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PEPTIDEOS BIOATIVOS CURTOS PARA MODULAGAO CELULAR E
IMUNOLOGICA

Esta aplicagdo reivindica o beneficio da prioridade ao
Pedido Provisério US No. 60/878.849, depositado em 5 de
janeiro de 2007, que € incorporado aqui por referéncia em
sua totalidade.

CAMPO DA INVENCAO

A invengdo relaciona-se aos peptideos tendo atividade
biolégica e terapéutica. Particularmente, a invengédo
relaciona-se aos peptideos curtos tendo quatro a quatorze
residuos de aminodcido contiguos de ID. de SEQ. N°: 1 que
exibe atividades proliferativas, migratdrias e anti-
inflamatérias para células, tais como queratindcitos. A
invengdo é ainda relacionada aos métodos de utilizacdo
destes peptideos para tratar varios insultos afetando a
pele e outras superficies corporais relacionadas, tais como
cavidade oral.

FUNDAMENTOS DA INVENCAO

A epiderme da pele consiste em quatro a cinco camadas
estratificadas, todas compreendem na maior parte
queratindcitos; outros tipos de célula, tais como
fibroblastos também povoam a epiderme. Os queratindcitos

originam da camada basal, a mais funda da epiderme, e migra

gradualmente na porgdo mais exterior da pele, onde se
tornam eventualmente cornificadas e descamadas. Durante
esta migracédo, os queratindcitos diferenciam-se para

exXpressar as enzimas e proteinas estruturais necessarias
para cornificagdo (Presland e Dale, 2000) . Dado seu papel
proeminente em formar a epiderme, os queratindcitos

representam um alvo principal para tratar a pele danificada.
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Os queratinécitos sio também um constituinte principal
dos tecidos mucosos que sdao continuos com a epiderme
(Presland e Dale, 2000) . Tal tecido falta a camada
impermeavel, cornificada da epiderme, e forma as
superficies de revestimento interno associadas com a boca,
nariz, garganta, orelha, &nus e genitalia. Similar & pele,
as superficies mucosas s3o importantes para prevenir a
éntrada de agentes infecciosos no Corpo; assim, ferimento a
um destes tipos de tecido pode comprometer a satGde de um
individuo.

O dano de tecido mucoso e pele ocorrem guando a camada
epidérmica & rompida, tal como uma dilaceracio, uma
queimadura ou uma bolha. O ferimento pode também envolver
esmagamento ou contusio, que envolve o dano de tecido sem a
fissura simultanea da epiderme. As infeccdes de pele, assim
como determinadas doencas crdénicas, tais como cincer e
doengas autoimunes podem também danificar as superficies
epidérmicas. As 1Ulceras, tais como aquelas afetando
diabéticos ou as associadas com dores de pressdo, s3o outra
forma de dano de pele; estas feridas sio frequentemente
completamente intrativeis, estando inflamadas, com
tendéncia a infeccdo, e exigindo um processo de cura longo.
E geralmente afirmado que a persisténcia de uma tlcera, ou
qualquer outra ferida crénica, é devido a uma falha de
processos celulares envolvidos na cura, tal como
sinalizag¢do celular (Enoch e Price, 2004; Sweitzer e col.,
2006) . Uma falha é a inabilidade para epitelizar a lesdo -
O0s queratindécitos na borda da ferida, embora capazes de
proliferar, n3o mobilizam para cobrir a ferida (Enoch e

Price, 2004). Com relagdo as duGlceras diabéticas, outra
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falha €& a falta de determinadas moléculas de sinalizacgdo;
esta deficiéncia que pode impossibilitar os processos de
remodelagem que sdo necessarios para orquestrar o
fechamento da ferida (Sweitzer e col., 2006).

Outras formas de dano epidérmico s3o sutis e resultam
de um longo periodo de tempo, comprometendo eventualmente a
fung¢do da pele na face do ferimento agudo; a cura da ferida
€ estendida em tempo e pode ser imperfeita (por exemplo,
formacdo de cicatriz). Os problemas cosméticos, tais como
rugas, ressecamento, afinamento, queda e maior
suscetibilidade ao ferimento s3o sinais externos usuais de
tais doencas. N&o surpreendentemente, estes sinais de
desgaste-e-rasgo sdo associados geralmente com o
envelhecimento, mas podem também ocorrer prematuramente
devido a exposic3o prolongada aos agentes prejudiciais,
tais como raios ultravioletas (foto envelhecimento). Os
processos foto reativos induzidos pela 1luz solar podem
contribuir para espessura e elasticidade da pele reduzidas,
bem como endurecimento da pele aumentado (Pelicci, 2004;
Fisher e col., 2002).

A cura de ferimentos de pele e mucosa agudos
orquestrados, em parte através da ativacao de
queratindcitos basais, que seguem uma via de proliferacio,
migragcdo e diferenciacio para efetuar o fechamento da
ferida. Este processo & acompanhado por uma disposicdo de
atividades de remodelamento no local de ferimento (Enoch e
Price, 2004). Os queratinécitos localizados no perimetro da
ferida proliferam e migram para formar uma Gnica camada
sobre a ferida em um processo referido como epitelizag¢do. A

proliferagdo e diferenciacdo adicionais dos queratindcitos
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eéstabelecem uma camada epidérmica compreendendo as camadas
estratificadas normais. Os processos inflamatdérios podem
facilitar a cura da ferida; os monécitos infiltrantes lutam
contra a infecgdo e também liberam fatores que estimulam a
epitelizacio da ferida. Entretanto, os Processos
inflamatérios podem também agravar a cura; por exemplo, a
deposicdo de fibrina por macréfagos contribui para
Cicatrizac3io. Contanto que as condigdes anti-sépticas sejam
mantidas, mostrou-se que o fechamento de ferida epidérmica
Ocorre mais rapidamente e com menos cicatrizag¢do quando a
participacdo imune é reduzida (Martin e Leibovich, 2005). E
com estas introspeccdes em mente que modos para a
submodulacdo de inflamacdo em lesdes epidérmicas s3o
atualmente contemplados.

Diversos fatores foram mostrados para estimular a
epitelizacgdo por queratindcitos durante a cura da ferida na
rele e tecidos mucosos associados, incluindo o fator de
crescimento epidérmico (EGF) , fator de crescimento de
fibroblasto basico (bFGF) , fator de crescimento de
queratindcito (KGF), e fatores de crescimento derivados de
plaqueta (PDGFs) (Enoch e Price, 2004). Interessantemente,
diversas proteinas antimicrobianas gque estdo presentes na
pele e superficies mucosas sdo conhecidas também por ter um
papel na estimulacdo da proliferacdo e migrag¢do celular
exigidas para cura de feridas epidérmicas (Shaykhiev e col.
2005; Braff e Gallo, 200s6; Zhang e Falla, 2006) .

Com o conhecimento que determinados fatores de
crescimento estdo naturalmente acoplados durante a cura da
ferida, o trabalho foi direcionado para desenvolver métodos

baseados em fator de Crescimento para tratar feridas,
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especial as que s3o geralmente crdénicas. Por exemplo,
tratamento de dlceras diabéticas com PDGF-BB (Mustoe e col.,
1594; Steed, 1995) ganhou a aprovacdo do FDA. Entretanto, a
maioria das tentativas de empregar tal estratégia n3o
atingiu resultados clinicamente significativos, devido em
parte as dificuldades associadas com o uso de proteinas
terapéuticas. Um problema relaciona-se a liberacdo
ineficiente de fatores de crescimento aos locais de ferida;
a aplicagdo toépica destas proteinas permite somente a
exposigcdo do tecido exterior, na maior parte morto a
pProteina terapéutica. Outros inconvenientes relacionam-se 3
instabilidade elevada e retencao pobre de proteinas de
fator de crescimento apds a liberacdo ao local de ferida.
As dificuldades com o uso de fatores de crescimento e
outras proteinas para tratar feridas epidérmicas sio
relacionadas ao grande tamanho das proteinas envolvidas. ©O
uso difundido de terapias de fator de crescimento também
sofre da complexidade e custos elevados associados com a
preparacido de grandes proteinas. Consequentemente, como se
refere ao uso de fatores de proteina em regimes curas de
ferida, as preparagdes menos caras e mais eficazes si3o
bresentemente procuradas. Os peptideos curtos que carregam
a atividade das proteinas maiores das quais s3o derivados
(isto &, proteina progenitora) preenchem esta necessidade.
Os exemplos precedentes de tais peptideos curtos foram
relatados (Pat. US N°. 6.861.406 e 6.693.077; Lee e col.,
2004). Além dos beneficios imediatos de menor custo,
produgdo e manipulacdo mais simples, os peptideos bioativos
pequenocs sdo também melhor absorvidos e retidos pelo tecido

ferido. As Caracteristicas de absorgdo avancadas de
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peptideos biocativos curtos também os tornam uma opgao
viavel para usos além do cuidado de lesdes agudas e
crdnicas, tal como para o tratamento dos problemas de pele
associados com a idade avancada e exposicdo ao sol.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente inven¢do é trazida em diregdo aos peptideos
biocativos curtos que sdo uUteis para promover a cura de
ferida em mamiferos. As feridas preferivelmente pProcuradas
pelos peptideos isolados sdo aquelas que afetam a pele e
superficies mucosas associadas. Embora ndo sendo limitado a
qualquer mecanismo particular, os peptideos inventivos s3o
capazes de efetuar a cura de ferida estimulando a
proliferacio e migragdo celular, assim como pela inibicio
de inflamagdo, que pode danificar processos de curas 6timos.
Os peptideos inventivos s3io Uteis em maneiras in vitro e in
vivo, e podem induzir as atividades acima mencionadas nos
queratindcitos.

