas das formas B estdo apresentadas em McManus et al. (J Biol Chem. 267:6531-
6540 (1992)). Ver sequéncia aminoicida exemplar SEQ ID NO: 11 da cadeia A da
auracianina B de Chloroflexus aurantiacus (NCBI Protein Data Bank Accession No.
1QHQA).

Pseudoazurinas

As pseudoazurinas sdo uma familia de polipeptideos de cadeia simples contendo
cobre azul. A sequéncia aminodcida da pseudoazurina obtida da Achromobacter
cycloclastes estd mostrada na SEQ ID NO: 4. A andlise da estrutura de raios-X da

pseudoazurina mostra que tem uma estrutura similar a das azurinas, apesar de existir uma
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homologia de baixa sequéncia entre essas proteinas. Existem duas diferengas principais
entre a estrutura geral das pseudoazurinas e das azurinas. Existe uma extensdo terminal
carboxilica nas pseudoazurinas, relativa as azurinas, que consiste de duas alfa-hélices. Na
regido intermedidria do peptideo as azurinas contém um loop prolongado, encurtado nas
pseudoazurinas, que forma um flap contendo uma a-hélice curta. As principais grandes
diferengas no local do 4tomo de carbono s3o as conformagdes da cadeia lateral MET ¢ o
comprimento da ligagdo de cobre Met-S, que ¢ significativamente mais curta na
pseudoazurina que na azurina .

O's peptideos modificados derivados da cupredoxina podem ser sintetizados por
meio de técnicas padrfio. As variantes sdo sequéncias aminodcidas formadas a partir de
compostos nativos, seja diretamente ou por modificagdo ou substitui¢do parcial. Podem ser
introduzidas alAterag:E')es em um peptideo derivado da cupredoxina que levam altera¢Ges nas
sequéncias aminoacidas do peptideo derivado da cupredoxina que anulam as atividade(s)
farmacblégica(s) da cupredoxina. Um fesiduo amino4cido "ndo essencial" é um residuo
que pode ser alterado a partir da sequéncia do peptideo derivado da cupredoxina sem
anular sua atividade farmacolégica considerando que, um residuo aminoacido
"essencial”", é necessario para tal atividade farmacolégica. Os aminoacidos em que
substituigdes "conservadoras" podem ser feitas sdo bem conhecidos na técnica. Estéo
mostradas na Tabela 1 substituigdes conservadoras uteis, "Substitui¢des preferidas.”
Substitui¢des conservadoras em que um aminodcido de uma classe € substituido por
outro aminoicido da mesma classe estdo dentro do escopo da inveng¢do, enquanto a
substituigdo ndo anule a desejada atividade farmacolégica do peptideo derivado da
cupredoxina. Essas trocas que resultam em atividade farmacoldgica derivada da

cupredoxina alterada sdo contempladas como parte da invengdo, enquanto esta atividade
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farmacologica seja apreciivel. Em algumas configurag3es, a atividade farmacoldgica do
peptideo derivado da cupredoxina é menor que cerca de 5%, menor que cerca de 10%,
menor que cerca de 25% e menor que cerca de 50% da atividade especifica da
cupredoxina do tipo selvagem de onde derivou. Sera apreciado que podera ser tolerada
alguma perda da atividade especifica do peptideo derivado da cupredoxina se estiver
deslocado por outras qualidades aperfeigoadas do peptideo derivado da cupredoxina,

como maior meia-vida plasmética ou reduzida imunogenicidade.
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Tabela 1 Substitui¢cdes preferidas

Residuo original

Substituicdes exemplares

Substituicoes preferidas

Ala (A)
Arg (R)
Asn (N)
Asp (D)
Cys (C)
Gln (Q)
Glu (E)
Gly (G)
His (H)

Ile (D

Leu (L)
Lys (K)
Met (M)
Phe (F)
Pro (P)
Ser (S)
Thr (T)
Trp (W)
Tyr (Y)

Val (V)

Substituigdes "ndo conservadoras" que afetam (1) a estrutura do backbone. do
polipeptideo, como uma conformagdo [-sheet ou o-helicoidal, (2) a carga, (3) a
hidrofobicidade ou (4) o volume da cadeia lateral podem modificar a atividade farmacolégica de um

peptideo derivado da cupredoxina. Os residuos sdo divididos em grupos baseados em propriedades

Val, Leu, Ile
Lys, Gln, Asn
Gln, His, Lys, Arg
Glu
Ser
Asn
Asp
Pro, Ala
Asn, Gln, Lys, Arg
Leu, Val, Met, Ala, Phe
Norleucina
Norleucina, Ile, Val, Met,
Ala,
Phe
Arg, Gln, Asn
Leu, Phe, Ile
Leu, Val, Ile, Ala, Tyr
Ala
Thr
Ser
Tyr, Phe
Trp, Phe, Thr, Ser
Ile, Leu, Met, Phe, Ala
Norleucina

Val
Lys
Giln
Glu
Ser
Asn
Asp
Ala
Arg

Leu

Ile
Arg
Leu
Leu
Ala
Thr
Ser
Tyr
Phe

Leu
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comuns das cadeias laterais como indicado na Tabela 2. As substitui¢gdes ndo conservadoras
exigem a troca de um membro de uma dessas classes por outra classe.

As substitui¢des nfio conservadoras em que um aminoicido de uma classe ¢
substituido por outro aminoécido de uma classe diferente estdo dentro do escopo da invengéo,
enquanto a substituigio ndo anule a atividade farmacolégica do peptideo derivado da
cupredoxina. Essas trocas que resultam na atividade alterada do peptideo derivado da
cupredoxina s3o contempladas como parte da invengdo, enquanto tal atividade
farmacolégica for apreciavel.

