(12) FASCICULO DE PATENTE DE INVENCAO

(11) Numero de Publicacio: PT 2060265 E

(51) Classificagdo Internacional:
A61K 38/17 (2013.01) CO7K 14/47 (2013.01)
A61P 25/28 (2013.01) AB61P 9/10(2013.01)
AG1P 27/16 (2013.01) A61P 1/18(2013.01)

(22) Data de pedido: 2003.06.09

(30) Prioridade(s): 2002.06.07 US 165250

(43) Data de publicagéo do pedido: 2009.05.20

(45) Data e BPI da concessdo: 2013.10.09

227/2013

(73) Titular(es):

XIGEN INFLAMMATION LTD.

ARCH. MAKARIOU Ill 195 NEOCLEOUS HOUSE
3030 LIMASSOL CcYy

(72) Inventor(es):
CHRISTOPHE BONNY CH

(74) Mandatario: A )
ANTONIO INFANTE DA CAMARA TRIGUEIROS DE ARAGAO
RUA DO PATROCINIO, N¢ 94 1399-019 LISBOA PT

(54) Epigrafe: INIBIDORES PEPTIDICOS DA VIA DE TRANSDUGAO DE SINAL DA JNK,

PERMEAVEIS EM CELULAS
(57) Resumo:

A INVENCAO PROPORCIONA PEPTIDOS PERMEAVEIS EM CELULAS QUE SE LIGAM A
PROTEINAS JNK E INIBEM OS EFEITOS MEDIADOS POR JNK, EM CELULAS EXPRESSANDO A

JNK.



RESUMO

“INIBIDORES PEPTIDICOS DA VIA DE TRANSDUGCAO DE SINAL DA JNK,
PERMEAVEIS EM CELULAS”

A invencdo proporciona péptidos permedveis em células que
se ligam a proteinas JNK e inibem os efeitos mediados por JNK,

em células expressando a JNK.



DESCRICAO

“INIBIDORES PEPTIDICOS DA VIA DE TRANSDUGCAO DE SINAL DA JNK,
PERMEAVEIS EM CELULAS”

CAMPO DA INVENGAO

Esta invencado refere-se, de um modo geral, a inibidores de
proteina <cinases e, mais especificamente, a inibidores da

proteina cinase, cinase do terminal amina de c-Jun.

ANTECEDENTES DA INVENQAO

A cinase do terminal amina de c¢-Jun (JNK) é um membro do
grupo activado pelo stress das proteina cinases activadas pelo
mitogénio (MAP). Estas cinases tém sido associadas ao controlo
do crescimento e a diferenciacdo celular e, de um modo mais
geral, a resposta de células a estimulos ambientais. A via de
transdugdo de sinal da JNK ¢é activada em resposta a stress
ambiental e pelo envolvimento de varias classes de receptores da
superficie celular. Estes receptores podem incluir receptores de
citocinas, receptores serpentina e receptores de tirosina
cinases. Em células de mamifero, a JNK foi associada a processos
bioldgicos, tais como a transformacdo oncogénica e a mediacdo de
respostas adaptativas a stress ambiental. A JNK tem sido,
também, associada a modulacéao de respostas imunitarias,

incluindo maturacdo e diferenciacdo de células 1imunitarias,



assim como efectivacdo da morte celular programada, em células

identificadas para a destruicdo pelo sistema imunitério.

O documento WO 98/44106 divulga a identificacdo e a
caracterizacdao de Islet-Brain I humano e de rato (IB 1), um
activador transcricional que estd envolvido no controlo dos
genes GLUT2 e a insulina por interacgdo com o8 elementos
reguladores em cis homélogos dos promotores de GLUT2 e a
insulina. O ADNc de IBl1 de rato codifica uma proteina com 714
aminodcidos e o ADNc IB1 humano uma proteina com 711
aminodcidos. E divulgada a utilizacdo de polipéptidos, 4&cidos
nucleicos, agonistas e antagonistas de IBl no tratamento ou no
diagnéstico de diabetes, doencas neuroldgicas, tais como
deméncia e/ou parkinsonismo, inibicao/promocdo da apoptose e

cancro.

0O documento WO 98/49188 descreve a proteina I de interaccao
com JNK (JIP-I), um inibidor da proteina JNKI e métodos de
tratamento de um estado patoldgico ou de prevencao da ocorréncia
de um estado patoldégico num doente pela administracao de uma
quantidade terapeuticamente eficaz de polipéptidos, péptidos,

miméticos de peptidos ou acidos nucleicos JIP-I.

SUMARIO DA INVENGAO

A presente invencdo ¢é parcialmente baseada na identificacéo
de péptidos que sao inibidores eficazes de proteinas JNK. Os
péptidos, agqui designados como inibidores de péptidos JNK,
reduzem os efeitos de proliferacadao celular da cinase do terminal

amina de c-Jun (JNK), a jusante.



Consequentemente, a invencao inclui péptidos inibidores da
JNK  (“péptidos JNKI”), assim como péptidos quiméricos que
incluem um péptido inibidor da JNK ligado a um péptido
transportador, o qual pode ser utilizado para direccionar um
péptido no qual esteja presente para uma localizacdo celular
pretendida. A sequéncia de transporte pode ser utilizada para
direccionar o transporte do péptido através da membrana
plasmatica. Alternativamente ou adicionalmente, o péptido
transportador pode ser utilizado para direccionar o péptido para

uma localizacdo intracelular pretendida, tal como o nucleo.

Os péptidos inibidores da JNK podem estar presentes como

como polimeros de D-aminodcidos.

A invencdo proporciona ainda péptidos para utilizacgdo num
método para prevenir ou tratar morte neuronal ou lesdes
cerebrais num individuo. O método inclui a administracao ao
individuo de um péptido biocactivo permedvel em células que
previna danos aos neurdénios ou a apoptose neuronal. Um péptido
biocactivo permedvel em células €&, por exemplo, um péptido
inibidor de JNK (”JNKI”). De um modo preferido, o péptido

biocactivo permedvel em células €& SEQ ID N°: 3, 4, 6, ou 22.

A morte neuronal ou as lesdes cerebrais sao causadas por
isquemia cerebral. Assim, num aspecto, o péptido é administrado
antes do individuo sofrer um evento isguémico. Num outro
aspecto, o péptido ¢é administrado apds o individuo sofrer um

evento isquémico. O evento isquémico é, e. g., crdnico ou agudo.

A morte neuronal ou as lesdes cerebrais sao causadas por
outros mecanismos excitotdéxicos. Deste modo, num aspecto, o

péptido é administrado antes do individuo sofrer um mecanismo



excitotdéxico. Num outro aspecto, o péptido é administrado apds o

individuo sofrer um mecanismo excitotdxico. 0 mecanismo
excitotdxico pode ser, e. g., danos cerebrais
hipdéxicos/isquémicos, danos cerebrais traumaticos, morte

neuronal resultante de episddios epilépticos e varios disturbios

neurodegenerativos, tal como a doencga de Alzheimer.

Em alguns aspectos, a administracdao dos péptidos pode
ocorrer por dqualgquer via de administrag¢dao seleccionada de:
intrauricular, intraperitoneal, nasal, intravenosa, oral e

distribuicdo por emplastro.

De entre as vantagens proporcionadas pela invencdo estada o
facto dos péptidos inibidores da JNK serem pequenos e poderem

ser produzidos facilmente, em grandes quantidades e com pureza

elevada. Os péptidos inibidores sdo, também, resistentes a
degradacao intracelular e sao fracamente imunogénicos.
Consequentemente, 0S péptidos estao bem adequados para

aplicacgdes in vitro e in vivo, em que é pretendida a inibicdo da

expressao da JNK.

A menos que definido de outra forma, todos os termos
técnicos e cientificos utilizados aqui tém o mesmo significado
que o normalmente entendido por um especialista na técnica a
qual esta invencédo pertence. Embora na realizag¢do ou no teste da
presente invencdo possam ser utilizados métodos e materiais
semelhantes ou equivalentes aos aqui descritos, sao descritos
abaixo métodos e materiais adequados. Além disso, os materiais,
métodos e exemplos sao apenas ilustrativos e nao pretendem ser

limitativos.



Outras <caracteristicas e vantagens da invengdo serao
evidentes a partir da descricdao detalhada e das reivindicacdes

seguintes.

BREVE DESCRIGCAO DOS DESENHOS

As FIG. 1A-C sao diagramas mostrando alinhamentos das
regides conservadas do dominio JBD nos factores de transcricgao

indicados.

A FIG. 2 é um diagrama mostrando alinhamentos dos péptidos

de fusado TAT-IB genéricos.

A FIG. 3 €& um histograma representando a inibicdo da morte
de células B pelo dominio JBD minimo do IB1, com 23 aminodcidos
de comprimento, em comparacdo com o dominio JBD completo, com

280 aminoacidos.

A FIG. 4 é uma i1lustracao mostrando os efeitos dos péptidos
TAT, TAT-IB1 e TAT-IB2 sobre a fosforilacao de JNK
recombinantes. O painel A mostra a inibicdo da fosforilacao de
c-Jun, ATF2 e Elkl por JNK recombinantes, in vitro. O painel B
mostra experiéncias de resposta a dose, semelhantes as do painel

A.

A FIG. 5 é um histograma representando a inibicdo da
fosforilagcdo de L-TAT-IB por JNK recombinantes. O painel A
mostra a inibicdo da fosforilacao de c-Jun, ATF2 e Elkl por JNK
recombinantes, por L-TAT-IB, 1in vitro, na presenca de MKK4. O
painel B mostra experiéncias de resposta a dose semelhantes, com

MKK7.



A FIG. 6 ¢é uma ilustracao mostrando a inibicdo da

fosforilagao de c¢c-Jun por JNK activadas.

A FIG. 7 é um histograma representando a inibicd&o a curto
prazo da morte de células R pancredticas, induzida pela IL-183,

pelos péptidos I-TAT-IRB.

A FIG. 8 é um histograma representando inibicdo a curto
prazo da morte de células R pancredticas, induzida pela IL-1R3,

pelos péptidos D-TAT-IRB.

A FIG. 9 é um histograma representando inibicdo a 1longo
prazo da morte de células R pancredticas, induzida pela IL-1R3,

pelos péptidos L-TAT-IB1 e D-TAT-IB1.

A Fig. 10 é um histograma representando a inibig¢do da morte
de células WiDr do <cancro do c¢délon humano, induzida por

irradiacgao, pelos péptidos L-TAT-IB1 e D-TAT-IB1.

A Fig. 11 ¢é uma ilustracdo mostrando a modulacao da
actividade da cinase JMK pelos péptidos L-TAT, TAT-IBl1 e D-TAT-

IB1.

A Fig. 12 sao gréaficos representando os efeitos protectores
dos péptidos TAT-IBl1 em murganhos. O painel A mostra o efeito da
irradiagdo sobre o peso. O painel B mostra o efeito da

irradiacdo sobre os estados de edema e eritema.

A Fig. 13 é uma figura representando o efeito protector de
D-JNK1 na perda de audig¢do induzida por ruido. O painel A mostra

uma representacdo esquemdtica da experiéncia, o painel B mostra



um grafico da perda de audicdo, os painéis C e D representam,
respectivamente, o exame histoldégico do ouvido contralateral

(controlo) e injectado com D-JNKI1.

As FIG. 14 A e B sao figuras representando o efeito
protector de D-JNK1 na perda de audicgao induzida por

antibidtico.

A  Fig. 15 é um grafico de barras representando a
recuperacao aumentada de 1lhéus pancredticos submetidos ao

tratamento com D-JNK1 durante o processo de isolamento.

A FIG. 16A é uma ilustracadao mostrando a sensibilidade e a
especificidade dos péptidos inibidores da JNK (JNKI) da presente
invencao contra a activacdo e a acgado da JNK. A FIG. 16A mostra
o efeito inibidor de L-JNKI1l e D-JNKI1l sobre a activacao e accéao
da JNK em ensaios de c¢inase com, respectivamente, JNKlal

recombinante e GST-Jun e substratos GST-Elkl.

A FIG. 16B é uma 1ilustracdo mostrando a sensibilidade e
especificidade dos péptidos inibidores da JNK (JNKI) da presente
invencao contra a activacdo e acc¢ao da JNK. A FIG. 16B mostra o
efeito inibidor da sequéncia minima de JIP-IR1, inibidora da
JNK, com 20 aminodcidos (forma L de JBD;) em experiéncias de
resposta a dose, utilizando condig¢des semelhantes as da FIG. 16A

e com quantidades decrescentes de L-JBDjg.

A FIG. 16C é uma 1ilustracadao mostrando a sensibilidade e
especificidade dos péptidos inibidores da JNK (JNKI) da presente
invencao contra a activacdo e accao da JNK. A FIG. 16C mostra a

especificidade dos péptidos JNKI da presente invencgcdao no



bloqueio de activacgdo da JNK, utilizando ensaios de cinase com

diferentes cinases recombinantes.

A Fig. 17A é uma ilustracao mostrando a activacao da JNK
induzida por N-metil-D-aspartato (“NMDA”), em neurdénios néao
tratados (0) e em neurdnios expostos a 100 pM de NMDA, durante

10 minutos (10’) ou durante 30 minutos (307).

A Fig. 17B é uma ilustracdo que mostra os efeitos dos
péptidos JINKI da presente invencado sobre o nivel da fosforilacéao
de c¢c-Jun e a quantidade da JNK apds exposicdo a NMDA. Na
FIG. 17B, foi aplicada 4 vezes mals proteina nos extractos
nucleares (Nucl), do qgue nos citoplasmaticos (Cyt) e as
abreviaturas utilizadas sao: C: Controlo; N: NMDA;

L: L-JNI1 + NMDA; D: D-JNKI1 + NMDA.

A Fig. 17C é um histograma que representa a quantificacao
da expressao de c¢-fos por PCR em tempo real, utilizando ARN
extraido. A FIG. 17C ilustra a expressdo de c-fos em relacdo a

actina.

A Fig. 18 sao ilustracgdes e um histograma representando a
evolucdo ao longo do tempo da neurotoxicidade de NMDA e da
neuroproteccao por L-JNKI1l, D-JNKI1 e dois péptidos de controlo,
TAT-vazia (apenas a sequéncia TAT, sem JBD;;) e L-JNKIl-mut (em

que 6 aminodcidos foram transformados em alanina).