Uma modalidade da presente inveng¢do & trazida em
diregdo aos peptideos isolados que contém quatro a quatorze
residuos de aminoacido contiguos de ID. de SEQ. N°: 1. Tais
peptideos representam fragmentos curtos de peptideo HB 107.
Os peptideos isolados podem conter formas enantioméricas 1,
ou D de aminodcidos, ou combinagdo dos mesmos. De acordo
ainda com outra modalidade da invencao, Os peptideos
isolados podem ser conjugados a uma proteina carreadora, ou
modificados através de amidacdo ou lipidacdo. Estas adic¢des
melhoram a biocatividade dos peptideos quando aplicadas a
pele e feridas da mesma.

De acordo com determinadas modalidades preferidas da

presente invencido, os peptideos isolados podem conter um
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residuo de aminocidcido de metionina, wvalina, lisina, ou
glutamato no terminal amino. Os peptideos isolados podem
também ter um residuo de aminodcido de 1lisina, valina,
glicina, ou asparagina no terminal carbdéxi. Em outras
modalidades preferidas, os peptideos isolados prodem
compreender a ID. de SEQ. N°: 3, ID. DE SEQ. N°: 6, ou ID.
de SEQ. N°: 12. As modalidades especificas dos peptideos
isolados sdo ID. de SEQ. N°: 2, 3, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11,
12 e 15, todas as quais mostram uma ou mais atividades
estimulatérias para proliferagdo celular, migrag¢do, e anti-
inflamag¢3do. Destes peptideos especificos, ID. de SEQ. N°: 2
3, 5, 6, 7, 9, 10, 11 e 12 todos possuem atividade
proliferativa celular; e destes peptideos, ID. de SEQ. N°:
2, 3, 5, 6 e 9 exibem a atividade proliferativa mais forte.
Os peptideos de ID. de SEQ. N°: 3 e ¢ Possuem atividades
proliferativas e migratdrias celulares. A ID. DE SEQ. N°:
12 possui ambas atividades de proliferag¢do celular e anti-
inflamacdo, visto que ID. de SEQ. N: 8 e 15 possuem a
atividade anti-inflamacdo celular.

Outra modalidade da presente invencdo & trazida em
direc¢do as composigdes que contém um carreador
farmaceuticamente aceitavel € um ou mais dos peptideos
acima mencionados. @) peptideo em tais composigdes
preferivelmente variam em concentragdao de aproximadamente
0,1 pg/mL a aproximadamente 20 ng/mL, ou de aproximadamente
0,1 pg/mL a aproximadamente 50 ng/mL. As formas preferidas
da composicdo sido aerosbis, emulsdes, liquidos, locdes,
cremes, pastas, pomadas, pds e espumas.

A presente invencdo é direcionada também para métodos

usando as composicdes acima mencionadas para curar feridas

7
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em mamiferos. Tipicamente, o método de tratamento envolve
administrar uma quantidade eficaz de composicdes contendo
reptideos &s feridas, especialmente as da pele (epiderme) e
tecidos mucosos associados, para uma quantidade eficaz de
tempo. Tais feridas incluem abrasdes, bolhas, queimaduras,
lacerac¢des, Glceras, contusdos, pruridos, cicatrizes, e os
efeitos de envelhecimento e exposigdo ambiental.

BREVE DESCRIGAO DAS FIGURAS

FIG. 1: Os peptideos inventivos s3o mostrados enquanto
alinham com o peptideo progenitor HB-107 (ID. DE SEQ. N: 1).

FIG. 2: Expressdo de IL6 por células epiteliais de
pele em resposta a éxposigdo a luz ultravioleta-B (UVB) . As
células foram €xpostas a irradiacdo de UVB por determinados
periodos de tempo (0-35 segundos) e a expressdo de IL6 foi
medida por ELISA vinte e quatro horas de pés-irradiacdo de
UVB. Cada tratamento foi realizado em triplicata. Refira-se
ao exemplo 4.

FIG. 3: Efeito de peptideos curtos na expressao de IL6
induzida por UVB em células epiteliais da pele. As células
foram expostas ;i irradiacdo de UVB por 35 segundos, apds as
células foram incubadas ém meio completo (sem soro) com 40
Hg/mL de peptideo [HB-107 (ID. de SEQ. N°: 1), HB-802 (ID
de SEQ. N°: 12), HB-1410 (ID. DE SEQ. N°: 15), HB-801 (ID.
DE SEQ. N°: 31)] por vinte horas. A expressio de IL6 foi
entdo medida por ELISA. Refere-se ao exemplo 4.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

As Pat. US Ne, 5.962.410 e 5.861.478 fornecem
divulgac¢des dteis Para compreender a presente invencdo e
sdo incorporadas aqui por referéncia em sua totalidade. A

invengdo é direcionada para peptideos curtos, bioativos que
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por exemplo, sdo derivados do peptideo HB-107 (ID. de SEQ.

N: 1), e métodos de seu uso. O peptideo HB-107 constitui um
fragmento de cecropina B, que Eﬁuma proteina antimicrobiana
bresente em uma espécie de tragca. Embora HB-107 nio exibe
Os efeitos bacterioestiticos da proteina da qual é derivado,
exibe qualidades de cura de ferida epidérmica (Lee e col.,

2004) .

Os peptideos da presente invencio exibem atividades
dque sdo importantes para sobreregular processos de cura em
tecidos epidérmicos, tais como pele e mucosa associada (por
exemplo, cavidade oral). Para ndo ser limitado a qualquer
mecanismo particular, estas atividades s3o direcionadas
para queratindécitos, as células epiteliais responsaveis
pelo fechamento de ferida (isto &, epitelizacdo) e
desenvolvimento de superficies epidérmicas. As atividades
especificas que os peptideos inventivos exibem para
queratindcitos que s3do de relevancia direta a cura de
ferida s3o estimulacido de proliferacdo celular e migracdo,
bem como a capacidade para sinalizag¢do inflamatoéria
subregulada pelos queratindécitos. Embora HB-107 seja capaz
de induzir todas estas atividades nos queratindcitos, muito
Surpreendentemente, os peptideos da presente invengdo o
fazem em niveis iguais ou maiores do que HB-107. Estes
resultados sdo surpreendentes e significativos, ja que os
peptideos inventivos s3o somente 26%-74% o comprimento de
HB-107.

Por causa deste diferencial de tamanho, os peptideos
da presente invencdo sio mais faceis e assim menos caros de
breparar comparado & produ¢cdo de HB-107 e proteinas

inteiras, tais como PDGF-BB. Também em contraste aos
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peptideos maiores, os peptideos divulgados sdo
solubilizados, manipulados (por exemplo, modificacio
quimica) e armazenados em uma maneira mais direta. Sua
facilidade de manipula¢do permite um ntmero maior de opg¢des
de liberacdo de farmaco, tais como veiculo a ser usado e
como deve ser aplicado. O tamanho e solubilidade maior dos
Peptideos inventivos rermitem sua poténcia de cura
aumentada através da absorgdo aumentada e retengdo no local
de ferida; os queratindcitos locais e outras células sido
€Xpostos a concentracdes mais elevadas dos peptideos por
periodos de tempo mais longos.

As atividades biolégicas incitadas pelos peptideos da
presente invencdo sio proliferacdo e migragdo celular, bem
como a inibicdo de inflamag¢do. Os dois pProcessos anteriores
tém um grande papel em mediar a fung¢do de cura de ferida
dos peptideos. Os peptideos sido capazes primeiramente, de
estimular a migracdo de queratindcitos em torno da borda da
ferida, e segundo, estimular a proliferagdo destas células
para criar uma camada epidérmica nova sobre o local de
ferimento. A terceira atividade, inibir a inflamacdo, &
conseguida através do efeito negativo dos peptideos
divulgados na secregdo de citocina interleucina-6 (IL6) por
células na ferida. A IL6 foi mostrada ser liberada por
queratindcitos epidérmicos em resposta aos fatores
associados com dano de tecido (Sugawara e col., 2001);
éstes sinais de citocina para infiltra¢3o de célula imune
na ferida, um processo queé pode realmente agravar a cura e
causar cicatriz (Martin e Leibovich, 2005; Liechty, 2000).
Embora a inflamacido & importante para prevenir a infeccdo

de ferida, a provisdo de boas praticas anti-sépticas
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durante o cuidado padrio de ferida nega quaisquer
inconvenientes que podem estar associados com o bloqueio de
inflamag¢3o. Embora as atividades acima s3o provavelmente
aquelas através das Quais a invengdo efetua a cura de
ferida, é notado que a aplicag¢do nd3o é limitada por nenhum
um conjunto particular de mecanismos biolégicos.

Com relacdo a indug¢do de proliferagdo e migracdo
celular, os peptideos ID. de SEQ. N°: 3 (HB-1061) e ID. de
SEQ. N°: 6 (HB-1072) sio preferidos. Estes peptideos
produzem aumentos significativos na proliferacdo celular
comparado a indug¢do por HB 107, mas ainda s3o mais curtos
que HB 107 (refere-se aos Exemplos 1 e 2).

S&o também capazes t&o quanto HB 107 em induzir a
migracdo celular. Os peptideos ID. de SEQ. N°: 8 e ID. de
SEQ. N: 12 s3o preferidos com relagdo & inducdo de
atividade anti-inflamatéria celular (refere-se ao Exemplo
3).