Tabela 2 Classes de aminoacidos

Classe Aminoéacidos
Norleucina, Met, Ala, Val, Leu
hidrofobica
Ile
Hidrofilica neutra Cys, Ser, Thr
acidica Asp, Glu
basica Asn, Gln, His, Lys, Arg
cadeia rompida
Gly, Pro
conformagdo
aromatico Trp, Tyr, Phe

Podem ser feitas modificagdes no peptideo derivado da cupredoxina usando os
métodos conhecidos na técnica como a mutagénese mediada por oligonucleotideos
(direcionada ao local), varredura de alanina e mutagénese PCR. Mutagénese dirigida ao
local (Carter, Biochem J. 237:1-7 (1986); Zoller and Smith, Methods Enzymol. 154:329-
50 (1987)), mutagénese de cassette, mutagénese de selegdo restrita (Wells et al., Gene
34:315-23 (1985)) ou outras técnicas conhecidas podem ser realizadas no DNA clonado
para a produggo de um peptideo derivado da cupredoxina que codifica um é4cido nucléico
variante. Além disso, os nucleotideos que codificam um peptideo derivado da
cupredoxina que é um equivalente estrutural de uma cupredoxina podem ser sintetizados

por métodos bem conhecidos na técnica. Além disso, as moléculas protéicas que sdo
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peptideos modificados derivados da cupredoxina, podem ser sintetizadas por métodos
bem conhecidos na técnica.

Codificaciao de Acidos Nucléicos para o Dominio de Entrada de Cupredoxina e
Complexo de um Dominio de Entrada de Cupredoxina Ligado a um Composto de
Carga

Em outro aspecto, a presente invengdo prové uma molécula de acido nucléico que
codifica um peptideo modificado derivado da cupredoxina da invengédo. Esta molécula de
4cido nucléico pode ser preparada por uma combina¢do de conhecidas técnicas do
assunto. Por exemplo, sequéncias de 4cido nucléico do peptideo modificado derivado da
cupredoxina podem ser individualmente preparadas por sintese quimica ou clonagem.

Composi¢des Farmacéuticas Contendo Peptideos Modificados Derivados da
Cupredoxina

Composi¢des farmacéuticas contendo um peptideo modificado derivado da
cupredoxina podem ser fabricadas por Qualquer forma convencional, €x., por processos
de mistura convenéional, dissolugdo, granulagdo, fabricagdo de drageas, emulsificagdo,
encapsulagdo, apresamento ou liofilizagdo. O peptideo modificado derivado da
cupredoxina pode ser prontamente combinado com um veiculo farmaceuticamente
aceitavel bem conhecido na técnica. Esses veiculos permitem que a preparagio seja
formulada como comprimidos, pilulas, drageas, capsulas, liquidos, géis, xaropes, massa
semifluida, suspensdo e similares. Os excipientes adequados também podem incluir, por
exemplo, fillers e preparagdes de celulose. Outros excipientes podem incluir, por
exemplo, agentes de condimentos, agentes colorantes, antiaderentes, espessantes e
demais aditivos aceitaveis, adjuvantes ou ligantes.

Essas composi¢des podem ser usadas, por exemplo, no tratamento ou no
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diagnostico do cancer, tratamento da angiogénese inadequada, infecgdo pelo HIV e/ou
maléria e no tratamento de condi¢des relacionadas com a sinalizagdo da efrina. As
composigdes podem ser administradas em quantidade suficiente para evitar ou tratar a
condi¢do com a qual o paciente estiver sofrendo. Normalmente, o organismo paciente €
um mamifero, como um humano ou animal.

Administracio de Composicdes Contendo um Dominio de Entrada de
Cupredoxina

As composi¢des que contém um peptideo modificado derivado da cupredoxina
podem ser administradas por qualquer via adequada, por exemplo, oral, bucal, inalagdo,
sublingual, retal, vaginal, transuretral, nasal, topica, percutinea, isto €, transdérmica ou
parenteral (incluindo administragdo intravenosa, intramuscular, subcutinea e
intracoronariana). Suas composigdes e formulagdes farmacéuticas podem ser administradas
em qualquer .quantidade eficaz para a obtengdo do objetivo pretendido. Quando
administrada para tratar um paciente‘ sofrendo de uma condi¢do, a composigdo €
administrada em quantidade terapeuticamente eficaz. Uma “quantidade terapeuticamente
eficaz” é uma quantidade eficaz para evitar o desenvolvimento, ou para aliviar os
sintomas existentes do individuo sendo tratado. A determinagdo de uma quantidade
terapeuticamente eficaz estd bem presente na capacidade dos técnicos do assunto.

Em véarias configuragdes, a composi¢do inclui veiculos e excipientes (incluindo,
sem limita¢Ges, tampdes, carboidratos, manitol, proteinas, polipeptideos ou aminoacidos
como a glicina, antioxidantes, bacteriostatos, agentes de quelagdo, agentes de suspens@o,
agentes espessantes e/ou preservativos), agua, 6leos, solugdes salinas, solugdes aquosas
de dextrose e de glicerol, outras substancias auxiliares farmaceuticamente aceitaveis

como necessario para as condigdes farmacolégicas aproximadas, como os agentes
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tampdo, agentes de ajustamento de tonicidade, agentes umectantes e similares. Sera
reconhecido que, como qualquer veiculo adequado conhecido pelos técnicos no assunto
pode ser empregado para administrar as composi¢des da presente invengdo, o tipo de
veiculo variaré dependendo do modo de administragdo. Os compostos também podem ser
encapsulados dentro de lipossomos usando uma tecnologia bem conhecida. Também
podem ser empregadas microesferas biodegradaveis como veiculos das composigdes da
presente invengdo. Microesferas biodegradaveis adequadas sdo mostradas, por exemplo,
nas Patentes norte-americanas Nos. 4.897.268, 5.075.109, 5.928.647, 5.811.128,
5.820.883, 5.853.763, 5.814.344 e 5.942.252. "Compostos” como usado na presente,
incluem os peptideos, sequéncias aminoacidas, compostos de carga e complexos da
presente invengdo. As composi¢des da invengdo podem ser esterilizadas por técnicas de
esterilizagdo convencionais e bem conhecidas, ou podem ser filtradas. As solugSes
aquosas resultantes podem ser embaladas para uso no estado, ou liofilizadas, sendo a
preparagdo liofilizada combinada com uma solugdo estéril antes da administragdo.