As FIG. 18A-18E sdo uma série de micrografias representando
neurdénios corados com Hoechst, as 24 horas apds o tratamento com

NMDA .



A FIG. 18F ¢é um histograma representando a morte neuronal
as 12 h, 24 h e 48 h apds a exposicao a NMDA (100 puM de NMDRZ),

como indicado pela actividade de LDH.

A Fig. 19 sao ilustracgdes e um histograma representando a

isquemia transiente em murganhos.

A Fig. 19A mostra o efeito sobre o volume do enfarte de um
pré-tratamento, no qual foi administrada uma injeccao
intracerebroventricular (icv) de D-JNKI1 (15,7 ng em 2 pL de
solucao de tampdo de fosfato (PBS)), a um individuo, 1 hora antes

da oclusao.

A FIG. 19B mostra o efeito sobre o volume do enfarte,
qgquando a 1injeccdo icv de D-JKNI1 foi administrada 1 hora antes

da oclusdao ou 3 horas, 6 horas e 12 horas apds a oclusao.

A FIG. 20 sao ilustragdes e um histograma mostrando a
protecgao por D-JNKI1 contra isquemia focal permanente em ratos
jovens (P14) que tinham sido perfundidos 24 Thoras apds a

oclusao.

A FIG. 20A é uma série de ilustragdes qgue representam
exemplos de lesdes de um rato de controlo (painel esquerdo) e de
um rato tratado com D-JNEI1l, 6 horas apds a oclusao (painel

direito).

A FIG. 20B ¢é um histograma representando os volumes de
enfarte, expressos como % do volume hemisférico, apds a injeccéo
intraperitoneal (i. p.) de D-JNKI1 a -0,5 h antes ou +6 h ou

+12 h apds a ocluséao.



A FIG. 20C & uma série de ilustracgdes representando os
resultados de imuno-histoquimica para P-c-Jun, em que c-Jun

estava fosforilado em muitos neurdénios no cdédértex peri-enfarte.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO

A presente invencdo é baseada, em parte, na identificacéao
de péptidos permedveis em células que inibem a via sinalizadora
activada da cinase do terminal amina de c¢-Jun (JNK). Estes
péptidos sao aqui designados como péptidos inibidores da JNK.
Adicionalmente, a identificacao proporciona métodos e
composicgdes farmacéuticas para o tratamento de patofisiologias

associadas a sinalizacado com JNK.

Foram identificados péptidos inibidores da JNK ©pela
inspecgao de alinhamentos de sequéncias entre os Dominios de
Ligacdo a kJNK em varias proteinas de ligacdo a insulina (IB).
Os resultados deste alinhamento sao mostrados nas FIG. 1A-1C. 2
FIG. 1A representa a regido com homologia mais elevada entre as
JBD de 1IBl1, 1IB2, c¢-Jun e ATF2. O painel B representa o
alinhamento da sequéncia de aminodcidos de JBD de IBl1 e IB2. Os
residuos totalmente conservados sao 1indicados por asteriscos,
enquanto que o0s residuos modificados para Ala no vector
GFP-JBD,3wyt Sdo0 indicados por circulos nédo preenchidos. A FIG. 1C
mostra as sequéncias de aminodcidos de proteinas gquiméricas que
incluem um dominio peptidico inibidor de JNK e um dominio de
transporte. No exemplo mostrado, o dominio de transporte ¢é
derivado do polipéptido TAT do virus da imunodeficiéncia humana
(HIV) e o péptido inibidor da JNK é derivado de um polipéptido
IBl. As sequéncias humana, de murganho e rato, nos Painéis B e

C, sao idénticas.
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A comparacao entre as sequéncias dos dominios de ligacao a
JNK de IR1 [SEQ ID N°: 171, IB2 [SEQ ID N°: 18], c—Jun
[SEQ ID N°: 19] e ATF2 [SEQ ID N°: 20] revelou uma sequéncia de
8 aminocdcidos parcialmente conservada (FIG. 1A). Uma comparacao
entre os JBD de IBl e IB2 revelou, adicionalmente, dois blocos
de sete e trés aminodcidos gque sao altamente conservados entre
as duas sequéncias. Estes dois blocos estdo contidos dentro de
uma sequéncia peptidica de 23 aminocdcidos em IB1 [SEQ ID N°: 1]
e de 21 aminoédcidos em IBR2 [SEQ ID N°: 2]. Na FIG. 1C é mostrada
a sequéncia minima de JIP-IB1, inibidora da JNK, com

20 aminoacidos (forma L de JBD;y (SEQ ID N°: 21)).

Os péptidos inibidores da JNK da invencado podem ser
utilizados em gqualuger situagcdo em que seja pretendida a
inibicdo da actividade de JNK. Isto pode incluir aplicacgdes in
vitro, ex vivo e aplicacgbes in vivo. Dado que a JNK e todas as
suas isoformas participam no desenvolvimento e no
estabelecimento de estados patoldégicos ou em vias, os péptidos
JNK podem ser utilizados para prevenir ou inibir a ocorréncia
desses estados patoldgicos. Isto inclui a ©prevengcdo e o0
tratamento de doencas e a prevencao e o tratamento de patologias
secunddrias as accgles terapéuticas. Por exemplo, os péptidos da
presente invencado podem ser utilizados para tratar ou prevenir,
e. g., diabetes, radiacdo ionizante, respostas imunitdrias
(incluindo doencas autoimunitarias), lesdes de
isquemia/reperfusdo, hipertrofias cardiacas e cardiovasculares e

alguns cancros (e. g., transformacao Bcr—-Abl).

Os péptidos podem também ser wutilizados para inibir a
expressao de genes cuja a expressao aumenta na presenga de um

polipéptido JNK ativo. Estes genes e produtos génicos incluem,
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e. g., citocinas pré—inflamatdrias. Essas citocinas sao

encontradas em todas as formas de doencas inflamatdrias, auto-

inflamatérias, imunitdrias e autoimunitédrias, doencas
degenerativas, miopatias, cardiomiopatias e rejeicao de
enxertos.

Os péptidos inibidores da JNK aqui descritos podem ser
também utilizados para tratar ou prevenir os efeitos associados
com O Stress de tensdao de corte celular, como nos estados
patolédgicos induzidos pelo hipertensdao arterial, incluindo
hipertrofia cardiaca e lesdes arteriosclerdticas e em
ramificagdes de  vasos sanguineos e semelhantes; radiacao
ionizante, como wutilizada em radioterapia e 1luz UV; radicais
livres; agentes lesivos para o ADN, incluindo farmacoss
gquimioterapéuticos; transformacdao oncogénica; danos nas células
pancredaticas e neuronais, perda de audicao, isquemia e

reperfusao; hipdxia; e hipo- e hipertermia.

Os ©péptidos inibidores da JNK, aqui divulgados, sSao
apresentados na Tabela 1. A tabela apresenta o nome do péptido
inibidor da JNK, assim como o seu nuUmero identificador da

sequéncia, comprimento e sequéncia de aminodcido.

TARELA 1
NOME DO PEPTIDO SEQ ID |AA |[Sequéncia
L-IB1 1 23 | DTYRPKRPTT LNLFPQVPRS QDT
L-IB2 2 21 |EEPHKHRPTT LRLTTLGAQD S
D-IB1 3 23 | TDQSRPVQPF LNLTTPRKPR YTD
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(continuacéao)

NOME DO PEPTIDO SEQ ID |AA|Sequéncia

D-IB2 4 21| SDQAGLTTLR LTTPRHKHPE E

L-IB (genérico) 5 19| XRPTTLXLXX XXXXXQDS/TX

D-IB (genérico) 6 19| XS/TDQXXXXXX XLXLTTPRX

L-TAT 7 10| GRKKRRQRRR

D-TAT 8 10| RRRQRRKKRG

L-genérico-TAT 9 17] XXXXRKKRRG RRRXXXX

D-genérico-TAT 10 17| XXXXRRRQRR KKRXXXX

L-TAT-IB1 11 35|GRKKRRQRRR PPDTYRPKRP TTLNLFPQVP RSQDT
L-TAT-IB2 12 33| GRKKRRQRRR PPEEPHKHRP TTLRLTTLGA QDS
L-TAT-IB 13 42| XXXXXXXRKK RRQRRRXXXX XXXXRPTTLX
(genérico) LXXXXXXXQD S/TX

D-TAT-IBR1 14 35|TDQSRPVQPF LNLTTPRKPR YTDPPRRRQR RKKRG
D-TAT-IB2 15 33|SDQAGLTTLR LTTPRHKHPE EPPRRRQRRK KRG
D-TAT-IB 16 42 | XTISDQXXXXXX XLXLTTPRXX XXXXXXRRRQ
(genérico) RRKKRXXXXX XX

EBl-longo 17 29| PGTGCGDTYR PKRPTTLNLF PQVPRSQDT
IB2-longo 18 2T|IPSPSVEEPH KHRPTTLRLT TLGAQDS

c¢—Jun 19 29| GAYGYSNPK! LKQSMTLNLA DPVGNLKPH

ATF2 20 29 |TNEDHLAVHK HKHBMTLKFG PARNDSVIV

L—JBDgyg 21 20| RPKRPTTLNL FPQVPRSQDT

D-JBD, 22 20| TDQSRPVQPF LNLTTPRKPR

L-TAT-JNKI1 23 32 |GRKKRRQRRR PPRPKRPTTL NLFPQVPRSQ DT
(i. e., L-TAT-

JBD2p)

D-TAT-JNKI1 24 32| TDQSRPVQPF LNLTTPRKPR PPRRRQR RKKRG
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(continuacéao)

NOME DO PEPTIDO SEQ ID |AA|Sequéncia

(i. e., D-TAT-

JBD3p)

L-TAT-JNKI1 25 34| XXXXRKKRRQ RRRXXXXRPT TLXLXXXXXX XQDS/T
(genérico)

D-TAT-JNKI1 26 34| SITDQXXXXXXX LXLTTPRXXX XRRRQRRKKR XXXX
(genérico)

L—JBD,,—mut 27 20| RPKRPTAANA FPQVPRSQDT

D-JBD,,—mut 28 20| TDQSRPVAPF ANAATPRKPR

PEPTIDOS INIBIDORES DA JNK

Num aspecto, a invencado utiliza péptidos inibidores da JNK
No termo *“péptido” ndo estd implicito qualquer comprimento em
particular. Em algumas formas de realizacado, o péptido inibidor
da JNK tem menos de 280 aminodcidos de comprimento, e. g., menos
ou igual a 150, 100, 75, 50, 35 ou 25 aminoacidos de
comprimento. Em varias formas de realizacdo, o péptido inibidor
da ligag¢do a JNK inclui a sequéncia de aminodcidos de uma ou
mais das SEQ ID N°: 3, 4, 6 e 22. Numa forma de realizacdo, os
péptido péptidos inibidores da JNK ligam-se a JNK. Numa outra
forma de realizacdo os péptidos inibem a activacdao de, pelo
menos, um factor de transcricao activado da JNK, e. g. c-Jun,

ATF2 ou Elkl1.

Os péptidos inibidores da JNK podem ser polimeros de
D-aminodcidos. Por exemplo, em varias formas de realizacdo os

péptidos sao péptidos D retro-inversos. A expressao “isdmero
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retro-inverso” refere-se a um isdmero de um péptido linear, no
qual a direccdo da sequéncia € invertida, a expressao “isdmero
D-retro-inverso” refere-se a um isdmero de um péptido linear no
qual a direccgédo da sequéncia é invertida e a quiralidade de cada
residuo de aminocdcido ¢é invertida. Ver, e. g., Jameson et al.,
Nature, 368, 744-746 (1994); Brady et al., Nature, 368, 692-693
(1994). O resultado final da combinacdo de D-enantidmeros e da
sintese inversa consiste nas posicdes dos grupos carbonilo e
amina em cada ligacdao amida serem permutadas, enguanto gque a
posicao dos grupos da cadeia lateral em cada carbono alfa ¢é
preservada. A menos que indicado, especificamente, de outra
forma, ¢ presumido que qualguer sequéncia determinada de
L-aminodcidos da invencdo pode ser transformada num péptido D
retro—-inverso, pela sintese de um reverso da sequéncia, para a

sequéncia de L-aminodcidos nativa, correspondente.

Por exemplo, um péptido D retro-inverso tem a sequéncia

NH,—-TDQSRPVQPFLNLTTPRKPRYTD—coon [SEQ ID N°: 3] ou
NH,;-SDQAGLTILRLTTPRHKHPEE-coon [SEQ ID N°: 4]. Alternativamente,
um péptido D retro-inverso inclui a sequéncia
naz2- IDQSRPVQPEFLNLTTPRKPR—oon [SEQ ID N°: 2217 . Foi,

inesperadamente, verificado que os péptidos D-retro-inversos tém
varias propriedades uteis. Por exemplo, o0s péptidos D-TAT e
D-TAT-IB e D-TAT-JNKI entram nas células tao eficientemente
quanto os péptidos L-TAT e L-TAT-IB e D-TAT-JNKI e os péptidos
D-TAT e D-TAT-IB e D-TAT-JNKI sao mais estédveis do que os
L-péptidos correspondentes. Além disso, embora os D-TAT-IBR1
sejam ~10-20 vezes menos eficiente na inibicdo da JNK do que
L-TAT-IB e L-TAT-JNKI, estes sdo ~50 vezes mails estdaveils
in vivo. Além disso, os péptidos JNKI D-retro-inversos sao
resistentes a ©proteases. Finalmente, como ¢& adicionalmente

discutido abaixo, os péptidos D-TAT-IB e D-TAT-JNKI protegem da
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apoptose as células tratadas com interleucina 1 e submetidas a
radiacdao ionizante e estes péptidos sao uUteis no tratamento de
neurdénios, uma vez que a sequéncia TAT contém seis pares de
aminodcidos que tornam a sequéncia TAT extremamente sensivel as
proteases neuronais dque estdo envolvidas no processamento de
péptidos no sistema nervoso. Ver e. g., Steiner et al., J. Biol.
Chem. 267:23435 23438 (1992); Brugidou et al. Biochem. &
Biophys. Res. Comm. 214:685-693 (1995).