Os peptideos inventivos também exibem efeitos
salutares para os problemas associados com o envelhecimento
de pele, ou pele que foi altamente eXposta aos agentes
prejudiciais, tais como radiagdo solar. Os peptideos curtos
inalterados por si, ou através de modificagdo quimica e/ou
liberacao especializada, podem ser feitos para absorver
através da epiderme para efetuar processos contra aqueles
que causam afinamento, eénrugamentos, fragilidade e tornar
aspero/endurecimento da pele. Um modo principal pelo qual a
invengdo estimula a pbreservagdo da pele é através do efeito
positivo dos peptideos para o crescimento de queratindcito.
Enquanto estas células s3o o componente principal de

superficies epidérmicas e sdo diminuidas na pele
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envelhecida e danificada (Enoch e Price, 2004), a reposicgio
dos mesmos pela estimulacdo de peptideo é esperado reverter
OS problemas acima mencionados. A eéxpressdo de ILe &
implicada em brocessos subjacentes ao espessamento anormal
da epiderme em pacientes com determinados problemas auto-
imunes (Sato e col., 2001; Oyama e col., 1998); os
peptideos inventivos podem bloquear tal resultado de
inflamaca&o relatado inibindo a expressao de IL6.

Peptideos

Unicamente como um ponto de guia, Os peptideos
inventivos podem ser derivados do fragmento de HB-107
(Tabela 1) da proteina cecropina B de traca. As
caracteristicas metabdlicas associadas com estes peptideos
sdo sua capacidade de induzir as atividades de proliferacao
migracdo celular, e/ou anti-inflamatérias. Todos os
peptideos inventivos compartilham da caracteristica comum
de ter quatro a quatorze residuos de aminodcido contiguos
de HB-107 (ID. de SEQ. N°: 1). Portanto, os peptideos da
invencio podem consistir de quatro, cinco, seis, sete, oito
nove, dez, onze, doze, treze ou quatorze residuos de
aminoacido contiguos de HB-107 (ID. de SEQ. N°: 1).

Com excegdo de ter as composigcdes de aminoacido acima,
Os peptideos descritos acima podem adicionalmente conter os

seguintes amino&cidos (nome completo/abreviagdo de trés

letras/abreviagéo de Gnica letra) : alanina/ala/Aa,
arginina/arg/R, asparagina/asn/N, aspartato/asp/D,
cisteina/cys/cC, glutamina/gln/Q, glutamato/glu/E,
glicina/gly/gG, histidina/his/H, isoleucina/ile/T,
leucina/leu/L, lisina/lys/K, metionina/met/M,

fenilalanina/phe/F, prolina/pro/P, serina/ser/Ss,
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treonina/thr/T, triptofano/trp/w, tirosina/tyr/Yy e
valina/val/V. Estes residuos de aminoacido sdo

caracterizados como segue: alifatico (alanina, glicina,

isoleucina, leucina, prolina, valina), aromatico
(fenilalanina, triptofano, tirosina), 4&cido (aspartato,
glutamato), basico (arginina, histidina, lisina),
hidroxilico (polar) (serina, treonina), contendo enxofre
(polar) (cisteina, metionina), € amidico (asparagina,
glutamina). Os residuos de aminocdcido nio padronizados

podem também ser incorporados no peptideo divulgado
incluindo, mas nao limitados por, selenocisteina,
Pirolisina e varios formas ciclicas de aminodcidos.

Os seguintes peptideos si3o exemplos ndo limitantes da
pPresente invencio e sao mostrados para finalidades
ilustrativas (Tabela 1).

Tabela 1: Peptideos da bpresente invencio.

iD. de pepﬁdeo Sequéncia
SEQ. N.

1 HB-107 MPKEKVFLKIEKMGRNIRN
2 HB-1059 | EKMGRNIRN

3 HB-1061 | MGRNIRN

4 HB-1062 | GRNIRN

5 HB-107] | VFLKIEKMG
6

7

8

4

HB-1072_| KIEKMG
HB-1074 | VFLKIEK
HB-1076 | KEKVFLKIE
HB-1057 | KIEKMGRNIRN
10 [HB912 | MPKEKVFLKIEKMG
II__|HB-801 | PKEKV
12 |HB-802 | MPKEK
13 _ | HB-1056 | LKIEKMGRNIRN
14 THB-1060 | KMGRNIRN

15 THB-1410 | PKEK

Os peptideos ID. de SEQ. N°: 2, ID. de SEQ. N°-: 3, ID.

de SEQ. Ne°: 5, ID. de SEQ. N°: 6, ID. de SEQ. N°: 7, ID. de
SEQ. N°: 8, ID. de SEQ. N°: 9, ID. de SEQ. N°: 10, ID. de
SEQ. N°: 11, ID. de SEQ. N°: 12 e ID. de SEQ. N°: 15 s3o

exemplos de peptideos associados com uma ou mais das
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atividades (proliferativa, migratdéria, anti-inflamatéria)

descritas acima. Os peptideos ID. de SEQ. N°: 2, ID. de SEQ.
Ne: 3, ID. de SEQ. N°: 5, ID. de SEQ. N°: 6, ID. de SEQ. N°:
7, ID. de SEQ. N°: 9, ID. de SEQ. N°: 10, ID. de SEQ. Ne°.:

11 e ID. de SEQ. N°: 12 sio exemplos de peptideos que podem
induzir a proliferagdo celular. Os peptideos ID. de SEQ. N°:
3 e ID. de SEQ. N°: 6 sio exemplos de peptideos que podem
induzir a pProliferacdo e migragdo celular. O peptideo 1ID.

de SEQ. N°: 12 & um exemplo de um peptideo que exibe
atividades proliferativa e anti-inflamatéria. Os peptideos
ID. de SEQ. N: 8 e ID. de SEQ. N: 15 s3o exemplos dos
peptideos tendo atividade anti-inflamatdéria.

Cada um dos peptideos descritos acima pode compreender
enantidmeros de aminodcidos D ou L, contendo residuos de
uma forma enantiomérica ou uma combina¢do de ambas as
formas. Os peptideos podem ainda ser aumentados ou
modificados, guimicamente ou enzimaticamente, tal como
descrito nos seguintes exemplos nio limitantes. O terminal
carbdxi dos peptideos pode ser &acido (-COOH) ou ser amidado
(por exemplo -CONH,, -CONHR, ou -CONRz) . A amidacdo do
terminal carbéxi pode tornar Os peptideos inventivos menos
suscetiveis & degradacdo de protease e aumentar sua
solubilidade comparado as formas de A&Acido livre, portanto
fornecendo poténcia teraputica aumentada. Os peptideos
podem também ser lipidados os quais podem fornecer a
penetracdo da pele melhorada. As modificac¢des de peptideo
podem ser feitas tal que um hidrogénio do grupo amino de
terminal N é substituido, um grupo hidroxila (OH) do grupo
carboxilico de terminal C & Substituido, o grupo amino de

terminal N inteiro & substituido, ou o grupo carboxilico de
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terminal C inteiro € substituido. Uma Oou mais das ligac¢d&es
moleculares que ligam os aminodcidos de cada peptideo podem
S€r uma ligacdo nio peptidica. Tais liga¢gdes nido peptidicas
incluem, mas nio sdo limitadas a, ligacdes imido, hidrazina
de éster, semicarbazdide e azo.

Uma variedade de modificagdes podem ser feitas aos
pPeptideos contanto que as atividades proliferativa,
migratdéria e anti-inflamatdria caracteristicas dos mesmos
Sejam retidas. Algumas modifica¢cdes podem ser usadas para
aumentar a poténcia do peptideo, enquanto outras
modificagdes podem facilitar a manipulacdo do preptideo. Os
grupos funcionais de peptideo que podem tipicamente ser
modificados incluem hidroxila, amino, guanidinio, carboxila,
amida, fenol, anéis de imidazol ou sulfidril. Aas reagdes
tipicas, ndo-limitantes destes grupos incluem O seguinte:
acetificacdo de grupos de hidroxila por haletos de alquila;
esterificacsio, amidacio ou hidrogenacido (isto €, redugdo a
dlcool) de grupos carboxila; desamidacio, acilacio,
algquilacsdo, arilagdo de grupos amino (por exemplo, grupo
amino primario do peptideo ou grupo amino de residuos de
lisina) ; halogenacio ou nitracio de grupos fenol tirosina.

Os peptideos podem ser conjugados as moléculas
carreadoras solaveis ou insoliuveis para modificar suas
Propriedades de solubilidade como necesséario e para

aumentar as concentragdes locais de peptideos em tecidos

alvos. o0s exemplos de moléculas carreadoras solGveis
incluem polimeros de polietilenoglicol (PEG) e
polivinilpirrolidona; exemplos de polimeros insoltveis

incluem silicatos, poliestireno, e celulose. Os peptideos

podem também ser microencapsulados para melhorar sua
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estabilidade durante e apds a aplicacido terapéutica;
tipicamente, o poliéster e microsferas de PEG s3do usados
bara encapsular e estabilizar os peptideos.