As composi¢des da invengdo podem ser administradas de vdarias maneiras,
incluindo por injegdo (ex., intradérmicas, subcutineas, intramusculares, intraperitoneais e
similares), por inalagio, por administragdo topica, supositorio, usando um patch
transdérmico ou pela boca.

Quando a administragdo € feita por inje¢do, a composi¢do pode ser formulada em
solugdes aquosas, de preferéncia em tampdes fisiologicamente compativeis como solugdo
de Hanks solugdo de Ringer ou tamp&o fisiologico salino. A solugdo pode conter agentes
formuladores como agentes de suspensdo, estabilizadores e/ou de dispersdo. De maneira
alternativa a composi¢do pode ser sob a forma de p6 para ser constituida com veiculo

adequado, por exemplo, em 4gua estéril isenta de pirogénios antes do uso.
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Quando a administrag8o ¢ feita por inalagdo, a composigdo pode ser aplicada sob a
forma de spray aerossol por recipientes pressurizados ou por um nebulizador, utilizando
um propelente adequado, por ex., diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diéxido de
carbono ou outro gas adequado. No caso de um aerossol pressurizado, a unidade de
dosagem pode ser determinada com uma valvula para aplicar a quantidade medida.
Podem ser formuladas capsulas e cartuchos, por ex., de gelatina para uso em inalador ou
insuflador contendo uma mistura de p6 das proteinas a e uma base adequada de p6 como
lactose ou amido.

Quando a administragdo for tépica, a composigdo pode ser formulada como
solugBes, géis, unguentos, cremes, suspensdes € similares como bem conhecidos na
técnica. Em algumas configuragdes, a administragdo € feita por meio de um patch
transdérmico. Quando a administragdo for por meio de supositério (ex., retal ou vaginal),
a composi¢io também pode ser formulada em composi¢des contendo as bases
convencionais de supositorios. Quandd a administragio é oral, a composi¢do pode ser
prontamente formulada em combinagdo com veiculos farmaceuticamente aceitaveis bem
conhecidos na técnica. Podem ser empregados veiculos s6lidos, como o manitol, lactose,
estearato de magnésio e similares; esses veiculos permitem que a quimiotaxina seja
formulada em comprimidos, pilulas, drageas, cépsulas, liquidos, géis, xaropes, massa
semifluida, suspensdo e similares, para ingestdio oral pelo individuo sendo tratado. Nas
formulagbes sélidas orais como, por gxemplo, pos, capsulas e comprimidos, 0s
excipientes adequados incluem fillers como agucares, preparagoes celulésicas, agentes de
granulagio e agentes ligantes.

Outros veiculos convenientes, como bem conhecidos na técnica, também incluem

veiculos multivalentes, como polissacarideo capsular bacteriano, um dextrano ou a um
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vetor geneticamente fabricado. Além disso, as formulag3es de liberagdo sustentada que
incluem a composigdo permitem a liberagio da composi¢do em extensos periodos de
tempo, de maneira que a composigdo da formulagdo de liberacdo sustentada seria
removida e/ou degradada do sistema do individuo, por exemplo, por proteases € hidrolise
simples antes de atingir ou ampliar o efeito terapéutico.

A formulagio exata, a via de administragdo e a dosagem sdo normalmente
determinadas pelo médico encarregado de acordo com as condi¢des do paciente. A
dosagem e o intervalo podem ser individualmente ajustados para proporcionar os niveis
plasmaticos do complexo que sejam suficientes para manter O efeito terapéutico. Em
geral, a composi¢do desejada é administrada em uma mistura com um veiculo
farmacéutico selecionado com relagdo a via pretendida de administragdo e a pratica
farmacéutica padréo.

E claro ‘que a dosagem adequada devera variar dependendo, por exemplo, do
composto empregado que contém 0 dominio de entrada da cupredoxina, do hospedeiro, do
modo de administragdo e da natureza e da severidade das condigSes sendo tratadas ou
diagnosticadas. Entretanto, em uma configuragdo dos métodos da presente invencgdo,
resultados satisfatorios de tratamento em humanos s3o indicados em doses didrias de cerca
de 0,001 a cerca de 20 mg/kg de peso corporal, do composto que contém o peptideo
modificado derivado da cupredoxina. Em uma configuragéo ,uma dosagem didria indicada
para o tratamento em humanos pode estar na faixa de cerca de 0,7 mg a cerca de 1400 mg
de um composto contendo o peptideo modificado derivado da cupredoxina
convenientemente administrado, por exemplo, em doses diarias, doses semanais, doses
mensais e/ou dosagem continua. As doses diarias podem ser em dosagens discretas, de 1 a

12 vezes ao dia. De maneira alternativa, as doses podem ser administradas em dias
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alternados, a cada trés dias, a cada quatro dias, a cada cinco dias, a cada seis dias, a cada
semana e, de maneira similar, em incrementos diarios de até 31 dias. A dosagem pode ser
continua, intermitente ou em dose tnica, usando qualquer forma farmacéutica aplicavel,
incluindo comprimidos, patches, administragdo i.v e similares. Mais especificamente, a
composigdo é administrada em uma quantidade terapeuticamente eficaz. Em configuragdes
especificas, a quantidade terapeuticamente eficaz é de cerca de 0,01-20 mg/kg de peso
corporal. Em configuragdes especificas, o nivel de dose é cerca de 10 mg/kg/dia, cerca de
15 mg/kg/dia, cerca de 20 mg/k/dia, cerca de 25 mg/kg/ dia, cerca de 30 mg/kg/dia, cerca
de 35 mg/kg/dia, cerca de 40 mkg/dia, cerca de 45 mg/kg/dia ou cerca de 50 mg/kg/dia.