Um péptido inibidor da JNK inclui a sequéncia de
aminodcidos NH;-X,—-RPTTLXLXXXXXXXQDS/T-Xn—coos [SEQ ID N°: 5 e o0s
residuos 17-42 de L-TAT-IB, SEQ ID N°: 13, como mostrado na
FIG. 2]. Como aqgui wutilizado, X, pode ter =zero residuos de
comprimento ou pode ser uma porcgao contigua de residuos de
péptido derivados das SEQ IDN°: 1 e 21, de um modo preferido,
uma porg¢ado com entre 1 a 7 aminocdcidos de comprimento ou ter 10,
20, 30 ou mais aminocdcidos de comprimento. O residuo Uunico
representado por S/T pode ser Ser ou Thr na sequéncia genérica.
Numa forma de realizacdo adicional, um péptido inibidor da JNK
da 1invencdo pode ser um péptido D retro-inverso, tendo a
sequéncia ym—Xn—S/TDQXXXXXXXLXLTTPR-X,—coon [SEQ ID N°: 6] e oOs
residuos 17-42 de L-TAT-IB, SEQ ID N°: 16, como mostrado na

FIG. 2].

Os péptidos inibidores da JNK sao obtidos ou produzidos por
métodos bem conhecidos na técnica, e. g., sintese qguimica,
métodos de engenharia genética, como discutidos abaixo. Por
exemplo, pode ser sintetizado um péptido correspondente a uma
porgdo de um péptido inibidor da JNK, incluindo uma regidao ou
dominio pretendido ou que medeia a actividade ©pretendida

in vitro, pela utilizacdo de um sintetizador de péptidos.
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Um péptido inibidor da JNK candidato € analisado por
andlise da hidrofilicidade (ver, e. g., Hopp e Woods, 1981. Proc
Natl Acad Sci USA 78: 3824-3828) que pode ser utilizada para
identificar as regides hidrofdébicas e hidrofilicas dos péptidos,
auxiliando, deste modo, na concepgao de substratos de
manipulagdo experimental, tais como em experiéncias de ligagao,
sintese de anticorpos. Pode ser, também, realizada andlise
estrutural secunddria, para identificar regides de um péptido
inibidor da JNK gue assumem motivos estruturais especificos. Ver
e. g., Chou e Fasman, 1974. Biochem 13: 222-223. A manipulacéao,
a traducdo, a previsdo da estrutura secundaria, os perfis
hidrofilicidade e hidrofobicidade, a previsdao e o delineamento
da grelha de leitura aberta e a determinacdao das homologias de
sequéncia podem ser realizados, utilizando programas
informaticos para computador, disponiveis na técnica. Podem ser,
também, utilizados outros métodos de andlise estrutural,
incluindo, e. g., cristalografia de raios X (Ver, e. g. Engstrom,
1974. Biochem Exp Biol 1l1l: 7-13),; espectroscopia de massa e
cromatografia gasosa (ver. e. g., METHODS IN PROTEIN SCIENCE,
1997. J. Wiley and Sons, Nova Iorque, NI) e modelacao
computacional (Ver, e. g., Fletterick e Zoller, eds., 1986.
Computer Graphics and Molecular Modeling, Em: CURRENT
COMMUNICATIONS IN MOLECULAR BIOLOGY, Cold Spring Harbor

Laboratory Press, Cold Spring Harbour, NI).

Sao também incluidos na invencao derivados, fragmentos,

homélogos, andlogos e variantes de péptidos inibidores da JNK.

Os derivados ou os andlogos dos péptidos inibidores da JNK
incluem moléculas incluindo regides que sao substancialmente
homélogas aos péptidos, em varias formas de realizacgdo, com,

pelo menos, 95%, 98% ou, mesmo, 99% de identidade com uma
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sequéncia de aminodcidos de tamanho idéntico ou guando em
comparagao com uma sequéncia alinhada, em que o alinhamento é
realizado por um programa informdtico de homologia, conhecido na
técnica. Por exemplo, a identidade de sequéncia pode ser medida,
utilizando software de andlise de sequéncias (Sequence Analysis
Software Package of the Genetics Computer Group, University of
Wisconsin Biotechnology Center. 1710 University Avenue, Madison,

Wis. 53705), com os seus pardmetros por omissdo.

No caso de sequéncias polipeptidicas, as quails sejam menos
de 100% idénticas a uma sequéncia de referéncia, as posicdes
nao-idénticas sao, de um modo preferido, mas nao
necessariamente, substituic¢des conservadoras da sequéncia de
referéncia. As substituic¢des conservadoras incluem, tipicamente,
substitui¢des dentro dos grupos seguintes: glicina e alanina;
valina, isoleucina e leucina; &cido aspartico e &cido glutémico;
asparagina e glutamina; serina e treonina; lisina e arginina; e
fenilalanina e tirosina. Deste modo, sdo incluidos na invencéao
péptidos tendo sequéncias mutadas, de forma a gue estas
permanecam homdélogas, e. g., em termos de sequéncia, de funcgao e
de carédcter antigénico ou de outra funcdo, com uma proteina
tendo a sequéncia parental correspondente. Essas mutacdes podem
ser, por exemplo, mutagdes envolvendo alteragdes de aminodcido
conservadoras, e. g., alteracdes entre aminodacidos com
propriedades moleculares, de um modo geral, semelhantes. Por
exemplo, as permutas dentro do grupo alifdtico alanina, valina,
leucina e isoleucina podem ser consideradas como conservadoras.
Por vezes, a substituicdo da glicina por um destes pode ser,
também, considerada conservadora. Outras permutas conservadoras
incluem as dentro do grupo alifdtico do aspartato e glutamato;
dentro do grupo amida da asparagina e glutamina; dentro do grupo

hidroxilo da serina e treonina; dentro do grupo aromdtico da
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fenilalanina, tirosina e triptofano; dentro do grupo béasico da
lisina, arginina e histidina; e dentro do grupo contendo enxofre
metionina e cisteina. Por vezes, a substituicdo dentro do grupo
da metionina e da leucina pode ser, também, considerada como
conservadora. 0s grupos de substituicdo conservados preferidos
sdo aspartato—-glutamato; asparagina—-glutamina; valina-leucina-
isoleucina; alanina-valina; fenilalanina-tirosina; e

lisina-arginina.

Quando é referido que um polipéptido em particular tem uma
identidade percentual especifica em relacdo a um polipéptido de

referéncia com um comprimento definido, a identidade percentual

[ON

relativa ao péptido de referéncia. Deste modo, um péptido que
é¢ 50% idéntico a um polipéptido de referéncia que tem
100 aminocdcidos de comprimento, pode ser um polipéptido com
50 aminodcidos, que €& completamente idéntico a uma porgao com um
comprimento de 50 aminocdcidos do polipéptido de referéncia. Este
poderd ser, também, um polipéptido com 100 aminodcidos de
comprimento, o qual é 50% idéntico ao polipéptido de referéncia
ao longo da totalidade do seu comprimento. Obviamente, outros

polipéptidos irdo estar de acordo com 0s mesmos critérios.

Sao também proporcionados pela presente invencgdo, homélogos
de espécie dos péptidos divulgados. “Variante” refere-se a um
polipéptido que difere do polipéptido da presente invengao, mas
que conserva as suas propriedades essenciais. De um modo geral,
as variantes sdo, na sua globalidade, muito semelhantes e, em

muitas regides, idénticas ao polipéptido da presente invencéao.

EFm algumas formas de realizacdao, as sequéncias alteradas
incluem insercbes de forma a gque a sequéncia de aminoacidos

global seja alongada, enquanto a proteina conserva as
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propriedades de  transporte. Adicionalmente, as sequéncias
alteradas podem incluir eliminag¢des 1internas aleatdrias ou
planeadas que encurtam a sequéncia de aminodcidos global,

enquanto que a proteina conserva as propriedades de transporte.

Péptidos Quiméricos Incluindo um Dominio Inibidor da JNK e

um Dominio de Transporte

Num outro aspecto, a invencdao utiliza um péptido quimérico
que inclui um primeiro e segundo dominio. O primeiro dominio
inclui uma sequéncia de transporte, enquanto que o segundo
dominio inclui uma sequéncia inibidora da JNK, ligada por uma
ligacao covalente, e. g., uma ligacao peptidica, ao primeiro
dominio. Os primeiro e segundo dominios podem ocorrer em
qualgquer ordem no péptido e o péptido pode incluir um ou mais de

cada dominio.

Uma sequéncia de transporte € qualgquer sequéncia de
aminodcidos que direcciona um péptido no qual estd presente para
um destino celular pretendido. Deste modo, a sequéncia de
transporte pode direccionar o péptido através da membrana
plasmatica, e. g., desde o exterior da célula, através da
membrana plasmatica e para o) interior do citoplasma.
Alternativamente ou adicionalmente, a sequéncia de transporte
pode direccionar o péptido para uma localizacado pretendida
dentro da c¢élula, e. g., nucleo, ribossoma, ER, lisossoma ou

peroxissoma.

EFm algumas formas de realizacao, o péptido transportador é
derivado de uma sequéncia de translocagao membranar conhecida.

Por exemplo, o péptido transportador pode incluir sequéncias da
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a proteina TAT do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) 1. Esta
proteina ¢é descrita, e. g., nas Patentes US N° 5804604 e
5674980. O péptido inibidor da JNK estd ligado a alguns ou a
todos aminodacidos da totalidade dos 86 aminoacidos que
constituem a proteina TAT. Por exemplo, pode ser utilizado um
fragmento ou uma porgado funcionalmente eficaz de uma proteina
TAT que tem menos de 86 aminoacidos, a qual apresenta
incorporacao em células e a qual, opcionalmente, se incorpora no
nucleo de célula. Ver e. g., Vives et al., J. Biol. Chem., 272
(25):16010-17 (1997). Numa forma de realizacao, o fragmento
inclui um péptido contendo os residuos 48-57 da TAT, e. 4.
NH;-GRKKRRQRRR—cooz [SEQ ID N°: 7] ou uma sequéncia TAT genérica
NH,—-X,-RKKRRQRRR—-X,—coon [SEQ ID N°: 97. Pode ser definido
adicionalmente um péptido TAT, que inclui a regido que medeia a
entrada e a incorporacdo nas células, wutilizando técnicas
conhecidas. Ver, e. g., Franked et al., Proc. Natl. Acad. Sci,

USA 86: 7397-7401 (1989).

A sequéncia TAT pode ser ligada a extremidade do terminal N
ou ao terminal C da sequéncia 1inibidora da JNK. Pode ser
adicionada uma charneira de dois residuos de prolina entre TAT e
péptido inibidor da JNK, para criar o péptido de fusdo completo.
Por exemplo, o0s péptidos de fusdo D retro-inversos podem ser o
péptido D-TAT-IB1 [SEQ ID N°: 147, @) péptido D-TAT-IB2
[SEQ ID N°: 15] ou péptido D-TAT-IB genérico [SEQ ID N°: 16].
Alternativamente, os péptidos de fusao D retro-inversos podem
ser o péptido D-TAT-JNKI [SEQ ID N°: 22] ou péptido D-TAT-JNKI
genérico [SEQ ID N°: 26]. O péptido TAT pode ser um péptido D
retro—-inverso tendo a sequéncia iz~ Xn—RRRQRRKKR-X,—coon
[SEQ ID N°: 10]. Nas SEQ ID N°: 5-6, 9-10, 13, 16 e 25-26, o

numero “X” de residuos ndo estd limitado ao representado e pode
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igualar qualguer numero de residuos de aminodcido, incluindo o

zero e podem variar, como descrito acima.

A sequéncia de transporte pode ser uma Unica (i. e.,
continua) sequéncia de aminodcidos, presente na sequéncia TAT.
Alternativamente, esta pode ser duas ou mais sequéncias de
aminodcidos, as quails estdo presentes na proteina TAT, mas que
na proteina de ocorréncia natural estdo separadas por outras
sequéncias de aminodcidos. Como aqui wutilizado, proteina TAT
inclui uma sequéncia de aminodcidos de ocorréncia natural gque é

a mesma que a da proteina TAT de ocorréncia natural ou sua

proteina funcional equivalente ou 0s seus fragmentos
funcionalmente equivalentes (péptidos) . Essas proteinas
equivalentes funcionais ou fragmentos funcionalmente

equivalentes possuem actividade de incorporacao na célula e no
nucleo celular, que € substancialmente semelhante a da proteina
TAT de ocorréncia natural. A proteina TAT pode ser obtida a
partir de fontes de ocorréncia natural ou ser produzida,

utilizando técnicas de engenharia genética ou sintese quimica.

A sequéncia de aminodcidos da da proteina TAT de HIV de
ocorréncia natural pode ser modificada, por exemplo, por adicgao,
eliminacdo e/ou substituicdo de, pelo menos, um aminoacido
presente na proteina TAT de ocorréncia natural, para produzir a
proteina TAT modificada (aqui também designada como proteina
TAT). Pode ser produzida proteina TAT ou andlogos de péptidos
TAT modificados, com estabilidade aumentada ou reduzida,
utilizando técnicas conhecidas. Em algumas formas de realizacao,
as proteinas ou o0s péptidos TAT incluem sequéncias de
aminodcidos gque sao substancialmente semelhantes, embora néao
idénticas, as das proteinas TAT de ocorréncia natural ou as suas

porgdes. Além disso, podem ser adicionados colesterol ou outros
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derivados 1lipidicos a proteina TAT, para produzir uma TAT

modificada, tendo solubilidade membranar aumentada.