Os varios métodos de preparar microsferas para
encapsulagdo de peptideo podem ser empregados dependendo da
natureza hidrofilica ou hidrofébica da composigao de
peptideo a ser encapsulada. Os exemplos de protocolos para
tais métodos sio éncontrados em Wang HT e col. (1991, J.
Control. Release 17:23-25) e Pat. US N°. 4.324.683, ambos
sdo incorporados aqui em sua totalidade. In vitro os
e€studos de liberacdo de peptideo podem ser realizados para
determinar a disponibilidade relativa do peptideo apds ter
sido incorporado em uma microsfera. As microsfera (200 mg)
sdo suspensas em solug¢do salina tamponada de fosfato (PBS)
de pH 7,2 (2,5 ml) e agitada em 37 graus C e 100 rpm em um
vibrador incubadora ambiental (G-24, New Brunswick
Scientific Co., Edison, New Jersey). Em tempos de
amostragem especificos (cada dia para os primeiros 4 dias e
dia sim dia n3o depois disso) a solugdo tampdo &
completamente removida e substituida com PBS fresco. O teor
de peptideo do PBS & medido usando o método Bradford ou
outro ensaio quantitativo apropriado tipicamente usado para
andlise de proteina.

Todos os peptideos divulgados podem ser sintetizados
usando a quimica de fase sbélida Fmoc (9-
fluorenilmetéxicarbonil) padrdo em um Advanced ChemTech
Apex 396 Multiple Peptide Synthesizer. 0 Apex 396 &
equipado com um bloco de reagdo de 40 pocos para a producdo
de até 40 peptideos simultaneamente em uma faixa de 0,15

mmol. Os peptideos podem ser preparados como sequéncias de
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acido livre ou amidado usando aminodcidos padrdo. A resina
foi primeiramente 1lavada € pré-inchada com N,N-dimetil
formamida (DMF). O tempo de inchamento foi uma hora para
resinas de amida Rink. O grupo de pbrotegdo Fmoc foi
removido com piperidine 25% em DMF por 25 minutos, depois
do qual a piperidina foi completamente lavada da resina.
Para controlar os brocessos de racemizacdo, os mondmeros de
aminodcido Fmoc foram pré-ativados em uma solug¢do equimolar
de 1-hidréxi-benzotriazol (HOBt) ou 1-hidrdéxi-7-aza-
benzotriazol (HOAt) em DMF em uma concentrag¢dao de 0,5 M. Os
acoplamentos de amida foram realizados usando O-(7-
azabenzotriazol-l—il)—1,1,3,3—tetrametilur6nio
hexafluorofosfato (HATU) PyBop® ou 2-(lH-benzotriazol-1-
il)—l,1,3,3-tetramet-ilur6nio hexafluorofosfato (HBTU) como
um agente de ativacdo e 2,5 a 5,0 vezes de excesso molar de
aminodcido sob condigdes basicas usando uma base impedida
(diisopropiletilamina). Os tempos de acoplamento foram 1 a
1,5 horas seguido Por uma lavagem e re-acoplamento para
realizar um par dobro ou triplo antes da desprotecdo e
continuagdo da cadeia crescente de peptideo. A eficiéncia
de acoplamento foi monitorada usando o teste Kaiser padrio.
Uma vez que a sintese de peptideo foi terminada na resina,
© grupo Fmoc final foi removido como acima e as sequéncias
foram deixadas como base livre.

A clivagem da ligacdo acido 1abil do peptideo A resina
foi realizada usando &cido trifluorocacético 95% (TFA) e
adgua com renovadores apropriados adicionados. Apds a
clivagem ser permitida prosseguir por aproximadamente 30
minutos a uma hora, os preptideos liberados foram

imediatamente removidos do bloco de clivagem e transferidos
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aos tubos para a remogdo de TFA sob pressdo reduzida. Os
peptideos estavam entdo prontos para purificagdo e analise
através de cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
usando uma coluna de fase reversa C18 e espectrometria de
massa. A confirmacdo de sequéncia primaria e purificacio
Preparativa foram realizadas usando um Ssistema CL/EM/EM
(ABT API2000) .

Geral ao protocolo acima, os peptideos podem ser
produzidos usando qualquer método conhecido aos habeis na
técnica, tal como aqueles divulgados em Merrifield, R.B.,
Solid Phase Peptide Synthesis 1., J. AM. CHEM. SOC. 85:2149
-2154 (1963); Carpino, L.A. e col., [(9—Fluorenylmethyl)0xy]
Carbonyl {Fmoc) Amino Acid Chlorides: Synthesis,
Characterization, And Application To The Rapid Synthesis Of
Short Peptides, J. ORG. CHEM. 37:51: 3732-3734; Merrifield,
R.B. e col., Instrument For Automated Synthesis Of Peptides,
ANAL . CHEM. 38:1905-1914 (1966) ; ou Kent, S.B.H. e col.,
High Yield Chemical Synthesis Of Biologically Active
Peptides On An Automated Peptide Synthesizer Of Novel
Design, IN: PEPTIDEOS 1984 (Ragnarsson U., ed.) Almgvist e
Wiksell 1Int., Estocolmo (Suécia), pPp. 185-188, todos os
quais sdo  incorporadas aqui por referéncia em sua
totalidade. Preferivelmente, os peptideos serd3o produzidos
pPor uma maquina capaz de adigdo sequencial de aminodcidos a
uma cadeia de peptideo crescente. Entretanto, os peptideos

podem também ser fabricados usando a metodologia de fase de

solugdo padrio, que pode ser favoravel aos esforgos de

produgdo em larga faixa.
Métodos de uso
——==2d0OS de uso

As modalidades adicionais da bresente invencdo s3o
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direcionadas para métodos de uso dos peptideos descritos
acima, tais como em formulacdes ou como agentes
terapéuticos. Estes métodos podem envolver o uso de um
Gnico peptideo, ou peptideos miltiplos em combinacio.

Os peptideos da bresente invengdo podem ser usados
Para tratar feridas de pele (epiderme, derme e hipoderme) e
tecidos mucosos associados. Como usado aqui, o termo
“"tecidos mucosos associados” relaciona-se a qualquer tecido
organizado em uma maneira similar a pele e contendo células
epiteliais. Os queratinécitos s3io um exemplo ndo limitante
de tais células epiteliais. Os exemplos de tais tecidos sio
superficies oral, nasofaringea, auricular e urogenital, bem
como a conjuntiva palpebral do olho. Outros exemplos de
tecidos mucosos associados incluem o revestimento inteiro
(isto &, ltmen) do canal alimentar, incluindo esbfago,
estdmago, intestino delgado, intestino grosso (cdlon), e
reto. Estes Ultimos exemplos podem sustentar feridas/lesdes,
bem como aquelas que podem afetar a pele, e como tal podem
Seér procurados com a bresente invencdo. Os exemplos de
feridas/lesdes/traumas que podem afetar estes tecidos e si3o
favoraveis ao tratamento com oOs peptideos inventivos s3o
abrasdes, bolhas, queimaduras, dilaceracdes, perfuracdes,
Glceras, contusios, pruridos e cicatrizes. O trauma pds-
cirtGrgico de tecido pode também ser tratado com os
reptideos.

Os peptideos inventivos podem também ser usados para
prevenir ou reverter os efeitos de envelhecimento em todos
Os tecidos acima mencionados. Em uma maneira relacionada,
O©s peptideos poderiam ser aplicados ao tecido que foi

danificado pela exposigdo aos varios agentes externos, tais
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como luz solar. Os exemplos de debilitagd3o relativos ao
envelhecimento e exXposigdo sdo enrugamento, ressecamento,
afinamento, queda de pele e maior suscetibilidade ao
ferimento. A invengdo pode também ser usada como um
cosmético nestas consideragdes para render uma aparéncia e
textura mais jovem, e para fornecer melhor funcgdo.

Outros problemas de tecido que sdo tratados
eficazmente usando os peptideos da presente invengdo s3o
relacionados & alergia ou autoimunidade. Tais doencas
incluem dermatite, psoriase, escleroderma, prenfigo e doenca
inflamatéria do intestino.

As composi¢des usadas pPara liberar os preptideos no
método terapéutico acima podem ser um aerossol, emulsio,
liquido, logado, creme, pasta, pomada, pd, ou espuma, ou
outro formulacdo farmaceuticamente aceitavel. Além disso,
Os peptideos podem ser liberados usando formula¢des menos
envolvidas, tais como agua deionizada/destilada, PBS ou
solu¢des salinas médicas padrio. Geralmente, uma formulag¢io
farmaceuticamente aceitavel incluiria qualquer carreador
apropriado para uso na prele humana. Tais carreadores
farmaceuticamente aceitaveis incluem etanol, dimetil
sulfdxido, glicerol, silica, alumina, amido, e carreadores
e diluentesg equivalentes. A formulagdo pode opcionalmente
ter apelo cosmético, e/ou conter outros agentes, tais como
retindides ou outros peptideos que podem atuar como
adjuvantes para a agdo terapéutica dos peptideos inventivos.
Os antibidticos podem também ser adicionados a formulacdo a
fim de defender contra infecgdo, permitindo desse modo
processos de cura maxima ocorrerem. A concentracdo do

peptideo na composigdo pode ser aproximadamente 0,1 rg/mL a
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aproximadamente 50 Bg/mL ou aproximadamente 0,1 pg/mL a
aproximadamente 20 ng/mL; entretanto, a concentragdo final
empregada pode variar fora destas faixas, dependendo da
natureza da condicdo de ferida/tecido, da bicatividade do
peptideo inventivo e uso de qualquer adjuvante ou técnica
obter a absorcio de composigdo melhorada.

As composicdes da pbresente inveng¢do podem conter um ou
mais agentes adicionais que exercem a atividade de cuidado
da pele.