O método para a introdugdo de componentes contendo o peptideo modificado
derivado da cupredoxina a pacientes, em algumas configuragdes, uma coadministrag¢do
com outros medicamentos conhecidos no tratamento da condigdo. Esses métodos sdo
bem conhecicios na técnica. Em uma configuragio especifica, os compostos contendo o
peptideo modificado derivado da cupredoxina sdo parte de um cocktail ou codosagem ou
com outros medicamentos para o tratamento do céncer, HIV, maldria, angiogénese
inadequada e condi¢des relacionadas com a sinalizagdo de efrina. S&o conhecidos muitos
compostos pelos técnicos no assunto e sio fornecidos pelos pedidos de patente que foram
expressamente incorporados por referéncia.

Podem ser inseridas moléculas de acido nucléico que codifica um peptideo derivado
da cupredoxina e um composto de carga nos vetores € sendo usados como vetores de
terapié genética. Os vetores de terapia genética podem ser administrados a um individuo,
por exemplo, por meio de injegd@o intravenosa, por administragdo local (Nabel et al., U.S.
Patent No. 5328,470), ou por injegdo estereotatica (Chen et al., Proc Natl Acad Sci USA

91:3054-3057 (1994)). A preparagdo farmacéutica de um vetor de terapia genética pode
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incluir um diluente aceitavel ou pode compreender uma matriz de liberagdo lenta em que o
veiculo de administragdo genética esta integrado. De maneira alternativa, quando o vetor
complete de administragdo genética puder ser produzido intacto a partir de células
recombinantes, por exemplo, de vetores retrovirais, a preparagdo farmacéutica pode incluir
uma ou mais células que produzem o sistema de administragdo genética.

Em um aspecto, a composigdo é administrada como DNA, de maneira que o
complexo seja gerado in situ. Em uma configuragdo, o DNA estd "nu," como descrito, por
exemplo, em Ulmer e al., Science 259:1745-1749 (1993) e revisado por Cohen, Science
259 1691-1692 (1993). A captagdo do DNA nu pode ser aumentada revestindo o DNA
sobre um veiculo, por exemplo, uma conta biodegradavel, que ¢ transportada de forma
eficiente para as células. Nesses métodos, o DNA pode estar presente dentro de qualquer
variedade de sistemas de administragdo conhecidos pelos técnicos comuns no assunto,
incluindo sistemas de expressio de 4cidos nucléicos, sistemas de expressdo bacteriana e
viral. As técnicas, para a incorporagdo do DNA, nesses sistemas de expressdo sdo bem
conhecidos pelos técnicos comuns no assunto. Ver, por exemplo, W090/11092,
W093/24640, WO 93/17706 e Patente norte-americana n°® 5.736.524.

Os vetores, usados para a condugdo do material genético de organismo para
organismo, podem ser divididos em duas classes gerais: Os vetores de clonagem s&do
plasmideos ou fagos de replicagdo com regides ndo essenciais para a propagagdo em uma
célula hospedeira adequada e na qual possa ser inserido DNA estranho; o DNA estranho
¢ replicado e propagado como se fosse uma ‘componente do vetor. E usado um vetor de
expressio (como um plasmideo, levedo ou genoma viral animal) para introduzir material
genético estranho em uma célula ou tecido hospedeiro para transcrever e transladar o

DNA estranho, como o DNA da composi¢do. Em vetores de expressdo, o DNA
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introduzido ¢ ligado operacionalmente a elementos como promotores que sinalizam para a
célula hospedeira para transcrever o DNA inserido. Alguns promotores sdo
excepcionalmente tteis, como promotores indutiveis que controlam a transcrigdo
genética em resposta a fatores especificos. A ligagdo operacional de um polinucleotideo
da composigdo a um promotor indutivel pode controlar a expressao de um peptideo
derivado da cupredoxina da invengdo. Os exemplos de promotores indutiveis classicos
incluem aqueles que sdo responsivos ao interferon alfa, ao choque térmico, a ions
metélicos pesados e esterdides como os glucocorticdides (Kaufman. Methods Enzymol.
185:487-511 (1990)) e a tetraciclina. Outros promotores indutiveis desejaveis incluem
aqueles que ndo s3o enddgenos para as células em que a construgio esta sendo introduzida,
mas que sdo responsivos naquelas células quando o agente de indugdo ¢ fornecido
exogenamente. Em geral, vetores uteis de expressdo sdo geralmente plasmideos.
Entretanto, sdo contempladas outras formas de vetores de expressdo, como vetores virais
(ex., retrovirus de replicagdo defeituosa,A adenovirus e virus adenoassociados).

A escolha do vetor é ditada pelo organismo ou pelas células usadas e pelo destino
desejado do vetor. Em geral, os vetores compreendem sequéncias de sinais, origens de
replicagdo, genes marcadores, elementos ampliadores, promotores, e sequéncias de
término de transcrig#o.

Kits Compreendendo um Peptideo Modificado Derivado da Cupredoxina

Em outro aspecto, a invengdo prové kits contendo um ou mais dos seguintes itens
em pécote ou recipiente: (1) um reagente' que compreende um peptideo modificado
derivado da cupredoxina; (2) um reagente contendo um adjuvante ou excipiente
farmaceuticamente aceitavel; (3) um veiculo para administragdo, como uma seringa; e (4)

instrugdes para a administragdo. Também sdo contempladas as configuragdes em que dois
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ou mais componentes (1) - (4) sdo encontrados no mesmo recipiente.