As variantes da proteina TAT podem ser concebidas para
modular a localizagdao intracelular do péptido TAT-inibidor da
JNK. Quando adicionadas exogenamente, essas varilantes sao
normalmente concebidas de forma a que seja conservada a
capacidade da TAT para entrar nas células (i. e., que a
incorporagao da proteina TAT ou do péptido variante na célula
seja, substancialmente, semelhante a da TAT do HIV de ocorréncia
natural). Por exemplo, a alteracdo da regido bédsica que se
considera importante para a localizacgcdao nuclear (ver, e. g.,
Dang e Lee, J. Biol. Chem. 264:18019-18023 (1989); Hauber
et al., J. Virol. 63:1181-1187 (1989); Ruben et al., J. Virol.
63:1-8 (1989)) pode resultar numa localizacdo citoplasmatica ou
numa localizacgao parcialmente citoplasmédtica da TAT e,
consequentemente, do péptido inibidor da JNK. Alternativamente,
pode ser introduzida na TAT uma sequéncia para a ligagao a um
componente ou compartimento citoplasmatico ou qualguer outro
(e. g., reticulo endoplasmdtico, mitocdndria, aparelho de Golgi,
vesiculas lisossdémicas), para manter a TAT e o péptido inibidor
da JNK no citoplasma ou em qualquer outro compartimento, para
conferir regulacdao apds a incorporacao da TAT e do péptido

inibidor da JNK.

Outras fontes de péptidos transportadores incluem, e. g.,
VP22 (descrita, e. g., no documento WO 97/05265; Elliott e
O’Hare, Cell 88: 223-233 (1997)) ou proteinas nao-virais
(Jackson et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 10691-10695
(1992)).
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A sequéncia inibidora da JNK e a sequéncia de transporte
podem ser ligadas por ligacao quimica, de qualquer forma
adequada, conhecida na técnica. Muitos métodos de reticulacao
gquimica conhecidos sdao nao-especificos, i. e.; estes néao
direccionam o ponto da ligacdo para qualquer local em particular
no polipéptido de transporte ou macromolécula de carregamento.
Consequentemente, a utilizacdo de agentes de reticulacéo
nao—-especificos pode atacar locais funcionais ou Dbloquear
estericamente locais activos, tornando as proteinas conjugadas

biologicamente inactivas.

Uma forma de aumentar a especificidade de ligacao consiste
em realizar, directamente, uma ligacdo guimica a um grupo
funcional gue ocorra apenas uma vez OU poucas vezes num ou em
ambos o0s polipéptidos a serem reticulados. Por exemplo, em
muitas proteinas, a cisteina, a gqual € o Unico aminoacido
proteico contendo um grupo tiol, ocorre apenas algumas vezes.
Também, por exemplo, se um polipéptido nado contiver quaisquer
residuos 1lisina, um reagente de reticulacdo especifico para
aminas primdrias serda selectivo para o terminal amina desse
polipéptido. A wutilizagao <com sucesso desta abordagem para
aumentar especificidade de 1ligacdao requer que o polipéptido
tenha, adequadamente, o0s residuos raros e reactivos em &areas da
molécula gque possam ser alteradas sem perda da actividade

biolbégica da molécula.

Os residuos de cisteina podem ser substituidos, guando
estes ocorrem em partes de uma sequéncia polipeptidica em que a
sua participacéao numa reacgao de reticulacao iria,
provavelmente, interferir de outra forma na actividade
bioldégica. Quando um residuo de cisteina ¢é substituido, ¢,

tipicamente, desejavel minimizar as modificag¢des resultantes no
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enrolamento do polipéptido. As modificag¢des no enrolamento do
polipéptido sdo minimizadas, quando a substituicdo é gquimica e
estericamente semelhante a <cisteina. Por estas razdes, ¢é
preferida a serina como uma substituigdo da cisteina. Como
demonstrado nos exemplos abaixo, pode ser introduzido um residuo
de cisteina na sequéncia de aminocdcidos de um polipéptido, para
finalidades de reticulacdo. Quando ¢é introduzido um residuo de
cisteina, ¢é ©preferida a introdugdao no terminal amina ou
carboxilo ou na sua proximidade. Estdo disponiveis métodos
convencionais para essas modificacdes da sequéncia de
aminodcidos, quer o polipéptido de interesse seja produzido por

sintese quimica, quer por expressao de ADN recombinante

A ligacao dos dois constituintes pode ser realizada através
de um agente de 1ligacdo ou de conjugacdo. Existem varios
reagentes de reticulacgao intermolecular que podem ser
utilizados, ver, por exemplo, Means e Feeney, CHEMICAL

MODIFICATION OF PROTEINS, Holden-Day, 1974, pp. 39-43. Entre

estes reagentes estao, por exemplo,
J-succinimidil 3-(2-piridilditio)propionato (SPDP) ou
N,N’-bismaleimida (1,3-fenileno) (sendo, ambos, altamente
especificos para grupos sulfidrilo e formam ligacdes

irreversiveis); N,N’-etileno-bis-(iodoacetamida) ou outro desses
reagentes tendo 6 para 11 pontes de carbono de metileno (as

quais séao, relativamente, especificas para grupos sulfidrilo); e

1,5-difluoro-2,4-dinitrobenzeno (o qual forma ligacgdes
irreversiveis com grupos amina e tirosina). Outros reagentes de
reticulacgéao uteis para esta finalidade incluem:
p,p’—-difluoro-m,m’-dinitrodifenilsulfona (a qual forma

reticulagdes irreversiveis com grupos amina e fendlicos);
dimetiladipimidato (o qual ¢é especifico para grupos amina);

cloreto de fenol-1,4-dissulfonilo (o qual reage, principalmente,
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com grupos amina); hexametilenodiisocianato ou diisotiocianato
ou azofenil-p-diisocianato (o qual reage, principalmente, com
grupos amina); glutaraldeido (o gqual reage com varias cadeias
laterais diferentes) e disdiazobenzidina (a qual reage,

principalmente, com tirosina e histidina).

Os reagentes de reticulacao podem ser homobifuncionais,
i. e., tendo dois grupos funcionais que sofrem a mesma reacgao.

Um reagente de reticulacao homobifuncional ©preferido é o

bismaleimido-hexano (“BMH”). O BMH contém dois grupos funcionais
maleimida, o©os gquals reagem, especificamente, com compostos
contendo sulfidrilo, sob condig¢des suaves (pH 6,5-7,7). 0Os dois

grupos maleimida sao ligados por uma cadeia de hidrocarbonetos.
Consequentemente, o BMH é Util para a reticulacao irreversivel

de polipéptidos que contém residuos de cisteina.

Os reagentes de reticulacgao podem ser, também,
heterobifuncionais. Os agentes de reticulacado heterobifuncionais
tém dois grupos funcionais diferentes, por exemplo, um grupo
reactivo com amina e um grupo reactivo com tiol, que irao

reticular duas proteinas tendo, respectivamente, aminas e tidis

livres. Séao exemplos de agentes de reticulacgéao
heterobifuncionais, succinimidil 4— (N-maleimidometil)ciclo-
hexano-l-carboxilolato (“smccmy, éster m-maleimidobenzoi-N-
hidroxisuccinimidico (“MBS") e butirato de succinimida
4—(p—maleimidofenilo) (“SMPB”), um andlogo de cadeia extendida

do MBS. O grupo succinimidilo destes agentes de reticulacéo
reage com uma amina primdria e a maleimida reactiva com tiol

forma uma ligacdo covalente com o tiol de um residuo cisteina.

Os reagentes de reticulacgao tém, fregquentemente, uma baixa

solubilidade em dgua. Pode ser adicionada uma parte hidrofilica,
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tal como, um grupo sulfonato, ao reagente de reticulacao, para
melhorar a sua solubilidade em &agua. Sulfo-MBS e sulfo-SMCC séao
exemplos de reagentes de reticulacdo modificados para a

solubilidade em &gua.

Muitos reagentes de reticulacao produzem um conjugado que
é, essencialmente, ndo-clivavel, sob condig¢des celulares. No

entanto, alguns reagentes de reticulacdao contém uma ligacao

covalente, tal como um persulfureto, que ¢é clivavel sob
condicgdes celulares. Por exemplo, o) reagente de Traut,
ditiobis(succinimidilpropionato) (“DSP") e

N-succinimidil 3-(2-piridilditio)propionato (“SPDP”) sao agentes
de reticulacdo clivaveis, Dbem conhecidos. A utilizacdo de um
reagente de reticulacdo clivavel permite a parte de carregamento
separar—-se do polipéptido de transporte, apds a distribuicdo na
célula alvo. A ligacao persulfureto, directa, pode ser, também,

uatil.

Estdo comercialmente disponiveis varios reagentes de
reticulacadao, incluindo os discutidos acima. Estdo facilmente
disponiveis instrugdes detalhadas para a sua wutilizacado, a
partir dos fornecedores comerciais. Uma referéncia geral em
reticulacdo de proteinas e preparacao de conjugados é: Wong,
CHEMISTRY OF PROTEIN CONJUGATION AND CROSS-LINKING, CRC Press
(1991).

A reticulacao quimica pode incluir a utilizacao de bracos
espacadores. Os bracos espacadores proporcionam flexibilidade
intramolecular ou ajustam as distédncias intramoleculares entre
as partes conjugadas e, deste modo, podem auxiliar a conservar a
actividade bioldégica. Um braco espagador pode estar sob a forma

de uma parte polipeptidica que inclui aminodcidos espacadores,
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e. g. prolina. Alternativamente, um braco espacador pode ser
parte do reagente de reticulacao, tal como em *“SPDP de cadeia
longa” (Pierce Chem. Co., Rockford, IL, N° de cat. 21651 H).

METODOS DE TRATAMENTO OU PREVENQAO DE DISTURBIOS

DISTURBIOS NEURONAIS

Sao também incluidos na invencao péptidos para utilizacao
nos métodos de tratamento ou de prevencado de disturbios
relacionados com a morte de células neuronais administrando a
uma célula ou a um individuo wuma composicdo de um péptido
biocactivo permedvel em células em que o péptido previne danos
aos neurdénios ou a apoptose neuronal. A composigao é por exemplo

o péptido da SEQ ID N°: 3, 4, 6, 14, 15, 16, 24 ou 26.

De um modo preferido, a composicdo funciona para inibir a
morte de células neuronais induzida por stress excitotdéxico ou
oxidativo. Uma célula neuronal ¢é qualquer célula derivada do
sistema nervoso central ou periférico, por exemplo, neurdnio,
neurite ou dendrite. A célula € feita contactar in vivo, ex vivo
ou in vitro. O individuo ¢, e. ¢g., qgqualquer mamifero, e. g.,

humano, primata, murganho, rato, cao, gato, vaca, cavalo, porco.

A morte da célula neuronal ¢é medida pelos métodos
conhecidos na técnica. Por exemplo, a morte celular &
determinads microscopicamente ou utilizando um indicador

quimico, tal como Calcein-am (Molecular Probes).

A excitotoxicidade ¢é o mecanismo principal subjacente a

morte neuronal no acidente vascular cerebral, danos cerebrais
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anéxicos e traumdticos sao excitotoxicidade. A excitotoxicidade
é desencadeada pela ativacao excessiva dos receptores
ionotrépicos do glutamato, particularmente, 0 subtipo de
receptor N-metil-D-aspartato, originando, desse modo, um influxo
rdpido de cCa?’ que desencandeia a morte celular. Ver e. g.,
Dirnagl et al., Trends Neurosci. 22:391-97 (1999); Zipfel
et al., J. of Neurotrauma 17:857-69 (2000).

Os métodos sado uteis aliviar os sintomas de varios dos
disturbios neuronais. O disturbio neuronal é agudo ou crodnico.
Os disturbios neuronais incluem os associados com um evento
excitotdéxico, tais como acidente wvascular cerebral isgquémico,
isquemia cerebral, danos cerebrais hipdxicos/isquémicos, danos
cerebrails traumdticos, morte neuronal resultante de episddios
epilépticos e morte neuronal associada com varios distudrbios
neurodegenerativos, tais como a doenca de Alzheimer, esclerose

lateral amiotrdfica (ALS) e doenca de Huntington.

A morte neuronal na isquemia cerebral estd associada com
mecanismos excitotdxicos. A isquemia cerebral (e. g., isguemia
cerebral global e isquemia cerebral focal) é devida a acidente
vascular cerebral, lesbdes na cabeca ou paragem cardiaca. A
isquemia cerebral global resulta de paragem cardiaca ou oclusao
bilateral da artéria cardétida. A isquemia cerebral focal resulta
de uma reducdo no fluxo sanguineo cerebral apds oclusao da
artéria cerebral. A 1isquemia cerebral focal resulta na morte
neuronal necrdtica por uma cascata patogénica complexa de
eventos que inclue esgotamento de energia, excitotoxicidade e
depolarizacado peri-infarte, assim como um mecanismo mais
retardado envolvendo apoptose e inflamacao. A isquemia cerebral
focal ©pode ser adicionalmente dividida em isquemia focal

trombdética ou embdlica. Um acidente vascular cerebral trombdtico
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ocorre quando as artérias cerebrais ficam obstruidas por um
coagulo de sangue que ¢é formado dentro do cérebro. Um acidente
vascular cerebral embdélico ¢é causado também por um artéria
obstruida por um codgulo, mas no acidente vascular cerebral
embdlico, o codgulo é formado num outro local que nédo o prdprio

cérebro

Os métodos aqui descritos originam uma reducdao na gravidade
ou o alivio de um ou mais sintomas de um disturbio neuronal, tal
como aqui descritos. Os disturbios neuronais sao diagnosticados
e/ou monitorizados, tipicamente por um médico utilizando

metodologias convencionais.

Os péptidos JNKI da invencao revelaram, como descrito nos
Exemplos, proporcionar niveis elevados de neuroprotecgado e além
disso, o nivel de proteccdao permanece alto mesmo quando O
péptido JINKI é administrado 6-12 horas apds o estabelecimento da
isquemia. Embora tenha sido demonstrada neuroproteccdo a 30-50%
com varios compostos administrados até 9 horas apds isquemia
(ver e. g., Fink et al., J. Cereb. Blood Flow Metab., 18:1071-76
(1998); Williams et al., Neuroreport, 13:821-24 (2002)), os
péptidos JNKI da presente 1invengao revelaram proporcionar
protecgcao quando administrados 12 horas apds o evento isquémico,

como descrito nos exemplos abaixo.