Em uma modalidade preferida da presente inven¢do, onde
& composigdo estd em contacto com o tecido queratinoso
humano, quaisquer componentes adicionais além dos peptideos
inventivos devem ser apropriados para aplicagdo ao tecido
queratinoso; isto &, quando incorporados na composicgio,
tais outros componentes demonstram toxicidade imprdépria,
incompatibilidade, instabilidade, resposta alérgica, e
similares dentro do €scopo de julgamento médico sadio. O
CTFA Cosmetic Ingredient Handbook, segunda edigdo (1992)
descreve uma grande variedade de ingredientes farmacéuticos
€ cosméticos n3o limitantes comumente usados na indGstria
de cuidado de pele, que s3o apropriados para uso nas
composi¢des da presente invencsdo. Os exemplos destas
classes de ingrediente incluem: abrasivos, absorventes,
componentes estéticos, tais como fragréncias, pigmentos,
coloracées/corantes, Sleos essenciais, sensagdes de pele,
adstringentes, etc. (por exemplo, 6&leo de Cravo-da-india,
mentol, cénfora, 6leo de €ucalipto, eugenol, 1lactato de
mentil, destilado de hamamélis), agentes antiacne, agentes
antiaglomeranteS, agentes antiespumantes, agentes

antimicrobianos (por exemplo, iodopropil butilcarbamato),
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antioxidantes, ligantes, aditivos biolégicos, agentes
tampdes, agentes de volume, agentes quelantes, aditivos
quimicos, biocidas cosméticos, desnaturantes, adstringentes
de farmaco, analgésicos externos, formadores de filme ou
materiais, agentes opacificantes, ajustadores de pH,
propelentes, agentes de redugdo, sequestrantes, agentes de
descoramento e clareador de pele (por exemplo, hidroquinona,
acido céjico, acido ascbrbico, fosfato ascorbil de magnésio,
ascorbil glucosamina), agentes de condicionamento de pele
(por exemplo, umectantes), agentes calmantes e/ou de cura
de pele (por exemplo, pantenol e seus derivados, aloe vera,
acido pantoténico e seus derivados, alantoina, bisabolol, e
glicirizinato de dipotassio), agentes de tratamento de pele,
eéspessantes, e vitaminas e derivados dos mesmos.

A administracdo dos peptideos inventivos e composicdes
associadas pode ser feita aos humanos e animais, incluindo
todos os mamiferos. A aplicagdo pode também ser feita em
combinagcdo com materiais tipicos e/ou experimentais, tais
como enxertos de tecido, produtos de cultura de tecido,
oxigénio e revestimentos. Em geral, a composicdo pode ser
administrada topicamente, oralmente, transdermicamente,
sistematicamente, ou por dqualquer outro método conhecido
aos de habilidade na técnica por serem Uteis para liberar
os peptideos inventivos ao local de ferimento. As
composigdes podem também ser aplicadas de maneira in vitro
ou ex vivo, as células ou enxertos de pacientes crescendo
em cultura, por exemplo.

Devido a seu tamanho pequeno, Os peptideos sdo
esperados serem capazes de ganhar por eles mesmos algum

nivel de permeabilidade através da pele; entretanto,
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determinadas técnicas podem ser usadas para amplificar este
movimento. Por exemplo, os grupos lipofilicos (ndo polar)
podem ser adicionados aos peptideos, ou os peptideos podem
ser liberados a pele em um excipiente lipofilico, a fim de
melhorar a acessibilidade do peptideo ao estrato cérneo
para permitir g translocagdo as camadas epidérmicas
inferiores. Desse modo tais modificacgdes lipofilicas podem
S€r consideradas como um pro-farmaco. Os melhoradores de
permeagdao, tais como solventes e tensoativos conhecidos
podem ser usados no excipiente para permitir melhor
absorgdo de peptideo. As técnicas especiais que s3o
antecipadas para serem dGteis eém melhorar o acesso do
peptideo ao tecido alvo/ferimento incluem iontoforese,
eletroforese e ultrassom. Um dispositivo iontoforético
consiste em dois elétrodos imersos em uma solugdo de
eletrdlito e colocados na pele. Quando uma corrente

elétrica & aplicada através dos elétrodos, um  campo

liberacao dos peptideos. A eletroporacdo envolve a
aplicacdo de pulsos elétricos de alta voltagem para
aumentar a permeacdo através das bicamadas lipidicas. Isto
difere da iontoforese na duracdo e intensidade da aplicacido
de corrente elétrica (iontoforese usa um campo elétrico de
baixa voltagem relativamente constante). O pulso elétrico
de alta tens3o de eletroporagdo é acreditado induzir uma
formac8o reversivel de poros hidrofilicos nas membranas das
lamelas 1lipidicas que podem fornecer um alto grau de
melhora de bérmeagdo. O ultrassom aplica ondas sonoras
tendo uma frequéncia maior do que 16 kHz & pele, que causa

compressdo e expansdo do tecido através do qual as ondas
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sonoras viajam. As variagdes de pressdo resultantes causam
varios processos (por exemplo, cavitag¢do, mistura, aumento
na temperatura) que podem melhorar a permeagao dos
peptideos.

Todas as formulagdes e usos de peptideo acima sao
conhecidos na técnica. Os modos adicionais de preparagdo e
uso dos peptideos inventivos sdo descritos, por exemplo, na
Patente us Ne. 6.492.326 e 6.974.799, ambas sdo
incorporadas aqui por referéncia em sua totalidade.

Os seguintes exemplos sdo incluidos para demonstrar
determinadas modalidades preferidas da invengado.

EXEMPLOS

Exemplo 1: Identificag¢do de peptideos que estimulam a

proliferagdo celular.

Como o fragmento de peptideo HB-107 (ID. de SEQ. N: 1)
tem sido previamente mostrado para estimular a cura de
ferida in vivo (Lee e col., 2004), foi suposto que dentro
da sequéncia de HB-107 pode existir ainda fragmentos de
peptideo menores que podem similarmente ou melhor estimular
processos de cura de ferida e relacionados. Para examinar
esta questdo, um conjunto de sobreposigdo de fragmentos de
peptideo de HB-107 foi gerado usando a quimica de peptideo
de fase sbélida padréao. Estes peptideos foram entédo
analisados para atividade de proliferagdao celular em
concentracdes de 0,22, 2,15, 21,5 e 46,4 upg/mL. Varios
peptideos causaram um aumento significativo na proliferagao
de Gqueratindcitos epidérmicos em baixas concentragdes
(Tabela 2), incluindo peptideos HB-1061 (ID. de SEQ. N: 3)
e HB-1072 (ID. de SEQ. N: 6) que, respectivamente, contém

somente sete e seis aminodcidos cada um. Diversos outros
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peptideos exibiram atividade estimulatdria em niveis iguais
ou acima de HB-107 (Tabela 2). Em conclusdo, a proliferagdo
celular induzida por varios peptideos inventivos excedeu o
nivel induzido pelo peptideo progenitor HB-107. De forma
importante, diversos destes fragmentos sdo
significativamente mais curtos que HB-107.

Tabela 2: Inducdo de proliferagdo de gqueratindcito
epidérmica de murino PAM 212 pelos peptideos inventivos. Os
valores representam a proliferagdo celular como uma
porcentagem de proliferagdo celular de controle (células
tratadas com PBS somente). Os valores em negrito indicam
niveis de proliferacdo excedendo 150% de proliferagdo

celular de controle.

1D de : 0.22 215 (215 464

SEQ.N. Peptideo pg/ml | pg/ml. | pg/mL | pg/mL
1 HB-107 57 75 121 126
12 | HB-802 121 130 135 133
11 HB-801 101 100 113 131
10 HB-912 100 84 125 137
7 HB-1074 |97 93 120 149
5 HB-1071 [106 127 188 155
13 | HB-1056 |48 39 64 97
9 HB-1057 | 121 118 171 167
6 HB-1072 |98 107 185 237
2 HB-1059 | 95 128 162 186
14 | HB-1060 |57 52 90 83
3 HB-1061 [122 156 163 241

- Os—ensaios —de —proliferagdo celular - prosseguiram do
seguinte protocolo experimental:

Ensaio de proliferagdo celular usando uma linhagem

celular de gueratindcito de camundongo.

OBJETIVO: Para determinar o potencial
antiproliferativo ou citotdéxico de um artigo teste gquando
aplicado aos gqueratindécitos epidérmicos em cultura.

SISTEMA DE TESTE: A 1linha celular de queratindcito
murino PAM212 ou Queratinécitos Epidérmicos Humanos Normais

primario (NHEK, de Clonetics) sio modelos preferidos,
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embora outras células possam ser usadas.
REAGENTES:
1. Meios de crescimento celular: Dulbecco's Modified

Eagles Medium contendo o soro de bezerro recém-nascido 10%

(DMEM-10), ©penicilina (100 unidades/mL), estreptomicina
(0,2 mg/mL), e gentamicina (50 npg/mL) ou Meio de
Crescimento de Queratindécito (KGM, de Clonetics) para

células humanas.

2. Meios de veiculo: Dulbecco's Modified Eagles Medium
contendo o soro de bezerro recém-nascido 1,0% (DMEM-I),
penicilina (100 unidades/mL), e estreptomicina (0,1 mg/mL)
ou Meio Basal de Queratindcito (KBM, de Clonetics) para
células humanas.

3. Solucdo concentrada vermelho neutro: o pd vermelho
neutro é adicionado a Solug¢do Salina Tamponada de Fosfato
de Dulbecco (DPBS) em uma concentragdo de 3 mg/mL. A
solucdo resultante é entdo filtrada estéril.