Quando ¢ fornecido um Kit, os diferentes componentes da composi¢do podem ser
embalados em recipientes separados e misturados imediatamente antes do uso. Essas
embalagens separadas dos componentes podem permitir a armazenagem de longo prazo
sem a perda das fungdes dos componentes ativos.

Os reagentes incluidos no kit podem ser fornecidos em recipientes de qualquer tipo,
de maneira que a vida dos diferentes componentes seja preservada e ndo sejam adsorvidos
ou alterados pelos materiais do recipiente. Por exemplo, ampolas de vidro vedadas
podem conter polipeptideos ou polinucleotideos liofilizados, ou tampdes que forem
embalados em atmosfera de géas neutro e ndo reativo, como o nitrogénio. As ampolas
podem ser fabricadas com qualquer material adequado, como vidro, polimeros orgénicos,
como o policarbonato, poliestireno etc., cerdmica, metal ou qualquer outro material
comumente empregado para conter reagentes similares. Outros exemplos de recipientes
adequados incluem garrafas simples qhe podem ser fabricadas a partir de substancias
similares, como ampolas e envelopes que podem compreender interiores revestidos por
folhas, como de aluminio ou de uma liga. Outros recipientes incluem tubos de testes,
frascos, garrafinhas, garrafas, seringas ou similares. Os recipientes podem ter uma porta
estéril de acesso, como uma garrafa tendo um bujdo que possa ser perfurado por uma
agulha hipodérmica. Outros recipientes podem ter dois compartimentos separados por
uma membrana facilmente removivel que, com sua remogdo, permita que OS
compbnentes sejam misturados. As membranas removiveis podem ser de vidro, plastico,
borracha etc. Os kits também podem ser fornecidos com materiais de instrugdo. As
instrugdes podem ser impressas em papel ou em qualquer outro substrato, e/ou podem ser

fornecidas como um meio de leitura eletrénica, como um disquete, CD-ROM, DVD-
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ROM, disco Zip, videotape, audiotape, dispositivo pendrive etc. As instrugGes detalhadas
podem ndo estar fisicamente associadas ao kit; ao invés disso, o usudrio pode ser
direcionado para um site da internet especificado pelo fabricante ou distribuidor do kit ou
fornecido como correio eletrdnico.

Uma maior compreensdo da presente inveng@o pode ser obtida por referéncia por
meio dos seguintes exemplos especificos. Os Exemplos sdo descritos unicamente com
objetivos de ilustragdo e ndo se destinam a limitar o escopo da invengdo. S&o
contempladas alteragdes na forma e substitui¢do de equivalentes, como as circunstincias
podem sugerir ou tornarem apropriado. Apesar de terem sido empregados termos
especificos na presente, esses termos sdo destinados a um sentido descritivo e ndo com
objetivos de limitagdes. Podem ser feitas modificagSes e variagdes da invengdo como
mencionadas anteriormente sem abandonar seu espirito e escopo ¢, portanto, sdo
impostas somente as limitagdes indicadas pelas configuragdes anexas.

EXEMPLOS

Exemplo 1 — Modelo de tumor xenotransplantado in vivo e experimentos de
trafego

Foram feitos estudos por imagens em camundongos atimicos com xenoenxertos
Mel-2 para determinar a distribuigéo de pl8 (SEQ ID NO: 14) no corpo do camundongo
com o passar do tempo. Camundongos nus fémeas receberam injegdes subcutaneas de 1 x
10° células UISO-Mel-2 no flanco. Quando os tumores cresceram até o tamanho de 0,5
mm (em uma das trés medidas no didmetro), os estudos foram iniciados com pl8
marcado. Para marcar o pl8, este foi incubado com Corante Infra-vermelho IRDye®

800CW NHS Ester (LI-COR Biosciences, Lincoln, Nebraska) por 2 horas a 4°C com
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agitacdo continua. O peptideo marcado foi separado do corante ndo ligado por didlise em
Slide-A-Lyzer® Dialysis Cassettes por um minimo de 48 horas contra PBS.

Foram injetados intravenosamente 125pg/camundongo de p18 marcado com IRDye®
(SEQ ID NO:14) em 100 ul de PBS (solugéo salina tamponada com fosfato) estéril, e os
camundongos foram triados diariamente para a detecgdo do corante marcador nos tumores
e orgios usando o Sistema de Imagem Infra-vermelho Odyssey®. Foram feitas
varreduras de alta resolugdo em uma profundidade entre 1 e 1,5 mm para a detecgo de
tumores subcutineos. As imagens registradas no canal 800 nm (cor verde) representam
sinais especificos e as do canal 700 nm (cor vermelha) representam o fundo.

No primeiro experimento, os camundongos com tumores Mel-2 de 0,5 mm foram
acompanhados por até 16 dias para determinar a localizagdo do IRDye®. Figura 1. No
segundo experimento, os camundongos com tumores Mel-2 de 0,5 mm receberam
inje¢des i.v. de 125 pg/camundongo de pl18 marcado com IRDye® e sacrificados 120
horas depois. Foram tomadas varreduras totais dos camundongos, sendo retirados os
6rgdos e tumores e triados para determinar a localizagdo do IRDye®. Foram feitas
varreduras de alta resolugdio dos orgdos e das se¢des transversais apos a excisdo em
profundidades entre 0,1 € 0,5 mm. Figura 2. No terceiro experimento, os camundongos
receberam injegdes de células Mel-2 e os tumores foram deixados desenvolvendo por trés
semanas. Os camundongos receberam entdo injeg¢des de 125 pg/camundongo de p18
marcado com IRDye®, e 48 horas depois, sacrificados e triados para determinar a
localiza¢do do IRDye®.