A maioria dos doentes que estdo a sofrer ou sofreram, um
evento excitotdéxico, tal como um acidente vascular cerebral
isquémico, procuram auxilio médico nas 3 a 6 horas apds o evento
excitotéxico. O intervalo de tempo disponivel para tratar ou
prevenir danos excitotdxicos, tal como os danos gue ocorrem num
evento isquémico, ¢é importante, dado que a activacao dos

mecanismos de morte celular pode demorar varias horas apds o

30



evento excitotdxico. Consequentemente, o agente terapéutico pode
ser administrado ao individuo antes sofrer um evento
excitotdéxico. Alternativamente, o agente terapéutico pode ser

administrado apds o individuo sofrer um evento excitotdxico.

O individuo pode ser, e. g., qualquer mamifero, e. g.,

humano, primata, murganho, rato, cao, gato, vaca, cavalo, porco.

COMPOSIGOES FARMACEUTICAS

Os agentes terapéuticos incluem, e. g.: gqualguer um ou mais
dos péptidos inibidores da JNK como aqui descritos e o0s seus

derivados, fragmentos, andlogos e homdlogos;

A  expressao “terapeuticamente eficaz” significa que a
quantidade do péptido inibidor que é, por exemplo, utilizada, é
uma quantidade suficiente para melhorar o disturbio associado

com a JNK,

Tratamento inclui a administracdo de um reagente gque modula
a actividade da cinase JNK, como definida acima. O termo
“modula” inclui a supressdao da expressdao da JNK quando esta é
sobreexpressa. Este inclui, também, a supressao da fosforilacéao
de c-Jun, ATF2 ou NFAT4, utilizando, por exemplo, um péptido de
qualquer uma ou mais das SEQ ID N°: 3, 4, 6 e 22 e
SEQ ID N°: 14, 15, 16, 24 e 26, como um inibidor competitivo do
local de 1ligacao natural de c-Jun, ATF2 e NFAT4, numa célula.
Deste modo inclui, também, a supressao dos complexos hetero e
homoméricos dos factores de transcricao constituidos por c-Jun,
ATF2 ou NFAT4 e o0s seus parceiros relacionados, tal como, por

exemplo, o complexo AP-1 que & constituido por c-Jun, AFT2 e
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c-fos. Quando um disturbio proliferativo celular estd associado
com a sobreexpressdao da JNK, podem ser introduzidos esses
péptidos inibidores da JNK supressores numa célula. Em alguns
casos, “modula” pode incluir o aumento da expressadao da JNK, por
exemplo, pela utilizacdo de um anticorpo especifico para o
péptido IB, gue Dbloqueia a 1ligacdo de um péptido IB a JNK,
prevenindo, deste modo, a 1inibicdo da JNK ©pelo péptido
relacionado com IB. 0Os péptidos inibidores da JNK, os péptidos
de fusdo e os &acidos nucleicos da invencado podem ser formulados
em composicdes farmacéuticas. Estas composicdes podem
compreender, além de uma das substidncias acima, um excipiente,
veiculo, tampdo estabilizador farmaceuticamente aceitdvel ou
outros materiais bem conhecidos dos especialistas na técnica.
Esses materiais deverdo ser nao-téxicos e nao deverao interferir
na eficdcia do ingrediente activo. A natureza precisa do veiculo
ou de outro material pode depender da via de administracao,
e. g. vias oral, intravenosa, cutédnea ou subcutédnea, nasal,

intramuscular, intraperitoneal, intrauricular ou emplastro.

As composicdes farmacéuticas para administracao oral podem
estar sob a forma de comprimido, céapsula, pdé ou liguido. Um
comprimido pode incluir um veiculo sdélido, tas como gelatina ou
um adjuvante. De um modo geral, as composicdes farmacéuticas
liquidas incluem um veiculo liquido, tais como 4&gua, vaselina,
6leos vegetais ou animais, &leo mineral ou déleo sintético. Pode
ser incluida uma solugdo salina fisioldgica de dextrose ou outra
solucdo de sacaridos ou glicdis, tais como etilenoglicol,

propilenoglicol ou polietilenoglicol.

Para injecg¢ao intravenosa, cutdnea ou subcuténea, ou
injeccdao no local da 1lesdo, o ingrediente activo estarda sob a

forma de uma solucdo aguosa, parentericamente aceitavel, a qual

32



é isenta de pirogénios e tem pH, isotonicidade e estabilidade
adequados. Os especialistas na técnica tém uma boa capacidade
para preparar solucg¢des adequadas, utilizando, por exemplo,
veiculos isoténicos, tais como Injeccao de Cloreto de Sdédio,
Injecgcdo de Ringer, Injecgao de Ringer com Lactato. Se
necessario, podem ser incluidos conservantes, estabilizantes,

tampdes, antioxidantes e/ou outros aditivos.

Se este for um polipéptido, péptido, outro composto
farmaceuticamente util de acordo com a presente invencao, que se
destina a ser administrado a um individuo, a administracao é
realizada, de um modo preferido, numa “quantidade
profilaticamente eficaz” ou numa “quantidade terapeuticamente
eficaz” (de acordo com o caso, embora a profilaxia possa ser
considerada terapia), sendo esta suficiente para apresentar um
beneficio para o individuo. A quantidade real administrada e a
velocidade e a evolucdao ao longo do tempo da administracdo, ira
depender da natureza e da gravidade do que estda a ser tratado. A
prescrigao do tratamento, e. g. decisdes sobre a dosagem etc.,
estd dentro da responsabilidade dos médicos de clinica geral e
de outros médicos e, tipicamente, tem em consideragdao o
disturbio a ser tratado, o estado do doente individual, o local
de distribuicdo, o método de administracdo e outros factores
conhecidos dos médicos. Em REMINGTON’S PHARMACEUTICAL SCIENCES,
162 edicdo, Osol, A. (ed), 1980, podem ser encontrados exemplos

das técnicas e protocolos referidos acima.

Alternativamente, podem ser utilizadas terapias
direccionadas, para distribuir mais especificamente o agente
activo a determinados tipos de células, pela wutilizacao de
sistemas direccionados, tais como ligandos especificos de

anticorpos ou células. O direccionamento pode ser desejavel por
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varios motivos; por exemplo, se o agente for inaceitavelmente
tdéxico ou se este requerer, de qualquer outra forma, uma dosagem
demasiado elevada ou se este nao for, de qualquer outra forma,

capaz entrar nas células alvo.

Alternativamente, o agente pode ser administrado numa forma
de precursor, para a conversao na forma activa por um agente de
activacdo produzido ou direccionado para as células a serem
tratadas. Este tipo da abordagem ¢é, por vezes, conhecida como
ADEPT envolvendo direccionar o agente de activacdo para as
células, por conjugagadao com um anticorpo especifico para uma

célula.

EXEMPLOS ESPECIFICOS

Exemplo 1: Identificagdo de Péptidos Inibidores da JNK

As sequéncias de aminocdcidos importantes para a interaccéo
eficiente com a JNK foram identificadas através de alinhamentos
de sequéncias entre JBD conhecidos. A comparagao entre as
sequéncias dos JBD de IB1 [SEQ ID N°: 17], IB2 [SEQ ID N°: 18],
c-Jun [SEQ ID N°: 19] e ATF2 [SEQ ID N°: 20] definiu uma
sequéncia de 8 aminodcidos pouco conservada (FIG. 1A). Uma vez
que os JBD de IBl1 e IB2 sao, aproximadamente, 100 vezes téao
eficientes quanto c¢c-Jun ou ATF2, na ligagcdo a JNK (Dickens
et al. Science 277: 693 (1997), foi considerado que os residuos
conservados entre IBl1 e IB2 devem ser importantes para conferir
uma ligacdo maxima. A comparacdo entre os JBD de 1B1 e 1IB2
definiu dois Dblocos de sete e trés aminodcidos, gque séo

altamente conservados, entre as duas sequéncias. Estes dois

blocos estao contidos no interior de uma sequéncia peptidica com

34



23 aminodcidos em IB1 [SEQ ID N°: 1] e 21 aminodcido em IB2
[SEQ ID N°: 2]. Estas sequéncias sao mostradas na FIG. 1B, os
tracejados na sequéncia IB2 indicam um espaco na sequéncia, de

forma a alinhar os residuos conservados.

Os péptidos inibidores da JNK (JNKI) da presente invencao
foram obtidos pela ligacdo do motivo de 1ligacdo a JNK, com
20 aminodcidos, de JIP-1/IB1l, agqui referido como JBD3p, a uma
proteina de transporte, tal como, por exemplo, a sequéncia

transportadora HIV_TAT4s-57, com 10 aminodcidos.

Exemplo 2: Preparagdo de Proteinas de Fusdo Inibidoras da

Foram sintetizadas proteinas de fusdao do inibidor da JNK,
por ligacdo covalente da extremidade do terminal C de JBD,; ou da
sequéncia com 21 aminodcidos derivada do JBD de IB2 (JBD;;) ou da
extremidade do terminal C da sequéncia de aminodcidos JBDzp, a um
péptido transportador do terminal N com 10 aminodcidos de
comprimento, derivado de HIV-TAT.;s 57 (Vives et al., J. Biol.
Chem. 272: 16010 (1997)), através de um espacador consistindo em
dois residuos de prolina. Este espacador foi wutilizado para
permitir a flexibilidade maxima e prevenir modificacdes

estruturais secunddrias nao pretendidas. Como mostrado na FIG. 1C

estas preparacgdes foram designadas, respectivamente, L-TAT
[SEQ ID N°: 7], L-TAT-1IB1 [SEQ ID N°: 117, L-TAT-IB2
[SEQ ID N°: 12] e L-TAT-JNKI1 [SEQ ID N°: 21]. Foram, também,

sintetizados péptidos de fuséo com a TAT constituida,
unicamente, por péptidos D retro-inversos e foram designados,
respectivamente, D-TAT [SEQ ID N°:8], D-TAT-IBl1 [SEQ ID N°: 14]
e D-TAT-JNKI1 [SEQ ID N°: 22]. Todos os péptidos D e L foram
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produzidos por sintese F-mock normal e foram, adicionalmente,
analisados por Espectrometria de Massa. Estes foram, finalmente,
purificados por HPLC. Para determinar os efeitos do espacador de
prolina, foram produzidos dois tipos de péptidos TAT, um com e
um sem duas prolinas. A adicdo das duas prolinas nado pareceu
modificar a entrada ou localizacdo do péptido TAT no interior

das células.

Na FIG. 2 sao apresentados péptidos genéricos, apresentando
0os residuos de aminodcido conservados. Um “X” indica um qualguer
aminodcido. O numero de X num determinado péptido nédo esta
limitado ao representado e ©pode variar (1. e., X pode
representar qualquer numero de residuos de aminodcido, incluindo
zero). Ver acima, para uma descrigcdo mais detalhada das

sequéncias genéricas.

Exemplo 3: Inibigdo da Morte de Células B por JBD;3

Foram, seguidamente, estudados os efeitos da sequéncia do
JBD de 1IBl, com 23 aminodcidos de comprimento, sobre as
actividades bioldgicas da JNK. A sequéncia com 23 aminoédcidos
foi ligada ao terminal N da Proteina Verde Fluorescente
(construcdo GFP-JBD,3;) e foi avaliado o efeito desta construcéao
sobre a apoptose de células [ pancredticas, induzida pela IL-1R3.
Ver a FIG. 3. Este modo de apoptose demonstrou, anteriormente,
ser Dbloqueado por transfeccao com JBDi g, enquanto que o0s
inibidores especificos de ERK1/2 ou p3 8 ndo protegeram. Ver

Ammendrup et al., supra.

Foram sintetizados oligonucledtidos correspondendo a

sequéncia com 23 aminodcidos (JBDy3; FIG 1B) e uma sequéncia com
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mutagdo nas regides totalmente conservadas (JBDyauey € foram
inseridos direccionalmente nos locais EcoRI e Sall do vector
PEGFP-N1 codificando a Proteina Verde Fluorescente (GFP) (de
Clontech) . Foram cultivadas células RTC-3 produtoras de
insulina, em meio RPMI 1640, suplementado com Soro de Vitelo
Fetal a 10%, Estreptomicina 100 pg/mL, Penicilina 100 unidades/mL
e Glutamina 2 mM. Foram transfectadas células BRTC-3 produtoras
de insulina com os vectores indicados e foi adicionada IL-1 R
(10 ng/mL) ao meio de cultura celular. Foi contado o numero de
células apoptdticas as 48 horas apds a adicdo de IL-1R,
utilizando um microscépio de fluorescéncia invertido. As células
apoptdticas foram discriminadas das células normais pela
caracteristica de “formacgao de Dbolhas” do citoplasma e foram

contadas ao fim de dois dias.

Como indicado na FIG. 3, a GFP é o vector de expressao de
Proteina Verde Fluorescente utilizado como um controlo; JBD23 é
o vector expressando uma GFP quimérica ligada a sequéncia com
23 aminodcidos do JBD de IB1l; JBD23Mut € o mesmo vector que GFP-
JBD23, mas com um JBD com mutagdes em quatro residuos
conservados, mostrados na FIG 1B; e JBD280 é o vector de GFP
ligado ao JBD completo (aminodcidos 1-280). A construcéo
expressando GFP-JBDy3 preveniu a apoptose de células R
pancredticas induzida pela IL-13, tédo eficientemente guanto o
JBD1_5350 completo (FIG. 3, JBD23/IL-1, em comparacgao com
JBD280/IL-1). As sequéncias com mutacdes nos residuos 1IB1
totalmente conservados, como controlos adicionais, tinham
reduzido sigificativamente a capacidade para prevenir a apoptose

(FIG. 3, JBD23Mut/IL-1).

37



Exemplo 4: Importagdo Celular Dos Péptidos TAT-IBl1 E
TAT-IB2

Foi avaliada a capacidade de entrar nas células das formas
L- e D-enantioméricas dos péptidos TAT, TAT-IB1 e TAT-IB2
(“péptidos TAT-IB”).