4. Meios vermelho neutro: a solugao concentrada
vermelho neutro é adicionada & DMEM ou KBM em uma

concentracdo final de 50 pg/mL.

5 Meios MTT: pd& de MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-

2,5-difeniltetrazolio brometo) & adicionado a DMEM ou KBM
em 1 mg/mL e filtrado ou centrifugado para remover
quaisquer precipitados. A solugdo de MTT é usada dentro de
24 horas.

6. Solucdo de fixag¢83o consistindo de formaldeido 1% e
cloreto de calcio 1% em uma solugdo agquosa.

7. Solucdo de lavagem consistindo de PBS.

8. Solucdo lisante: 4&acido acético glacial 1,0% e

etanol 50% em uma soluc¢do aquosa para vermelho neutro, ou
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isopropanol acidificado para células MTT tratadas.

PLAQUEAMENTO DE CELULA:

Os queratindécitos s3o examinados microscopicamente
diariamente. Enquanto a cultura se torna 50-75% confluente,
o meio na placa é aspirado e 0,25% tripsina/EDTA &
adicionado (0,05% de tripsina para células humanas) . Quando
as células se tornam arredondadas, a tripsina é
neutralizada pela adig¢d@o de um volume igual de DMEM ou KBM
suplementado com aproximadamente 10% de soro bovino ou
usando a solug¢do de neutralizagdo de tripsina (TNS, de
Clonetics) . As células sdo entdo centrifugadas e a
granulado é ressuspensa em 1 ml de DMEM-1 ou KBM. Um
hemacitémetro é usado para contar a suspensdo celular e o
namero total de células/mL & ajustado a 1,5-2,5 X 10*
células/mL com DMEM-1 ou KBM. As células sdo entdo
plagueadas em placas de 96 pogos em uma concentragdo de
3,0-5,0 x 10° células/pogo adicionando 200 pL de suspensdo
celular a cada poc¢o. Tipicamente, os 60 pogos centrais sao

usados e os pogos externos sdo enchidos com DMEM ou PBS

para minimizar os efeitos de evaporagédo.

Uma solucdo concentrada do artigo teste €& preparada
usando DMEM-1 ou KBM, e todas outras diluig¢des restantes
sdo preparadas previamente a esta solugdo. Tipicamente,
cada diluicd3o é filtrada através de filtros de 0,2 pm antes
de aplicac¢do & cultura celular. Uma solugdo ou suspensao de
1,0% (peso/vol ou vol/vol) é preparada, e 10 vezes ou 3
vezes diluicdes de série sdo feitas no meio de cultura.

DOSE:

As células sdo examinadas 18-24 horas depois
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plagqueamento para assegurar a fixagdo e divisdo celular, e
entdo 100 pL do meio é aspirado, deixando para tras 100 pL
em cada po¢o. Entd3o 100 pL de uma concentragdo 2x de cada
diluicdo de artigo teste é adicionada aos pogos de
replicacdo. Para o controle negativo, 100 pL do meio de
veiculo (DMEM-1 ou KBM) é adicionado aos pogos de controle.
A microplaca é entdo incubada em 37 graus C e CO: 5,0% por
48-72 horas apds dose, e as células sdo permitidas
proliferar sem perturbacgdo. Depois desta exposigdao de 48-72
horas, todos os meios s3oc aspirados e a proliferagdo é
avaliada por um dos métodos abaixo.

Opc¢do A: captacdo de vermelho neutro. Apds exposigao e
aspiracdo do meio, 200 pL de meio vermelho neutro &
adicionado imediatamente a cada pogo. A microplaca &
retornada & incubadora por trés horas adicionais. Depois
deste periodo de captacdo de tintura, a microplaca é
removida da incubadora e delicadamente invertida, e o meio
vermelho neutro é decantado em uma bandeja coletora. As
células sd3o entdo fixadas com solugdo de fixagdo por
aproximadamente um minuto. A solugdo de fixagdo & decantada

e a -microplaca & -lavada delicadamente  trés vezes com

solucdo de lavagem. A solugdo de lavagem & decantada, e 200
pL. de solucdo lisante é adicionada. Apds pelo menos 15
minutos, os teores de cada pogo sdo re-pipetados para
assegurar a distribuicdo de cor uniforme em cada pogo, €
uma aliquota & 1lida no espectrofotdmetro como detalhada
abaixo.

Opgdo B: Ensaio de conversdo de MTT. Apds a exposigdo

e aspiracdo de meio, 200 pL de meios de ensaio MTT é&

adicionado imediatamente a cada pogo. (MIT deve ser usado



10

15

20

25

30

29/37

somente se o artigo teste nd3o reduz MIT diretamente, CcoOmo
determinado por um experimento procurador de faixa ou teste
de compatibilidade de MIT). A microplaca é retornada a
incubadora por trés horas adicionais. Depois deste periodo
de captag¢ao de tintura, a microplaca ¢é removida da
incubadora e invertida delicadamente, e o meio de MTT &
decantado em uma bandeja coletora. As células sao entdo
delicadamente lavadas tré&s vezes com solugdo de lavagem. A
solucdo de lavagem & decantada, e 200 pL de solugdo lisante
é adicionado. Apds lisar por pelo menos 60 minutos, cada
pogo é re-pipetado para assegurar a distribuigdo de cor
uniforme em cada pogo, e a absorvancia é 1lida no
espectrofotdmetro como detalhado abaixo.

Opgdo C: Andlises a base de citometria de fluxo. Apss
exposig¢do, o meio & ajustado a 10 pM de bromodeoxiuridina
(BrdU) e incubado em 37 graus C por 45 minutos. Durante
esta incubacdo, BrdU, um andlogo de timidina, é& incorporado
no DNA de células proliferantes. As células s&8o entdo
colhidas por tripsinizac@o. Depois da centrifugagdo, a
granulado celular ressuspenso em 0,5 ml de PBS e as células

s@o fixadas pela adigdo de etanol 70%. As células s&o-entdo

lavadas e tingidas com iodeto de propidio de tintura
fluorescente (vermelho) DNA-especifico. As células
proliferantes s3o tingidas com um anticorpo fluorescente
(verde) BrdU-especifico. A andlise de ciclo celular, bem
como a quantidade de células proliferantes tingindo
positivas para BrdU é determinada usando citometria de
fluxo. (Nota: para estudos de citometria de fluxo, as
células s3o cultivadas em placas de 24 pogos ou 6 cm).

ANALISE DE DADOS
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Estudos de captag¢do de tintura: Para valores limites a
base de tintura a densidade &tica dos pogos & lida usando
um Titertek Multiskan MCC/340 em um comprimento de onda de
540 subtraindo da absorvéncia em um comprimento de onda de
referéncia de 620 nm para vermelho neutro, ou 670 nm a 680
nm de comprimento de onda de referéncia para MIT. Um
impresso dos valores de absorvéncia é gerado pelo leitor de
placa. A absorvincia média e desvios padrdes sdo calculados
para cada grupo de tratamento, e os resultados sé&o
expressos como porcentagem de absorvancias de controle.
Cadlculo EC50: Os dados sd3o tragados como porcentagem de
absorvancias controle contra concentragdes para cada
amostra teste. O EC50 €& extrapolado da linha de regressao
desenhada através dos dados em um grafico do Excel 5.0.
Além disso, o EC50 €& calculado usando a equagdo para a
linha de regressdo fornecida pelo grafico do Excel 5.0 ou
usando um macro do Excel 5.0.

Estudos de Citometria de Fluxo: Para analise
citométrica de fluxo e} BrdU-marcado positivo sera

()

determinado e um teor de proliferagdo (isto &, % de células

proliferando--ativamente - no momento -de - colheita) --sera

calculado. Opcionalmente, outros parametros, tais como
porcento de viabilidade celular e a porcentagem de células
apoptdticas nas amostras podem também ser determinadas.

Exemplo 2: Identificag¢do de peptideos gue estimulam a
migragao celular.

A proliferacdo celular sozinha ndo é suficiente para
ajudar na cura de ferida. Ao sustentar um ferimento, as
células na borda da ferida proliferam; a migrag¢do de tais

células recentemente formadas para fechar o ferimento (ou
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lesdo crdénica de tecido mais velho, disfuncional) € de
igual importéncia. Para direcionar este problema, HB-107 e
fragmentos de peptideo do mesmo foram examinados usando um
ensaio de migrag¢do celular de queratindcito baseado em um
teste de risco de cultura de tecido simples. Este ensaio
demonstrou que peptideos, tais como HB-1072 (ID. de SEQ. N:
6) e HB-1061 (ID. de SEQ. N: 3) sdo capazes de aumentar a
migracdo de células em uma maneira similar a do peptideo HB
107 progenitor (Tabela 3). E de interesse notar gue oOs
peptideos HB-1072 e HB-1061 sobrepdem como parte de HB-107,
e que o analogo HB-1062 (ID. de SEQ. N: 4) ndo exibe
nenhuma atividade migratdria em células. O protocolo para
este ensaio €& padrdo e foi descrito por Shanley e col.
(2004, Invest. Ophthalmol. Vis. Sci. 45:1088-1094) , o)
artigo que é incorporado aqui por referéncia em sua
totalidade. |

Tabela 3: Inducdo de migragdo de gqueratindcito
epidérmica humana pelos peptideos inventivos, como medido
por um teste de risco. Os valores representam a porcentagem

de risco comparado a largura inicial de risco a monocamada

ID. de .