Esses experimentos indicam que o p18 marcado com IRDye® localiza o tumor € os

rins em até 5 horas ap6s a inje¢do no camundongo. Ver Figura 1. Os rins acumulam o
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complexo IRDye-p 18, sugerindo que o pl8 é removido da corrente sanguinea do
camundongo primariamente por excregdo renal. Ver Figura 2 e Figura 3.

Exemplo 2 — Tratamento de Pacientes Sofrendo de Cancer com Peptideos
Modificados Derivados da Cupredoxina

Ser4 feito um estudo clinico de Fase I/II de uma fusdo de p28 PEGilado (SEQ ID
NO: 13) (Medicamento de Estudo) em pacientes sofrendo de cancer. Especificamente, o
p28 da Pseudomonas aeruginosa serd modificado por PEGilagdo.

Quarenta e nove pacientes adultos com cénceres de mama verificados
histologicamente, do célon e melanoma que demonstraram progressao clinica ou
radiografica ou recorréncia ap6s tratamento adequado com os medicamentos e regimes
quimioterapéuticos atualmente disponiveis e aprovados pelo FDA serdo matriculados em
um estudo prospectivo aberto para a administragdo do Medicamento de Estudo. Para ser
elegivel para a inscrigdo no estudo, todos os pacientes demonstraram crescente volume do
tumor mensurdvel ap6s o término do curso aprovado dos regimes de quimioterapia. A
evidéncia de depOsitos persistentes metastaticos e/ou aumento continuado da dimensdo ou
do volume deve ser estabelecida histologicamente. Essa prova histolégica pode ser obtida
por meio de uma biopsia com aspiragdo de agulha fina (FNA).

O programa de tratamento serd instituido apdés a obtengdo do consentimento
informado de todos os pacientes de acordo com a Junta de Revisdo Institucional da
Universidade de Illinois, Chicago € o FDA. Os pacientes ndo terdo doengas
intercdrrentes como outra malignidade, histéria de malignidade anterior, discrasias
sanguineas, diabetes dependente de insulina ou outras doengas cardiovasculares sérias que
possam interferir com a avaliagdo adequada dos efeitos da terapia proposta. Serd feito um

trabalho completo sanguineo basal (Contagem sanguinea total [CBC] e Quimica Sérica)
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incluindo estudos sobre a fungfio hepética (LFT) antes do inicio da terapia. Todos os
pacientes elegiveis ndo devem receber nenhuma quimioterapia para o cancer de maneira

concorrente durante o periodo do estudo.

O medicamento de estudo ser4d administrado por meio de injegdo intravenosa diaria

- de uma preparagdo farmaceuticamente aceitdvel do Medicamento de Estudo por 12

semanas ¢ todos os individuos serdo observados com relagdo a qualquer toxicidade
limitadora de dose. Existirio 7 niveis de dose, comegando com 10 mg/kg/dia e
aumentando de 5 mg/kg/dia até a dose maxima de 50 mg/kg/dia.

A eficacia de cada nivel de dose serd registrada em 7 pacientes com céncer
avan¢ado mensuravel (mama, célon e melanoma).

A resposta sera estimada medindo o tumor mensuravel em 2 dimensdes (a e b). 1)
O desaparecimento total dos tumores metastaticos alvo serd considerado como uma
resposta completa (CR); 2) Uma redugéo de 75% serd considerada uma resposta parcial
excelente (PR); e 3) Uma boa resposta (PR) sera a redugdo pos-tratamento em tamanho
de 50%. 4) A redug@o do tamanho em 25% sera considerada como uma doenga estavel
(SD) e 5) <25% sera considerada como nenhuma resposta (NR). Os pacientes que
demonstrarem progressio da doenga terdo os tratamentos interrompidos, mas serdo
acompanhados por mais 12 semanas.

O desaparecimento total e qualquer redugdo do tamanho dos tumores metastaticos
alvo indicara que o tratamento com azurina ¢ eficaz para o tratamento do céncer. Outras
indica¢gdes de que o tratamento p28 PEGilado ¢ eficaz sdo uma menor taxa do
aparecimento de novos tumores metastaticos e uma redug@o da angiogénese associada

aos tumores.
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Varias modificagdes e variagdes dos exemplos e dos sistemas descritos da invengdo
ficarfio aparentes para os técnicos no assunto, sem abandonar o escopo e o espirito da
invencdo. Apesar de a invengdo ter sido descrita em relagfo a configuragdes especificas,
deve ser compreendido que a invengdo, como reivindicada, ndo deve ser indevidamente
limitada a essas configuragdes especificas. Na verdade, varias modificagdes dos modos
descritos para a realizagfio da invengdo, que s3o 6bvias para os técnicos no assunto estdo

contidas no escopo das seguintes configuragdes.
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Vibrio parahaemolyticus, Bordetella bronchiseptica, Bordetella pertussis, Chloroflexus
aurantiacus e Neisseria gonorrhoeae.

6. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que a
cupredoxina € selecionada do grupo que consiste de azurina, plastocianina, rusticianina,
pseudoazurina, auracianina, stelacianina, proteina bésica do pepino e proteina tipo azurina.

7. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 6, caracterizado pelo fato de que a
cupredoxina é selecionada do grupo que consiste de SEQ ID NOS: 1-12.

8. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por ser um
truncamento da cupredoxina.

9. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagfio 8, caracterizado por compreender
uma sequéncia aminoacida selecionada do grupo que consiste de SEQ ID NOS: 13-47.
10. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado por possuir pelo
menos uma sequéncia selecionada do grupo que consiste de SEQ ID NOS: 1-12 € pelo
menos 90 % idéntica.

11. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado por ser menos
susceptivel & hidrélise.

12. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que um
ou mais residuos de asparagina ou serina, na sequéncia do peptideo derivado da
cupredoxina, s3o substituidos por outro residuo aminoacido.

13. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicag@o 12, caracterizado pelo fato de que o
residuo de asparagina ou serina, é substituido por residuos de acido glutimico ou
treonina.

14. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado por ser menos

susceptivel 4 deamidagéo.
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24. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado pelo fato de ser
menos susceptivel a formagdo de dicetopiperazina e de 4cido piroglutdmico.

25. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagfio 1, caracterizado pelo fato de que um
residuo de glicina, nas posi¢des 1, 2 ou 3 do N-terminal do peptideo derivado da
cupredoxina, é substituido por outro residuo aminoécido.

26. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado pelo fato de que um
residuo de prolina na posi¢do 3, do N-terminal do peptideo derivado da cupredoxina, ¢
substituido por outro residuo aminoacido.

27. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagédo 1, caracterizado pelo fato de que um
residuo de asparagina, no N-terminal do peptideo derivado da cupredoxina, € substituido
por outro residuo aminoacido.

28. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 2 caracterizado pelo fato de ser
menos suscep;ivel a racemizagdo.

29. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdio 1, caracterizado pelo fato de que um
ou mais residuos aminoacidos do peptideo derivado da cupredoxina, sdo substituidos pelo
D-is6mero do residuo aminoacido.

30. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 29, caracterizado pelo fato de que
todos os residuos aminoacidos do peptideo derivado da cupredoxina, sdo substituidos
pelos D-isdmeros dos residuos aminodacidos.

31. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagfo 1, caracterizado por compreender a
SEQ ID NO: 45.

32. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 2, caracterizado pelo fato de ser
menos susceptivel a degradacéo.

33. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo I, caracterizado pelo fato de que o
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N-terminal do peptideo derivado da cupredoxina € acetilado.

34. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que o
C-terminal do peptideo derivado da cupredoxina € amidado.

35. O peptideo, derivado da cupredoxina isolado, de acordo com reivindicacdo 34,
caracterizado por ser a SEQ ID NO: 33.

36. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagéo 2, caracterizado pelo fato de que o
peptideo derivado da cupredoxina, é modificado para aumentar a estabilidade de sua
estrutura terciaria.

37. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicag@o 36, caracterizado pelo fato de que o
peptideo é modificado para aumentar a estabilidade de pelo menos uma o-hélice.

38. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizado pelo fato de que
pelo menos um residuo aminoacido do peptideo derivado da cupredoxina, selecionado do
grupo que consiste de glicina, prolina, serina, 4cido aspartico, alanina, treonina, valina,
glutamina, asparagina, cisteina, histidiﬂa, lisina, e arginina, é substituido por um residuo
aminoécido selecionado do grupo que consiste de leucina, isoleucina, fenilalanina, acido
glutdmico, tirosina, triptofano e metionina.

39. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 38, caracterizado pelo fato de que o
residuo substituido do peptideo derivado da cupredoxina, estd dentro dos residuos
equivalentes aos residuos 53-56, 58-64 e 68-70 de P. aeruginosa azurina.

40. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicag@o 38, caracterizado pelo fato de que a
glutamina, no residuo equivalente ao residuo 57 da P. aeruginosa azurina, € substituido
por um residuo triptofano.

41. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicag@o 38, caracterizado pelo fato de que a

treonina, em um residuo equivalente ao residuo 52 da P. geruginosa azurina, € substituido
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ou mais pares dos residuos aminoécidos nativos no peptideo derivado da cupredoxina, sao
substituidos por a,a-aminoacidos ndo naturais dissubstituidos por cadeias que transportam
olefinas que correspondem aos aminoécidos nativos.

50. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicag@o 49, caracterizado pelo fato de que o
residuo substituido do peptideo derivado da cupredoxina, estd dentro dos residuos
equivalentes aos residuos 53-56, 58-64 ¢ 68-70 da P. aeruginosa azurina.

51. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagéo 1, caracterizado por compreender
uma ou mais moléculas PEG ligadas de forma covalente ao peptideo derivado da
cupredoxina.

52. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicag@o 51, caracterizado pelo fato de que
uma ou mais moléculas PEG sdo ligadas de forma covalente a um ou mais residuo de
cisteina do peptideo derivado da cupredoxina.

53. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 52, caracterizado pelo fato de que
uma ou mais moléculas PEG séo ligadés de forma covalente, a um ou mais residuos de
cisteina equivalentes a um residuo, selecionado do grupo que consiste de residuos
aminoécidos 3, 6 e 112 da Pseudomonas aeruginosa azurina (SEQ ID NO: 1).

54. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 51, caracterizado pelo fato de que o
residuo de cisteina, é substituido no peptideo derivado da cupredoxina e ligado de forma
covalente a molécula PEG.

55. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 51, caracterizado pelo fato de que
uma bu mais moléculas PEG séo ligadas de forma covalente, ao peptideo derivado da
cupredoxina em um ou mais locais selecionados do grupo que consiste de lisina, cisteina,
histidina, arginina, acido aspartico, 4cido glutdmico, serina, treonina, tirosina, grupo

amino N-terminal e acido carboxilico C-terminal.
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56. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 55, caracterizado pelo fato de que
um ou mais residuos de lisina ou 4cidos carboxilicos C-terminais, s3o ligados de forma
covalente a uma molécula PEG.

57. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 55, caracterizado pelo fato de que
um ou mais residuos, selecionados do grupo que consiste de residuos de lisina, cisteina,
histidina, arginina, 4cido aspartico, acido glutdmico, serina, treonina e tirosina s&o
substituidos no peptideo derivado da cupredoxina, e sdo ligados de forma covalente a
uma molécula PEG.

58. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 51, caracterizado pelo fato de que
um ou mais grupos amino4cidos do peptideo derivado da cupredoxina, sdo ligados de
forma covalente a uma molécula PEG.

59. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 51, caracterizado pelo fato de que
uma ou mais moléculas PEG sdo ligadas de forma covalentemente randdmica ao
peptideo derivado da cupredoxina.

60. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 51, caracterizado pelo fato de que o
peso molecular médio das moléculas PEG por peptideo derivado da cupredoxina, € de
cerca de 200 a cerca de 100.000 daltons.

61. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 60, caracterizado pelo fato de que o
peptideo derivado da cupredoxina, é ligado de forma covalente a uma ou mais moléculas
PEG ramificadas.

62. Péptideo isolado, de acordo com a reivindicagio 61, caracterizado pelo fato de que a
molécula PEG ramificada tem cerca de 50 kDa.

63. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicag@o 60, caracterizado pelo fato de que o

peptideo derivado da cupredoxina, estd ligado de forma covalente a uma ou mais
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’ moléculas PEG lineares.

64. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagio 63, caracterizado pelo fato de que a

molécula PEG linear tem cerca de 5 kDa.

65. Composigdo farmacéutica, caracterizada por compreender o peptideo isolado

definido na reivindica¢do 1 e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.

66. Método, caracterizado por compreender a administragio a um mamifero, de uma

quantidade terapeuticamente efetiva do peptideo isolado definido na reivindicagéo 1.

67. Método, de acordo com a reivindicagdo 66, caracterizado pelo fato de que o referido

mamifero € humano.

68. Peptideo isolado, que compreende a sequéncia aminoécida
X1SX,AADX3X s XsVVXDX7XsASGLDKDYLKPDXy (SEQ ID NO:48);
caracterizado pelo fato de que:

| X, ¢é selecionado do grupo que consiste de L e acetilado-L;
X5 é selecionado do grupo que consiste de Te W ;
X3 é selecionado do grupo que consiste de M. L e V;
X4 € selecionado do grupo que consiste de Q e W,
X5 é selecionado do grupo que consiste de G e A;
X € selecionado do grupo que consiste de T e W;
X5 é selecionado do grupo que consiste de G, Te W;
X3 € selecionado do grupo que consiste de M, L e V;
Xy € selecionado do grupo que consiste de D e amidado-D.

69. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 68, caracterizado pelo fato de que

consiste da sequéncia aminoacida

X1SX,AADX;3XuXsVVX¢DX7X3sASGLDKDYLKPDX, (SEQ ID NO:48);
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onde X; € selecionado do grupo que consiste de L e acetilado-L;
onde X, € selecionado do grupo que consiste de T e W;

onde X; € selecionado do grupo que consiste de M, L e V;

onde X4 € selecionado do grupo que consiste de Q e W;

onde X ¢ selecionado do grupo que consiste de G e A;

onde X ¢ selecionado do grupo que consiste de T e W

onde X7 € selecionado do grupo que consiste de G, T e W;

onde Xj é selecionado do grupo que consiste de M, L e V;

onde Xy ¢ selecionado do grupo que consiste de D e amidado-D.

70. Peptideo isolado, que compreende a sequéncia aminoacida

X, DPKLYDKDLGSAX,X3DX4VVX;5XcX7DAAXsSXy (SEQ ID NO:49), caracterizado

pelo fato de que:
X, é selecionado do grupo que consiste de D e acetilado-D;
X3 € selecionado do grupo que consiste de M,LeV;
X3 é selecionado do grupo que consiste de G, T e W;
X4 € selecionado do grupo que consiste de T e W;
Xs é selecionado do grupo que consiste de G e A;
Xe € selecionado do grupo que consiste de Q e W;
X5 é selecionado do grupo que consiste de M, L e V;
X3 € selecionado do grupo que consiste de T e W;
Xy é selecionado do grupo que consiste de L e amidado-L.

71. Peptideo isolado da reivindicagdo 70, que consiste da sequéncia aminoécida

XiDPKLYDKDLGSAX,X3DXsVVXsXsX7DAAXSXe (SEQ ID NO:

caracterizado pelo fato de que;

49),
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X, é selecionado do grupo que consiste de D e acetilado-D;
X, € selecionado do grupo que consiste de M, L e V;

X3 é selecionado do grupo que consiste de G, T e W;

X4 é selecionado do grupo que consiste de T e W;

X5 é selecionado do grupo que consiste de G e A;

X € selecionado do grupo que consiste de Q e W;

X7 é selecionado do grupo que consiste de M, L e V;

X3 € selecionado do grupo que consiste de T e W;

Xo é selecionado do grupo que consiste de L e amidado-L.
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RESUMO
MODIFICACOES DOS PEPTIDEOS DERIVADOS DA CUPREDOXINA E SEUS
METODOS DE UTILIZACAO

A presente invengio proporciona peptideos modificados derivados da cupredoxina
com atividade farmacolégica que aperfeigoou as propriedades farmacocinéticas e seus métodos
de uso no tratamento de mamiferos que sofrem de varios problemas relacionados com as
atividades farmacologicas. As modificagdes dos peptideos derivados da cupredoxina incluem
variantes da sequéncia de aminoécidos e derivagles estruturais que aumentam a meia-vida
plasmatica do peptideo, aumentam a atividade especifica da atividade farmacol6gica, reduzem
a imunogenicidade e reduzem a biotransformagéo dos peptideos. Os peptideos modificados
derivados da cupredoxina podem ser usados em métodos para o tratamento de mamiferos com
cancer, problemas relacionados com a angiogénese inadequada, infecgGes virais e bacterianas, e
especiﬁcamentc; HIV e malaria, problemas relacionados com a sinalizagdo da efrina e para

transferir compostos de carga, incluindo compostos diagnésticos, nas células de cancer.
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