Os péptidos L-TAT, D-TAT, L-TAT-IB1, L-TAT-IB2 e D-TAT-IB1
[respectivamente, as SEQ ID N°: 7, 8, 11, 12 e 14] foram
marcados pela adicdo de um residuo de glicina conjugado com
fluoresceina no terminal N. Foram adicionados péptidos marcados
(1 puM) a culturas de células BTC-3, as quais foram mantidas como
descrito no Exemplo 3. Em tempos predeterminados, as células
foram lavadas com PBS e fixas durante cinco minutos em metanol-
acetona gelada (1:1), antes de serem examinadas sob um
microscépio de fluorescéncia. Foil wutilizada BSA marcada com
fluoresceina (1 pM, 12 moles/mole BSA) como um controlo. Os
resultados demonstraram que a totalidade dos péptidos marcados
com fluoresceina, acima, entraram eficiente e rapidamente (menos
de cinco minutos) nas células, gquando adicionados ao meio de
cultura. Pelo contrdrio, a albumina de soro bovino marcada com
fluoresceina (1 pM de BSA, 12 moles fluoresceina/mole BSA) nao

entrou nas células.

Um estudo da evolucdo ao longo do tempo indicou gque a
intensidade do sinal fluorescente para 0s péptidos
L-enantioméricos diminuiu em 70%, apds um periodo de 24 horas.
As 48 horas estava presente pouco ou nenhum sinal. Pelo
contrario, D-TAT e D-TAT-EBl foram extremamente estdvels dentro
das células. Os sinais fluorescentes destes péptidos D retro-

inversos estavam ainda muito fortes, apdés 1 semana e o sinal
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estava, apenas, ligeiramente diminuido, 2 semanas apbds ©

tratamento.

Exemplo 5: Inibigdo In Vitro Da Fosforilagdo De c-Jun, ATF2
e Elkl

Foram investigados os efeitos dos péptidos sobre a
fosforilacdo mediada por JNK dos seus factores de transcricgao
alvo, in vitro. Foram produzidas JNK1, JINK2 e JNK3,
recombinantes e nao-activadas, wutilizando um kit de 1lisado de
reticuldécito de coelho TRANSCRIPTION AND TRANSLATION (Promega) e
utilizadas em ensaios de cinase em fase sdélida, com c—-Jun, ATF2
e Elk1, quer, isolados, quer fundidos com
glutationa-S—-transferase (GST), como substratos. Foram
realizados estudos de resposta a dose, em que foram misturados
péptidos L-TAT, L-TAT-IB1 ou L-TAT-IB2 (0-25 pM) com as cinases
recombinantes  JNK1, JNK2 ou JNK3, em tampao de reaccao
(Tris—acetato 20 mM, EGTA 1 mM, p-nitrofenil-fosfato (pNPP)
10 mM, pirofosfato de sédio 5 mM, p-glicerofosfato 10 mM,
ditiotreitol 1 mM), durante 20 minutos. As reacc¢des da cinase
foram, entdo, 1iniciadas pela adigdo de MgCl, 10 mM e 5 npCi de
¥p-yv-dATP e 1 pg de qualquer um de GST-Jun (aminodcidos 1-89),
GST-AFT2 (aminodcidos 1-96) ou GST-ELK1l (aminodcidos 307-428).
As proteinas GST de fusdo foram adquiridas de Stratagene (La
Jolla, CA). Foram, também, adicionados dez puL de esferas de
glutationa-agarose a mistura. Os produtos de reaccgdo foram,
entao, separados por SDS-PAGE num gel de ©poliacrilamida
desnaturante a 10%. Os géis foram secos e foram, subquentemente,
expostos a peliculas de raios X (Kodak). Foi observada a
inibigdo quase completa da fosforilagdo de c¢c-Jun, ATF2 e Elkl

por JNK em doses do péptido TAT-IB tao baixas quanto 2,5 uM. No
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entanto, uma excepg¢ao significativa foi a auséncia de inibicgéao
da fosforilacdao JNK3 de Elkl, por TAT-IB. Globalmente, o péptido
TAT-IB1 pareceu ligeiramente superior a TAT-IB2, na inibicdo da
fosforilagcdo pela familia das JNK dos seus factores de

transcricao alvo. (Ver, FIG. 4A).

Foi analisada a capacidade dos péptidos D-TAT, D-TAT-IBl e
L-TAT-IB1 (estudo de dosagem de 0-250 uM) para inibirem a
fosforilagdo de GST-Jun (aminocdcidos 1-73) por JNK1, JNK2 e JNK3
recombinantes, como descrito acima. Globalmente, o ©péptido
D-TAT-IB1 reduziu a fosforilagdo de c-Jun mediada por JNK, mas
em niveis, aproximadamente, 10-20 vezes menos eficientemente do

que L-TAT-IBl. (Ver, FIG. 4B).

Exemplo 6: Inibigdo da Fosforilagdo de c¢-Jun por JNK

Activadas

Foram avaliados os efeitos dos péptidos L-TAT, L-TAT-IBl ou
L-TAT-IB2 sobre JNK activadas, por estimulos de stress,
utilizando GST-Jun para anular as JNK de células Hela irradiadas
com luz UV ou células RTC tratadas com IL-1B. as células RTC
foram cultivadas como descrito acima. As células HeLa foram
cultivadas em meio DMEM suplementado com Soro Fetal de Vitelo a
10%, Estreptomicina 100 mug/mL, Penicilina 100 unidades/mL e
Glutamina 2 mM. As células BTC foram activadas com IL-1f3, como
descrito acima, uma hora antes de serem utilizadas na preparacao
de extracto celular, enquanto que as células HelLa foram
activadas por luz UV (20 J/m?) . Foram preparados extractos
celulares a partir do controlo, de células Hela irradiadas com
luz UV e de células RTC-3 tratadas com IL-1(3, por raspagem das

culturas celulares em tampao de lise (Tris—acetato 20 mM,
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EGTA 1 mM, Triton X-100 a 1%, p-nitrofenil-fosfato 10 mM,
pirofosfato de sdédio 5 mM, RB-glicerofosfato 10 mM, ditiotrietiol
1 mM). Os detritos foram removidos por centrifugacdo, durante
cinco minutos, a 15000 rpm, num rotor SS-34 Beckman. Foram
incubados cem pg de extractos, durante uma hora, a temperatura
ambiente, com uma pg de GST-Jun (aminodcidos 1-89) e 10 upL de
esferas de glutationa—-agarose (Sigma). Apds qguatro lavagens com
tampdo de raspagem, as esferas foram ressuspensas no mesmo
tampdo suplementado com os péptidos L-TAT, L-TAT-IBR1 ou
L-TAT-IB2 (25 uM), durante 20 minutos. Foram, entao, iniciadas
reaccgbes de cinase, pela adicdo de 10 mM de MgCl, e 5 uCi de
¥p-y-dATP e incubadas durante 30 minutos a 30 °C. Os produtos de
reacgao foram, entao, separados por SDS-PAGE, em gel de
poliacrilamida desnaturante, a 10%. Os géis foram secos e,
subsequentemente, expostos a peliculas de raios X (Kodak). Os
péptidos TAT-IB preveniram, eficientemente, a fosforilacgao de

c-Jun por JNK activadas, nestes experiéncias. (Ver, FIG. 6).

Exemplo 7: Inibigdo In vivo da Fosforilagdo de c¢-Jun por

Péptidos TAT-IB

Para determinar se os péptidos permedveis em células podem
blogquear a sinalizacdo JNK in vivo, a requerente utilizou um
sistema GAL4 heterdélogo. Foram co-transfectadas células Hela,
cultivadas como descrito acima, com o vector repdrter 5SxGAL-LUC,
em conjunto com a construcao de expressao GAL-jun (Stratagene),
compreendendo o dominio de activacgdo de c-Jun (aminodcidos 1-89)
ligado ao dominio GAL4 de ligacadao ao ADN. A activacado da JNK foi
realizada pela co-transfeccadao de vectores expressando as cinases
MKK4 e MKK7, directamente a montante (Ver, Whitmarsh et al.,

Science 285: 1573 (1999)). Resumidamente, foram transfectadas
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3 x 10° células com os plasmideos, em placas de 3,5 cm,
utilizando DOTAP (Boehringer Mannheim), seguindo as instrucgdes
do fabricante. Para experiéncias envolvendo GAL-jun, foram
transfectadas 20 ng do plasmideo com 1 pg do plasmideo repdrter
PFR-Luc (Stratagene) e 0,5 ung de qualquer um dos plasmideos
expressando MKK4 ou MKK7. Trés horas apds a transfeccao, os
meios celulares foram substituidos e foram adicionados os
péptidos TAT, TAT-IB1 e TAT-IB2 (1 uM). Foram medidas as
actividades da luciferase, 16 horas mails tarde, utilizando o
“Dual Reporter System” da Promega, apds a normalizacao do
contetdo em proteina. Como mostrado na FIG. 5, adicdo de ambos
os péptidos TAT-IB1 e TAT-IB2 bloqueou activacao de c-Jun, apds
a activagdo da JNK mediada por MKK4 e MKK7. Dado que as células
Hel.a expressam ambas as isoformas JNK1 e JNK2, mas nao a JNK3,
0s requerentes transfectaram células com JNK3. Novamente, 0s
dois péptidos TAT-IB inibiram a activacgdo de c-Jun mediada pela

JNK2.

Exemplo 8: 1Inibigdo da Morte de Células p Pancredticas

Induzida pela IL-1f, por Péptidos TAT-IB

Os requerentes investigaram os efeitos dos péptidos
L-TAT-IB na promocdao de apoptose de células [ pancredticas,
desencadeada por IL-1 (. Foram incubadas culturas de células
RTC-3, durante 30 minutos, com 1 pM de qualquer um dos péptidos
L-TAT-IB1 ou L-TAT-IB2, seguida por 10 ng/mL de IL-1R. Foi
realizado uma segunda adicdo de péptido (1 pM), apds 24 horas.
As células apoptdticas foram contadas apds dois dias de
incubacdo com IL-1 B, utilizando coloracgdo nuclear com Iodeto de
Propidio (as células coradas de vermelho sdo células mortas) e

Hoechst 33342 (as células coradas de azul sao células com a
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membrana plasmdtica intacta). Como mostrado na FIG. 5, a adigéo
dos péptidos TAT-IB inibiu a apoptose de células RTC-3,

cultivadas na presenca de IL-1B, induzida pela IL-1 (3, para dois

Foi examinada a inibicdo a longo prazo de morte celular
induzida pela IL-1B3, por tratamento de células BTC-3, como
descrito acima, excepto por a incubacdo das células com oS
péptidos e IL-1B ter sido mantida durante 12 dias. Foram
adicionados péptidos adicionais (1 uM), em cada dia e foi
adicionada IL-1f adicional (10 ng/mL), cada 2 dias. O péptido
TAT IB1 confere uma proteccdo significativa contra a apoptose,
nestas condigdes. No seu conjunto, estas experiéncias
estabelecem que os péptidos TAT-IB sdo moléculas biologicamente
activas, capazes de prevenir os efeitos da sinalizacdo da JNK

sobre o destino celular.

Exemplo 9: Sintese de Péptidos Unicamente-D-retro-inversos

Os péptidos da invencdo podem ser péptidos de aminodcidos
unicamente-D sintetizados em reverso, para prevenir a protedlise
natural (i. e., péptidos unicamente-D-retro-inversos) . Um
péptido unicamente-D retro-inverso da invengdo ird proporcionar
um péptido com propriedades funcionais semelhantes as do péptido
nativo, em que o0s grupos laterais dos aminodcidos componentes
irdo corresponder ao alinhamento do péptido nativo, mas que iréao

conservar um estrutura base resistente a proteases.

Os péptidos retro-inversos da invencdo sdo andlogos
sintetizados utilizando D-aminoé&cidos, por ligacao dos
aminodcidos numa cadeia peptidica, de forma a gue a sequéncia de

aminodcidos no analogo peptidico retro-inverso seja,
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exactamente, oposta a da do péptido seleccionado, a qual serve
do modelo. Para ilustrar, se a proteina TAT de ocorréncia
natural (formada  pelos L-aminodcidos) tiver a sequéncia
GRKKRRQRRR [SEQ ID N°: 7], o andlogo peptidico retro-inverso
deste péptido (formado por D-aminocdcidos) terda a sequéncia
RRRQRRKKRG [SEQ ID N°: 8]. Sao conhecidos na técnica processos

para sintetizar uma cadeia de D-aminodcidos, para formar os

péptidos retro-inversos. Ver, e. g., Jameson et al., Nature,
368, 744-746 (1994); Brady et al., Nature, 368, 692-693 (1994));
Guichard et al., J. Med. Chem. 39, 2030-2039 (19906) .

Especificamente, os péptidos retro foram produzidos por sintese
de F-mock normal e foram, adicionalmente, analisados por
Espectrometria de Massa. Estes foram, finalmente, purificados

por HPLC.

Uma vez que um problema inerente aos péptidos nativos é a
degradagao por proteases naturais e imunogenicidade inerente, os
compostos heterobivalentes ou de  heteromultivalentes desta
invengdo serao preparados de forma a incluir o *“isdmero retro-
inverso” do péptido pretendido. A proteccao do péptido contra a
protedlise natural deve, consequentemente, aumentar a eficdcia
do composto heterobivalente ou heteromultivalente especifico,
prolongando a meia-vida e reduzindo a extensdo da resposta

imunitdria direccionada para destruir activamente os péptidos.

Exemplo 10: Actividade biolégica a longo prazo de todos os

Péptidos IB unicamente-D-retro-inversos

E prevista actividade bioldégica a longo prazo para o
heteroconjugado peptidico contendo D-TAT-IB retro-inverso,

quando comparada com o andlogo de L-aminodcidos nativo, devido a
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proteccdo do péptido D-TAT-IB da degradacao por proteases

nativas, como mostrado no Exemplo 5.

Foi analisada a inibicdo da morte de células [ pancredaticas
induzida pela IL-1f3, pelo péptido D-TAT-IBl. Como mostrado na
FIG. 10, foram incubadas células RTC-3, como descrito acima,
durante 30 minutos, com uma adigdo uUnica dos péptidos indicados
(1 uM), seguidamente, foi adicionada IL-1 R (10 ng/mL). Foram,
entdao, contadas as células apoptédticas, apds dois dias de
incubacdao com IL-1R, pela utilizacao de coloracgdao nuclear com
Iodeto de Propidio e Hoechst 33342. Foi contado um minimo de
1000 células para cada experiéncia. E indicado o Erro Padrdo das
Médias (SEM), n=5. O péptido D-TAT-IBl diminuiu a apoptose
induzida pela 1IL-1 numa extensdo semelhante a dos péptidos

L-TAT-IB (comparar a FIG. 5 e a FIG. 10).