SEQN. Peptideo " 6h 10h
NA PBS contro] | 11 33
1 HB-107 52 78
6 HB-1072 55 i
3 HB-1061 44 67
4 HB-1062 0 24

Exemplo 3: Identifica¢do de peptideos que estimulam a
atividade anti-inflamatdéria em células em repouso.

Além do aumento da taxa de cura, o peptideo HB-107 foi
também mostrado por diminuir o nivel de inflamagdo

associado com uma ferida. Para identificar os fragmentos de
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peptideo pequenos gque podem exibir tal atividade, oOs
fragmentos de HB 107 foram selecionados para a atividade de
reduzir uma citocina inflamatéria chave, IL6. Descobriu-se

que os fragmentos de peptideo HB-802 (ID. de SEQ. N: 12) e

5 HB-1076 (ID. de SEQ. N: 8) diminuigdo do nivel de expressao
IL6 ao mesmo grau que o peptideo progenitor HB-107 (Tabela
4). O protocolo para este ensaio & padrdo e descrito por
Murakami e col. (2004, J. Immunol. 172:3070-3037), o artigo
o gqual é incorporado aqui por referéncia em sua totalidade.
10 Tabela 4: Repress3o de expressdo de IL6 em células
epiteliais expostas aos peptideos inventivos. A quantidade
de IL6, expressa em pg/mL (colunas 3-5), foi determinada em
24 e 48 horas apds a adigcdo de meio contendo 20 npg/mL de
peptideo. A mudanga percentual na expressdo de IL6 €& dada
15 na coluna 8.
24 h
1D de . s %
SEQ N Teste Pogo 1 |Pogo 2 Média DP [Mudanga Mudanca
PBS controle | 334.26 | 292.09 |313.175 | 21.085 | NA NA
PBS controle [ 311.02 | 335.98 | 323.6 12.48 [ NA NA
PBS controle | 319.63 | 348.75 | 334.69 15.06 [ NA NA
12 i HB-802 278.32 28865 |283.485 [5.165 |-40.435 |-12.50%
20 1 HB-107 307.58 | 264.55 |286.085 |21.515 | -37.435 |-11.60%
8 HB-1076 278.32 126508 | 266.7 11.62 |-56.8 -17.60%
48 h
iD. de oo %
SEQ. N. Teste Pogo 1 | Pogo2 Média DP Mudanga Mudanca
PBS control | 1049.2 | 1007.3 [ 1028.25 |[20.95 | NA NA
PBS control | 827.27 | 10228 [975.035 |47.765 | NA NA
PBS control | 1002.1 | 904.88 | 953.495 |48.605 | NA NA
25 12 HB-802 774.07 | 762.02 [ 768.045 [6.025 |-206.99 |-21.20%
1 HB-107 690.58 | 786.12 | 738.35 47.77 | -236.685 | -24.30%
8 HB-1076 726.73 | 728.45 | 727.59 0.86 -247.445 | -25.40%
Exemplo 4: Identificagdo de peptideos que inibem a
atividade inflamatéria induzida por ultravioleta-B (UVB) em
células.
30 Dado que determinados peptideos pequenos foram capazes
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de promover atividade anti-inflamatdéria em células em
repouso (veja Exemplo 3), foi de interesse saber se Os
peptideos pequenos poderiam promover tal atividade em
células que foram expostas a radiagdo UVB. A radiagao UVB

5 danifica a pele e promove o envelhecimento da mesma. Ja que
a inflamagdo no tecido danificado é um contribuinte ao
envelhecimento nesse tecido, a reducdo de inflamagao
epidérmica resultando de dano induzido por luz ultravioleta
diminuira os efeitos de envelhecimento da mesma.

10 Um ensaio foi realizado para determinar se Os
fragmentos de peptideo de HB-107 podem induzir atividade
anti-inflamatéria em células expostas a luz ultravioleta.
As células epiteliais da pele humana (ATCC CRL-2592) foram
semeadas em placas de 6 pog¢os e crescidas mais de 95% de

15 confluéncia em DMEM com 4 mM de L-glutamina ajustada para
conter 1,5 g/l de bicarbonato de sbédio e 4,5 g/1 de glicose
(meio completo) suplementada com soro bovino fetal 10%. As
células foram privadas de soro por 5 horas antes do
tratamento por UVB. UVB foi gerado usando uma lampada UVLMS

20 (4W modelo, conjunto 3UV, Upland, CA) com o comprimento de

— onda de irradiacio ajustado em 302 nm. A de lidmpada UV foi
colocada 12 cm acima da placa de cultura de tecido (placa
de 6-pogos) e dois pogos foram tratados ao mesmo tempo para
permitir irradiagdo homogénea de UVB. As células foram

25 expostas a irradiagdo UVB (450 pW/cm?, medida usando um
radidmetro) em PBS para evitar a geragdo induzida por 1luz
ultravioleta de fotoquimica téxica. A expressdo de IL6 foi
medida como um indicador de atividade inflamatdria celular
em resposta ao UVB. Como mostrado na FIG. 2, a expressdo de

30 IL6 em células epiteliais de pele foi induzida em a maneira
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dose dependente de UVB, assim demonstrando que a luz
ultravioleta estimula processos inflamatdrios celulares em
células epiteliais da pele.

Os peptideos individuais foram selecionados para
determinar os efeitos dos mesmos na expressdo de IL6
induzida por UVB em células epiteliais da pele. As células
foram expostas a UVB (450 pW/cm?) por 35 segundos em PBS,
depois o qual PBS foi substituido com o meio completo sem
SOro na presenga ou auséncia de 40 pg/ml de peptideo e
incubado em 37 graus de C /5% por vinte horas. O meio
sobrenadante foi entdo coletado e centrifugado em 10.000
rpm para remover os restos, antes de ELISA para IL6 humano
(Cellsciences, MA). Descobriu-se que sequéncias especificas
dentro do peptideo HB-107 sdo capazes de significativamente
reduzir a expressdo de IL6 em células submetidas a um
estimulo inflamatdrio potente (Tabela 5, resultados
mostrados graficaﬁggte na FIG: 3).

Tabela 5: Efé&to de peptideos curtos na expressao de
IL6 induzida por UVB em células epiteliais de pele. As
células foram expostas a UVB seguido pela incubag¢do com o

peptideo As células controle nd3o receberam nem UVB ou

25

30

tratamento de peptideo. A expressao de IL6 foi medida por

ELISA usando um espectrédmetro de luz (OD 450).

1D. de Uvitratamento IL6 Dp
SEQ. N. | de peptideo {OD 450)
Controle 0.0730 0.001414
UV somente | 0.7305 | 0.062933
1 HB-107 0.7315 0.043134
12 HB-802 0.6500 0.035423
is HB-1410 0.5105 0.013435
11 HB-801 0.8275 0.204354

Os resultados deste estudo mostram que peptideos, tais

como HB-1410 (PKEK, ID. de SEQ. N: 15) sao capazes de
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significativamente reduzir o mnivel de ILé6 produzido por
células epiteliais da pele em resposta a radiagdao UV. Esta
atividade é de aplicagdo particular ao cuidado de pele apds
a exposigdo ao sol, e também tem ampla aplicagdao para
reduzir a inflamacdo associada em uma variedade de
condic¢cdes de pele resultando das feridas e envelhecimento.
E interessante notar que mesmo as mudangas menores na
sequéncia de peptideo podem significativamente alterar a
atividade inibitéria do peptideo para a expressdo de ILé em
células epiteliais da pele [por exemplo, comparar
atividades de HB-801 (PKEKV) e HB-802 (MPKEK) com a
atividade inibitéria de HB-1410]. DE forma interessante,
HB-802 demonstrou a capacidade de reduzir IL6 em células em
repouso (refere-se ao Exemplo 3, Tabela 4).

Todas as composigdes ou métodos divulgados e
reivindicados aqui podem ser feitos e realizados sem
experimentagdo imprdépria a luz da divulgagdao presente.
Enquanto as composi¢des e métodos desta invengdo foram
descritos em termos de modalidades ©preferidas, sera

aparente aos de habilidade na técnica que as variagdes

odem 3 1
de er —a 35 composi

icdes e/ou métodos e nas

25

30

podem omp

etapas ou na sequéncia de etapas dos métodos descritos aqui
sem sair do conceito e escopo da invengao. Mais
especificamente, serd aparente que determinados agentes que
sdo gquimicamente e fisiologicamente relativos podem ser
substituidos pelos agentes descritos aqui enquanto o mesmo
ou resultados similares seriam conseguidos. Todos tais
substitutos e modificac¢des similares aparentes aos habeis
na técnica sdo julgados estar dentro do escopo da invengao.
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REIVINDICACOES

1. Peptideo isolado caracterizado pelo fato de que o

peptideo consiste em quatro a quatorze residuos de

aminoadcido contiguos de ID. de SEQ. N°: 1.

5 2. Peptideo, de acordo com a reivindicacd3o 1,
caracterizado pelo fato de que o peptideo compreende um dos
ou ambos enantidmeros de aminodcidos L e D.

3. Peptideo, de acordo <com a reivindicacdo 1,

caracterizado pelo fato de que o peptideo & conjugado a uma
10 molécula carreadora, amidada ou lipidada.

4. Peptideo, de acordo <com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que um residuo de metionina,
valina, lisina, ou glutamato estd no amino terminal.

5. Peptideo, de acordo <com a reivindicacdo 1,

15 caracterizado pelo fato de que um residuo de lisina, valina,
glicina, ou asparagina estd no terminal carbdxi.

6. Peptideo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que o peptideo compreende a ID.
de SEQ. N°: 3.

20 7. Peptideo, de acordo <com a vreivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que o peptideo compreende a ID
de SEQ. N°: 6.