Foi, também, analisada a inibicdo a longo prazo da morte
celular induzida pela IL-1f3, pelo péptido D-TAT-IBl. Foram
incubadas células BTC-3, como acima, durante 30 minutos, com uma
adigcdo unica dos péptidos indicados (1 uM), seguidamente, foi
adicionada IL-1f (10 ng/mL), seguida pela adicdo de citocina,
cada dois dias. Foram, entao, contadas as células apoptdticas,
apdés 15 dias de incubacdo com IL-13, pela wutilizacado de
coloracdao nuclear com TIodeto de Propidio e Hoechst 33342.
Verifica-se que uma adicdo unica do péptido L-TAT-IB1 néao
confere protecgdo a longo prazo. Fol contado um minimo de
1000 células para cada experiéncia. E indicado o Erro Padrdo das
Médias (SEM), n=5. O0Os resultados sdao mostrados na FIG. 9. O
D-TAT-IB1 foi —capaz de conferir ©protecgdo a 1longo prazo

(15 dias), mas nao L-TAT-IBI1.
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Exemplo 11: Inibigdo da Morte de Células P Pancredticas

Induzida por Irradiagdo, por Péptidos TAT-IB

A JNK ¢é, também, activada por radiacdo ionizante. Para
determinar se o0s péptidos TAT-IB 1ira proporcionar proteccgéao
contra danos da JNK induzidos por radiacao, foram irradiadas
células “WiDr” (30 Gy) na presenga ou auséncia de péptidos
D-TAT, L-TAT-IB1 ou D-TAT-IBR1 (1 pM adicionado 30 minutos antes
da irradiacgao), como indicado na FIG. 10. As células de controlo
(CTRL) nao foram irradiadas. As células foram analisadas apds
48 horas, utilizando coloracdo com PI e Hoechst 33342, como
descrito acima. N=3, SEM estdo indicados. Os péptidos L-TAT-IB1
e D-TAT-IB1 foram ambos capazes de impedir a apoptose induzida

pela irradiacao, nesta linha celular de cancro do cdélon humano.

Exemplo 12: Radioprotecgdo contra Radiagdo Ionizante por

Péptidos TAT-IB

Foram irradiados murganhos C57 Bl/6 (2 a 3 meses) com um
raios R Phillips RT 250, numa proporcdo de dose de 0,74 Gy/min
(17 maA, filtro Cu com 0,5 mM), para determinar os efeitos
radioprotectores dos péptidos TAT-IB. Os animais foram
injectados i. p. com qualquer dos péptidos TAT, L-TAT-IB1 e D-
TAT-IB1 (30 pL de uma solucgao de 1 mM), trinta minutos antes da
irradiacdao. Resumidamente, os murganhos foram irradiados como se
segue: o0s murganhos foram colocados em pequenas caixas de
pléstico com a cabeca situada fora da caixa. Os animais foram
colocados de costas sob o irradiador e o seu pescoco foi fixo
num pegqueno tunel de plédstico, para manter a sua cabeca numa
posicdo correcta. O corpo foi protegido com chumbo. Antes da

irradiacdao os murganhos foram mantidos com ragdao para murganhos
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normal, no entanto, apds a irradiacdo, os murganhos foram
alimentados com uma comida semi-liquida que foi renovada todos

os dias.

Foi, entdo, classificada a reaccgdo da mucosa do lébio, por

2 observadores independentes, de acordo com o sistema de
classificacado desenvolvido por Parkins et al. (Parkins et al.,
Radiotherapy & Oncology, 1: 165-173, 1983), em que foi

quantificado o estado do eritema, assim como a presencga de
edema, descamacao e exudacao. Adicionalmente, os animais foram

pesados antes de cada registo do estado de eritema/edema.

A Fig. 12A: ilustrou peso dos murganhos apds irradiacdo. Os
valores referem-se ao peso inicial dos murganhos que foi
estabelecido em 100. CTRL: murganhos de controlo injectados com
30 pL de uma solugdo salina. N = 2 para cada um dos valores

referidos, sdo indicados os S. D. 0Os valores de x sdo dias.

FIG. 12B ¢é ilustrativa da classificacdo do eritema/edema
apds a irradiacdao. Foi quantificado o estado de edema e de
eritema do lédbio ventral, dos mesmos murganhos que na FIG. 12A.

N=2 para cada valor referido. Os valores de x sao dias.
Os resultados destas experiéncias indicam que os Péptidos

TAT-IB podem proteger contra a perda de peso e eritema/edema

associados a radiacdo ionizante.
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Exemplo 13: Supressdo de Factores de Transcrigdo da JNK por

péptidos L-TAT-IB1

Foram realizados ensaios de retardacao em gel com uma sonda
(5'-CGC TTG ATG AGT CAG CCG GAA-3’) duplamente marcada com um
AP-1. Os extractos nucleares celular de HelLa foram ou nao
tratados durante uma hora com TNF-ao 5 ng/mL, como indicado.
Foram adicionados os péptidos TAT e L-TAT-IBl, 30 minutos antes
do TNF-o. E mostrada, apenas, a parte do gel com o complexo AP-1
ADN especifico (como demonstrado por experiéncias de competicéo
com competidores especificos e nao-especificos nao marcados). 0Os
péptidos L-TAT-IB1 reduzem a formacdao do complexo de ligacéao

AP-1 ADN, na preseng¢a do TNF-o. (Ver, FIG 11).

Exemplo 14: Protecgdo contra a perda de audig¢do, induzida

por ruido, por D-TAT-IB

Foi injectada uma solugdo de D-JNKI (1uM, 1 uL/h) no ouvido
interno direito de uma cobaia, como mostrado na FIG 13, painel
LA, enguanto que o ouvido esquerdo foi injectado com, apenas,
soro fisioldégico. A cobaia foi, entdao, exposta a um traumatismo
acustico (120 db, 30 minutos) e foi realizado um registo da
sensibilidade auditiva, apds trés dias (FIG 13, painel B), assim
como um exame histoldégico do ouvido interno (FIG 13, painel C e
D). Como mostrado na FIG 13, as estruturas ciliadas no ouvido
tratado com JNKI sao completamente protegidas da destruicéo
induzida pelo ruido, como avaliado por exame histoldgico, ao
contrario do ouvido ndo-tratado, em gque a maior parte das
estruturas ciliadas desapareceram. Além disso, a sensibilidade
do ouvido tratado com D-JNK1 ao ruido, parece ter sido

conservada (FIG 13, painel B).
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Exemplo 15: Protecgdo contra a perda de audigdo, induzida

por antibidticos, por péptidos D-TAT-IB

Foram tratados ouvidos internos de galinhas, com
estreptomicina, na presenca/auséncia de D-JNKI. Foram, entéo,
realizadas experiéncias de TUNEL para detectar a apoptose
(nucleos verdes). Como mostrado na FIG 14, o D-JNKI protege,
totalmente, os ouvidos internos, da apoptose 1induzida pela
estreptomicina. Deste modo, o D-JNK-I & util na prevencao de
estados de perda de audicao provocados por terapia com

antibidticos.

Exemplo 16: Protecgdo contra a destruigdo dos ilhéus
pancreaticos, induzida por <citocinas pré-inflamatérias, por

péptidos D-TAT-IB

Foram tratadas células de 1ilhéus pancredticos com D-JNK1
(1 mM, durante uma hora, antes de serem expostas a interleucina
1B (10 ng/mL). Como mostrado na FIG 15, os ilhéus tratados com
D-JNKI resistem a destruicdo induzida por IL-1B. Isto indica que
o tratamento com D-JNKI auxilia a ©preservacao de ilhéus

enxertados.

Exemplo 17: Aumento da recuperagdo de células de ilhéus

pancreaticos, por péptidos D-TAT-IB

Foi adicionado D-JNK-I em conjunto com colagenase, durante

0 isolamento de células dos ilhéus. Isto resultou numa
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quantidade aumentada de ilhéu, apds 3 dias em cultura, como

medido pelo aumento em desidrogenase do lactato. Ver a FIG 15.

Exemplo 18: Métodos gerais utilizados no teste dos efeitos
dos péptidos JINKI sobre a activagdo da JNK e a acgdo relacionada

com JNK

Cultura Neuronal Geral: Foram dissecadas pequenas porcgdes

do cértex proveniente de cérebros de filhotes de rato com dois
dias de idade e foram incubadas com 200 unidades de papaina,
durante 30 minutos, a 34 °C. Seguidamente, o0s neurdénios foram
plagueados numa densidade de, aproximadamente,

1 x 10° células/placa, em placas que tinham sido pré-revestidas

com poli-D-lisina 100 pg/mL. As células foram cultivadas
utilizando um meio de cultura B27/Neurobasal (Life
Technologies), suplementado com glutamina 0,5 M, penicilina 100

U/mL e estreptomicina 100 pg/mL.

Fnsaio da citotoxicidade da desidrogenase do lactato (LDH) :

Foi medida a quantidade de LDH libertada no meio de cultura,
utilizando o kit de ensaio de citotoxicidade nao-radioactivo

Citotox 96 (Promega).

Ensaio da anulacdo de GST-c-Jun e cinase: Foram preparados

extractos celulares por raspagem de células em tampao de lise
(Tris—-acetato 20 mM, EGTA 1 mM, Triton X-100 a %,
p—nitrofenil-fosfato 10 mM, pirofosfato de sddio 5 mM,
B-glicerofosfato 10 mM, ditiotreitol 1 mM). Foram incubadas 25 pg
de amostras, durante 1 hora, a temperatura ambiente, com 1 pg de
GST-c-Jun (residuos de aminodcido 1-89) e 10 uL de esferas de

glutationa-agarose (Sigma). As esferas foram lavadas quatro
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vezes e, seguidamente, ressuspensas no tampdo de lise descrito
acima. Foram, entdo, realizados ensaios de cinase, 1in vitro,
utilizando JNKlal recombinante e 0,5 upg de um substrato
seleccionado do grupo consistindo em proteinas de fusdao com GST
(e. g., as proteinas de fusao GST-Jun e GST-Elkl), caseina e
histona (Sigma). Foram iniciadas reacg¢des com MgCl, 10 mM e ATP
10 uM, na presenca de 5 uCi de P-ATP e foram incubadas durante
30 minutos, a 30 graus Celsius. 0Os produtos de reaccdao foram
separados por SDS-PAGE e o0s géis foram secos e foram,

seguidamente, expostos a peliculas de raios X (Kodak).

Transferéncias de Western: Foram obtidos extractos de

proteina totais por raspagem de células em tampao de lise
(descrito acima), separando as proteinas num gel de
poliacrilamida de SDS a 12%. As proteinas separadas foram,
entao, transferidas para uma membrana de fluoreto de
polivinilideno (PVDF) . Os anticorpos utilizados nas
transferéncias de Western aqui descritas foram obtidos de

Alexis.

Separacgadao dos nucleos a partir do citoplasma: Foram lisados

neurdénios durante 15 minutos, em tampdo de lise e as amostras
foram, seguidamente, centrifugadas a 300 g, durante 10 minutos,
a 4 °C, para 1solar nucleos para andlise de transferéncia de
Western (ver a FIG. 17B) . Os sedimentos nucleares foram

reconstituidos em tampdo de lise e foram, depois, sonicados.

RT-PCR em Tempo real: Foi realizado RT-PCR em tempo real

utilizando iniciadores especificos, num equipamento lightcicler
(Roche). Foi wutilizada o transcrito de actina de manutencao,
para normalizar para a quantidade e a qualidade dos ARN gue

foram extraidos pelo método de Chomczynski. Ver Chomczynski
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et al., Anal. Biochem., 162:156-59 (1987). As sequéncias dos

iniciadores utilizados foram as seguintes:

c-Fos: Directo: 5’-GCTGACAGATACACTCCAAG-3'
Inverso: 5’-CCTAGATGATGCCGGAAACA-3"’

Actin: Directo: 5’ -AACGGCTCCGGCATGTGCAA-3’
Inverso: 5’ -ATTGTAGAAGGTGTGGTGCCA-5"’

Imuno-histoquimica P-c-Jun: P-c-Jun, como aqui utilizado

refere-se a formas fosforiladas de c-Jun. A P-c-Jun foi visada
por um anticorpo policlonal de coelho (500 x em PBS) (Cell
Signaling Technology). O complexo de anticorpo resultante foi

visualizado com 3,3-diaminobenzidina como substrato.

Isquemia transiente em murganhos adultos: Foi provocada

isquemia, introduzindo um filamento na artéria cardtida interna,
a partir da artéria cardétida comum e fazendo avancar o filamento
para o interior do circulo arterial, obstruindo, deste modo, a
artéria cerebral média, wutilizando murganhos ICR-CD1 do sexo
masculino (com, aproximadamente, 6 semanas de idade e pesando na
gama de, cerca de, 18 a 37 g) (Harlan, Inc.). Ver, e. g., Huang
et al., Science, 265:1883-85 (1994); Hara et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. (USA) 94:2007-12 (1997). O fluxo sanguineo cerebral
regional fol medido por fluxometria de Doppler com laser, com
uma sonda fixa no cradnio ao longo da isquemia e até 10 minutos
apdés a reperfusao. Fol medida a temperatura rectal e mantida a
37 °C. Os animais foram sacrificados 48 horas apds a reperfusao.
Foram contornadas secgdes seriadas de criostato com 20 um de
espessura, utilizando um sistema computador-microscdpio,

equipado com o programa Neurolucida (Microbrightfield, 1Inc.) e
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foram calculados os volumes da &rea isquémica e do total do
cérebro (cego), com o programa Neuroexplorer. Foi medida a
pressdo sanguinea sistdélica e diastdlica com um cateter arterial
em trés murganhos adicionais, desde 10 minutos antes da injeccao
de D-JNKI1l, até 30 minutos apds esse momento. Estas medigdes da
pressao sanguinea mostraram que as injecc¢gdes nao afectaram a
pressao sanguinea (i. e., alteracao de menos de 10%). Foram
seguidas as orientacdes do Swiss Federal Veterinary Office em

todas as experiéncias.