8. Peptideo, de acordo com a reivindicacd3o 1,

caracterizado pelo fato de que o peptideo compreende a ID.
25 de SEQ. N°: 12.

9. Peptideo, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado pelo fato de que o peptideo & ID. de SEQ. N°:
2, ID. de SEQ. N°: 3, ID. de SEQ. N°: 5, ID. de SEQ. N°: 6,
ID. de SEQ. N°: 7, ID. de SEQ. N°: 8, ID. de SEQ. N°: 9, ID.

30 de SEQ. N°: 10, ID. de SEQ. N°: 11, ID. de SEQ. N°: 12, ou
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ID. de SEQ. N°: 15.
10. Peptideo, de acordo com a reivindicagao 1,

caracterizado pelo fato de que o peptideo & ID. de SEQ. N°:

2, ID. de SEQ. N°: 3, ID. de SEQ. N°: 5, ID. de SEQ. N°: 6,

5 ID. de SEQ. N°: 7, ID. de SEQ. N°: 9, ID. de SEQ. N°: 10,
ID. de SEQ. N°: 11, ou ID. de SEQ. N°: 12.

11. Peptideo, de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizado pelo fato de que o peptideo & ID. de SEQ. N¢°:

2, ID. de SEQ. N°: 3, ID. de SEQ. N°: 5, ID. de SEQ. N°: 6,
10 ou ID. de SEQ. N°: 9.
12. Peptideo, de acordo com a reivindicagado 1,

caracterizado pelo fato de que o peptideo & ID. de SEQ. N°:

3 ou ID. de SEQ. N°: 6.
13. Peptideo, de acordo <com a reivindicagao 1,

15 caracterizado pelo fato de que o peptideo & ID. de SEQ. N°:

12.
14. Peptideo, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado pelo fato de que o peptideo & ID. de SEQ. N°:

8 ou ID. de SEQ. N°: 15.

20 15. Composicgao caracterizada pelo fato de que

carreador farmaceuticamente aceitavel.

16. Composig¢do, de acordo com a reivindicagdo 15,

caracterizada pelo fato de que o peptideo esta presente em

25 uma concentrac¢do variando de aproximadamente 0,1 upg/mL a
aproximadamente 50 pg/mL.
17. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 15,

caracterizada pelo fato de que o peptideo esta presente em

uma concentracdo variando de aproximadamente 0,1 pg/mL a

30 aproximadamente 20 ug/mL.
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18. Composicio, de acordo com a reivindicagdo 15,

caracterizada pelo fato de que a composigdo estd na forma

de um aerossol, emulsdo, liquido, 1log¢do, creme, pasta,

pomada, pd ou espuma.

5 19. Composigdo, de acordo com a reivindicag¢ido 15,
caracterizada pelo fato de que o peptideo & ID. de SEQ. N°:
2, ID. de SEQ. N°: 3, ID. de SEQ. N°: 5, ID. de SEQ. N°: 6,
ID. de SEQ. N°: 7, ID. de SEQ. N°: 8, ID. de SEQ. N°: 9, ID.
de SEQ. N°: 10, ID. de SEQ. N°: 11, ID. de SEQ. N°: 12, ou
10 ID. de SEQ. N°: 15.

20. Composicdo, de acordo com a reivindicagdo 15,
caracterizada pelo fato de que a composigdo & Util para
curar uma ferida em um mamifero quando aplicada em uma
quantidade terapeuticamente eficaz por uma quantidade

15 eficaz de tempo.

21. Composigdo, de acordo com a reivindicag¢dao 20,
caracterizada pelo fato de que a ferida afeta a pele ou
tecido mucoso associado do referido mamifero.

22. Composig¢do, de acordo com a reivindicagao 20,

20 caracterizada pelo fato de que a ferida é devida a uma
abrasdo, bolha, queimadura, laceragdo, TUlcera, contusao,
prurido, cicatriz, ou aos efeitos de envelhecimento ou de
exposigdao ambiental.

23. Composig¢do, de acordo com a reivindicagdo 20,

25 caracterizada pelo fato de que a quantidade
terapeuticamente eficaz da composigdo compreende o peptideo
em uma concentracdo variando de aproximadamente 0,1 pg/mL a
aproximadamente 50 pg/mL.

24. Composicdo, de acordo com a reivindicagdao 20,

30 caracterizada pelo fato de que o peptideo da composigdo &
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ID. de SEQ. N°: 2, ID. de SEQ. N°: 3, ID. de SEQ. N°: 5, ID.
de SEQ. N°: 6, ID. de SEQ. N°: 7, ID. de SEQ. N°: 8, ID. de
SEQ. N°: 9, ID. de SEQ. N°: 10, ID. de SEQ. N°: 11, ID. de

SEQ. N°: 12, ou ID. de SEQ. N°: 15.
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Listagein de Sequéncia

<110>» Harris, Scott M.
Zhang, Lijuan
Falla, Timothy J.

¢170> PEPTIDEOS BIOATIVOS CURTOS PARA MODULACAO
CELULAR E IMUNOLOGICA

’

<130> 1118L.0035.00PCCO

<150> &0/B78,849
<131>  ps/01/2007

<160> 15

<170> Patentin mnaversio 3,4
<210> 1

<211 19

<21l2> PRT

<213> Hyalophora cecropia

<400> 1

Met Pro Lys Glu Lys Val Phe Leu Lys fle Glu Lys Met Gly Arg Asn
1 5 10 15

Ile Arg Asn

<210> 2

<Z211> 9

<212> PRT

<213>» Hyalophora cecropia
<400> 2

Glu Liys Met Gly Arg Asn Ile Arg Asn

1 5
<Z2iUs> 3
«2il> 7

212> PRT

<2i3> Hyalophora cencropia

& O o 5]
e R A =

Met Gly Arg Asn lle Arg Asn

1 5
“Z2i0» 4
<211>» 6

<2iz2> PRT
<213> Hyalophora cecropia

<400> 4
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Gily Arg Asn Ile Arg Asn
1 5

<2il> %

<2il> 9

<212> PRT

<213> Hyalophora cecropia

<40CG> &5

Val Phe Leu Lys Tle Glu Lys Met Gly
1 5

<210> &8

<2i1> 5

<212> PBRT

<213> Hyalophora cecropia

<400> §

Lys Ile Glu Lys Met Gly
1 5

<210> 7

«2ll> 7

<Ziz> BRT

<213> Hyalophora cecropia
<400> 7

Yal Phe Leu Lys Ile Glu Lys

1 5
<210> 8
<2ll> g

<212> PRT
<213> Hyalophora cecropia

<400> B

Lys Glu Lys Val Phe Leu Lys Tle Glu

1 5

<210> 9

<211> 1%

<212> PRT

<213> Hyalophora cecropia

<400> 9

Lys Ile Glu Lys Met Gly Arg Asn Ile Arg Asn
1 5 10
<210> 10

<211> 14

<212> PRT
<213> Hyalophora cecrocpila
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<400> 10

Met Pro Lys Glu Lys Val Phe Leu Lys Ile Glu Lys Met Gly
1 5 10

<210>» 11

«<211> %

<212> pRT .
<213> Hyalcphora ce&cropia

<400> 11

Pro Lys Glu Lys val
1

(;I

<210> 12

<211> 5

<212» PBRT

<213» Hyalophora cecropla

<400> 12

Met Pro Lys Glu Lys
1 3
<210> 13

<211»> 12
<212» PRT
<213> Hyalophora cecropia

<400> 13
Leu Lys Ile Glu Lys Met Gly Arg Asn Ile Arg Asn
1 5 10
<210> 14

<211> 8

<212> PRYT

<213> Hyalophora cecropia

<400> 14

Lys Met Gly Arg Asn Ile Arg Asn

1 5

<210> 15

<211> 4

<212> PRT
<213> Hyalophora cecropia

<400> 15

Pro Lys Glu Lys
1
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Fig. 2

Expresséao IL6

Expressao de IL6 induzida por UVB em
Células Epiteliais da pele

1.6

0 10 25 35
Exposi¢cido a UVB (segundos)
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Fig. 3

IL6 (OD450)

Efeito de peptideos curtos ha expressao de IL6 em
células epiteliais da pele induzidas por UVB

e e v seiaF

Em Tratado HB-107 HB-802 HB-1410 HB-801
repouso por UV
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PEPTIDEOS BIOATIVOS CURTOS PARA MODULAQKO CELULAR E
IMUNOLOGICA

Peptideos tendo quatro a quatorze residuos gue possuem
atividade bioldgica sdo divulgados. Estes peptideos
constituem fragmentos curtos do peptideo HB-107 (ID. de SEOQ.
Neo . 1), que o prdéprio €& um fragmento da proteina
antimicrobiana cecropina B, e exibem propriedades
estimulatérias, migratdrias e anti-inflamatdrias celulares.
Como queratindcitos sdo especialmente sensiveis a estes
efeitos, os peptideos divulgados compreendem um agente Gtil
para o tratamento médico de ferimento & pele, tal como
Glceras diabéticas. Os peptideos s3o também eficazes em
prevenir e reverter dano a superficie da pele resultando de
varios insultos ambientais. De forma importante, os efeitos
terapéuticos dos peptideos manifestam em concentracdes
iguais ou maiores que as do peptideo HB-107, e assim
representam um meio menos caro, mais versatil para
desenvolver terapias eficazes. Os métodos para a producdo e

uso destes peptideos sido também divulgados.
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