Isquemia focal permanente em ratos jovens (P1l4): Foi obtida

a oclusao de artéria cerebral média por electrocoagulacao da
artéria cerebral média, numa localizacdo fechada em relacdo a
sua origem, na Jjungcdao com o vramo olfactivo. 0Os ratos (de
Wistar), os quais pesavam na gama de, cerca de, 27-35 g, foram
sacrificados 24 horas apdés a oclusdao da artéria cerebral média.
Os ratos foram sacrificados utilizando uma dose excessiva de
hidrato de cloral e foram perfundidos através do ventriculo
esquerdo, com o fixador de Zamboni. Os cérebros foram
poés—-fixados durante 2 horas, na mesma solucao gque a utilizada
para a perfusao e, depois, os cérebros foram infiltrados, de um
dia para o outro, em sacarose a 30%, para crioproteccgao. Foram
desenhados os contornos de cada &drea isquémica (corados) com um
sistema computador-microscépio. Foili tracada a 4&rea da 1lesao
isquémica e da totalidade do cérebro, a partir de seccdes
seriadas de criostato com 50 um, coradas com violeta de cresilo,
utilizando o programa Neurolucida e foram calculados os volumes
de cada um, utilizando o programa Neuroexplorer, como descrito

acima.

Estatistica: Os dados de ambos os modelos de isquemia

(1. e., transiente e permanente) foram transformados
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logaritmicamente, para satisfazer o critério Gaussiano. Os dados
foram analisados com uma ANOVA global (p < 0,0001 para ambos os

modelos), seguida por testes t unicaudais nao-emparelhados.

Exemplo 19: Sensibilidade e especificidade dos péptidos

JNKI contra a acg¢do da JNK

Os péptidos JNKI1 utilizados nestas experiéncias sao
direccionados para o Dbloqueio do acesso da JNK a c-Jun e a
outros substratos, através de um mecanismo competitivo directo.
Ver, e. g., Bonny et al., Diabetes, 50:77-82 (2001); Barr et al.,
J. Biol. Chem., 277:10987-97 (2002).

Foi testado o efeito inibidor de L-JNKI1 e D-JNKI1l sobre a
activacdo e a acgadao da JNK, utilizando os ensaios da cinase,
como descrito acima, no Exemplo 18. Os resultados destas
experiéncias sao mostrados nas FIG. 16A-16C. O efeito inibidor
de L-JNKI1 e D-JNKI1 sobre a activagcdo e a acgadao da JNK &
demonstrado pela sua capacidade para impedir a fosforilacéao
in vitro dos alvos conhecidos da JNK, c-Jun e Elkl, utilizando
JNKloal. (Ver a FIG. 16A). 0Os termos “P-Jun” e *“P-Elkl”, como
aqui utilizados, referem-se, respectivamente, as formas
radiomarcadas (i. e., fosforiladas com 33P-ATP) dos substratos
GST-Jun e GST-Elkl. A FIG. 16B mostra o efeito inibidor da
sequéncia minima inibidora da JNK com 20 aminodcido, de JIP-IBl
(forma L de JBDyy (SEQ ID N°: 21)) em experiéncias de resposta a
dose, utilizando condig¢des semelhantes as utilizadas para testar
o efeito inibidor de L-JNKI1l e D-JNKI1l e utilizando quantidades
decrescente de L-JBD;;. A FIG. 16B ilustra que o péptido L-JBD;g
(SEQ ID N°: 21) isolado (i. e., sem a sequéncia TAT) pode inibir

a acgao da JNK. JBDy; revelou, também, inibir outros alvos da
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JNK, incluindo ATF2, 1IRS-1, MADD, bcl-x1. Em cada um destes
casos, 0 ICsg foi cerca de 1 uM (dados néao apresentados). A
sequéncia TAT nao estava ligada a JBD;; nestas experiéncias,
porque, a uma concentracdo superior a 50 pM, a sequéncia TAT
induz uma precipitacao nao-especifica das proteinas nos
extractos. Abaixo de 50 uM, a TAT ndo influencia as propriedades

inibidoras dos péptidos JBDyo.

Foram realizadas experiéncias in vitro, para determinar a
especificidade dos péptidos JNKI no bloqueio da activacdao da
JNK. Foi testado, em particular, o efeito destes péptidos sobre
a actividade de 40 cinases diferentes (péptidos 10 pM, ATP 10 pM)
para 0s seus respectivos substratos. Em
http://www.upstate.com/img/pdf/KinaseProfiler.pdf pode ser
encontrada a lista completa de substratos utilizados nestas
experiéncias. Como esperado, os péptidos JINKI tiveram um efeito
sobre as cinases JNK e MKK4 e MKK7, cuja totalidade contém
dominios de 1ligacdo a JNK. Os péptidos (as formas D-JNKI1 e
L-JNKI1) ndo conseguiram interferir, absolutamente, com as
actividades da totalidade das outras cinases. Experiéncias
adicionais mostraram que 500 uM dos péptidos JIBDyy nao
interferiram com a actividade de 6 cinases particulares: ERKZ,
P38, PpPKC, p34, caK e pKA (Fig. 16C). Os substratos destas
cinases sao ERK2:ERK1; P38:ATF2; r34, PKC, PKA:histona; e
caK:caseina. Este nivel da especificidade estd muito acima dos
obtidos com outros pequenos inibidores gquimicos da cinase do
terminal N da Jun, demonstrando, deste modo, a selectividade
extremamente elevada dos péptidos JNKI da invencgao. Para uma
discussadao de outros pequenos inibidores qguimicos da cinase do
terminal N da Jun (JNK), ver Bennett et al., Proc. Natl. Acad
Sci. (USA), 98:13681-86 (2001).
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Exemplo 20: Efeitos dos péptidos JNKI sobre alvos JNK no

interior de neurdnios corticais tratados com NMDA

Foi realizada uma série de experiéncias, para analisar os
efeitos dos péptidos JNKI da invencgao sobre alvos da JNK
diferentes no interior dos neurdnios. Foi estimada a activacéo
da JNK em neurdénios corticais tratados com N-metil-D-aspartato
(NMDA) em cultura, pela realizagao de ensaios de cinase em JNK
anulada, utilizando GST-c-Jun, utilizando os métodos descritos
acima. (Ver e. g., Ko et al., J. Neurochem. 71:1390-1395 (1998);
Coffey et al., J. Neurosci. 20:7602-7613 (2000)). Os resultados

destas experiéncias sao mostrados nas FIG. 17-18.

A Fig. 17A mostra a actividade da JNK em neurdnios néao
tratados (“0”), apdés 10 minutos de exposicao a NMDA 100 uM
(107) ou apds 30 minutos de exposigao a NMDA 100 pM. As duas

pistas a direita da Fig. 17C demonstram que a activacadao da JNK

foi, essencialmente, inalterada por D-JNKI1l. O aumento da
actividade da JNK pareceu maximo (i. e., 2,2 vezes), apds
30 minutos de tratamento com NMDA (FIG. 17A). Este aumento na

actividade da JNK traduziu-se numa fosforilacao elevada de c-Jun
(FIG. 17B). A adigao dos péptidos L-JNKI1 e D-JNKI1l penetrantes
nas células demonstrou prevenir, completamente, o aumento em
P-c-Jun, apdés 5 horas da exposicdo a 100 uM de NMDA, apesar de
um nivel normal de activacdao da JNK. A adicdo de L-JNKI1l e
D-JNKI1 levou nivel de P-c-Jun para baixo, mesmo, do nivel de

P-c-Jun no controlo.
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A transcricdao do gene c¢-fos induzida por NMDA, sob a
influéncia da JNK, através do factor de transcricao Elkl foi,
também, completamente impedida pela adicdo de L-JNKI e D-JNKI1
(FIG. 17C). Foi qguantificada a expressao de c-fos por PCR em
tempo real (Lightcycler), utilizando ARN extraido, utilizando os
métodos descritos acima no Exemplo 18. Os dados na FIG. 17C séao
apresentados como a expressao c-fos relativa a actina (n = 4).
Para uma descricao da inducao da expressao de c-fos através da
fosforilagcdo de TCF/Elk-1 mediada por JNK, ver Cavigelli et al.
EMBOJ., 14:5957-5964 (1995).

A evolucdo ao longo do tempo da neurotoxicidade do NMDA e
da neuroprotecc¢cao por L-JNKI1 e D-JNKI1l, assim como por dois
péptidos de controlo, TAT-vazia (i. e., a sequéncia TAT, apenas,
sem a sequéncia JBDyy) e L-JNKIly: (tendo seis aminodcidos
mutados em alanina, como descrito em Bonny et al., Diabetes
50:77-82 (2001)). As micrografias da FIG. 18 mostram neurdnios
corados com Hoechst, as 24 horas apdés o tratamento. A adicao dos
péptidos L-JNKI e D-JNKI1 protegeu, completamente, os neurdnios
contra os efeitos excitotdéxicos do NMDA (FIG. 18) ou do cainato
(dados nao apresentados) engquanto que a adicao de péptidos de
controlo nao teve qualguer efeito neuroprotector. Ambos o0s
péptidos L-JINKI1 e D-JNKI1 demonstraram inibir a morte neuronal,
as 12 horas apds o tratamento, engquanto gue os péptidos

TAT-vazios nao tiveram qualquer efeito (FIG. 18).

Como verificado na FIG 18, a forma D dos péptidos
penetradores na célula da invencao, i. e., D-JNKI1l, foi superior
na protecgao dos neurdénios durante periodos de tempo
prolondados, i. e., 12 horas, 24 horas e 48 horas apds exposicéao
a 100 pyM de NMDA. Estas micrografias indicam que as 24 horas

apdés o tratamento, D-JNKI1 ainda proporcionava neuroproteccao
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total, dado que as culturas de controlo e as culturas de
tratamento com D-JNKI1 e NMDA eram compardaveis. A forma L da
JNKI1 deixou de proteger os neurdnios as 24 horas apds o
tratamento, presumivelmente porque as formas L dos péptidos sao,
de um modo geral, mails susceptiveis a degradacdo. Os péptidos
TAT-vazios nao afectaram a morte celular em quaisquer condicgdes.
O histograma na FIG. 18 representa o nivel de morte neuronal, as
12, 24 e 48 horas apds a exposicao a 100 pM de NMDA, como
indicado pela actividade da LDH no meio da placa de Petri. Os
valores da absorvéncia, o0s quais representam a concentracao de
LDH, foram convertidos em valores de morte neuronal em %, pela
divisao dos valores da absorvéncia pela absorvéncia média para a
LDH total. A absorvéncia média para a LDH total foi obtida a

partir do meio, mais os neurdnios lisados.

Exemplo 21: Distribuigdo in Vivo de péptidos JNKI

permedveis em células

Para testar a praticabilidade da wutilizacdao dos péptidos
permedveis em células em aplicagdes in vivo, foi avaliada a sua
capacidade de penetracao no cérebro, utilizando L-JNKI1 marcado
com FITC e D-JNKI1l. Para uma discussdo da distribuicdo in vivo
de uma proteina biologicamente activa num murganho, ver Schwarze
et al., Science, 285:1569-72 (1999) . Estas experiéncias
mostraram que L-JNKI1 marcado com FITC e D-JNKI1 foram capazes
de atravessarar a barreira hematoencefdlica e de penetrar nos
neurénios de murganhos e ratos adultos de véarias idades. Tanto
L-JNKI1 marcado com FTTC como D-JNKI1 foram capazes de penetrar
nos neurdénios no periodo de 1 hora apds a injeccéao

intraperitoneal (dados nao apresentados).
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Exemplo 22: Neuroprotecgdo pelos péptidos JNKI contra

isquemia cerebral transiente e focal permanente

Num modelo de isquemia 1ligeira em murganhos, a artéria
cerebral média esquerda foi obstruida durante 30 minutos,
seguidos por 48 h de reperfusdao. O grupo de controlo tratado com

veiculo recebeu uma injeccdao de, apenas, tampao fosfato salino

(PBS). No grupo de controlo tratado com veiculo, esta oclusao
resultou, sistematicamente, num enfarte grave contendo
severamente células picnéticas, as quais foram,

predominantemente, encontradas no cdértex e no estrato em todos
0s cérebros e, em 7 dos cérebros, estas células foram, também,
encontradas no hipocampo. O volume de enfarte médio foi de
67,4nm§ (n = 12), nos individuos do grupo de controlo tratados

com veiculo.

Os individuos foram tratados com uma injecg¢ao intracerebro-
ventricular (icv) de D-JNKI1 (15,7 ng em 2 pL de PRS), para
avaliar a eficdcia e a “janela terapéutica” do tratamento (i. e.,
o periodo apds os danos, durante o gqual o tratamento com os
péptidos da invencdao permanece eficaz). A FIG. 19A mostra
secgdes coradas com violeta de <cresilo que mostram exemplos
tipicos do enfarte resultante (barra, 1 mm). A FIG. 19B
representa volumes de enfarte apds a injecgdo icv de D-JNKI1l em
tempos diferentes antes (-1 hora) ou depois (+3,6 ou 12 horas),
apds a oclusdo da artéria cerebral média. Na FIG. 19B, um
asterisco (*) indica que o resultado €& estatisticamente

diferente do controlo (como indicado por um teste de t).

O pré-tratamento 1 hora antes da oclusdao da artéria

cerebral média, com a injeccdao dicv de D-JNKI1l, —reduziu,
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significativamente, o volume de enfarte medido 48 horas apds a
reperfusao, em 88%, para um volume de 7,8 mm® . (FIG. 19A-19B). A
administracao do péptido D-JNKI1l, 3 ou 6 horas apds a oclusadao da
artéria cerebral média, foi ainda significativamente protectora,
uma vez que o volume de enfarte médio, para individuos

injectados 3 horas apds oclusdo, foi reduzido para 5,8 mm’

(uma
reducao de 91%, em comparagdo com animais nédo tratados) e o
volume de enfarte médio, para individuos injectados 6 horas apds
oclusdo, foi reduzido para 4,8 mm’ (uma reducdo de 93% em
comparagao com animais nao tratados). Pelo contrdrio, a injeccgéo
do péptido D-JNKI1 as 12 horas apds a oclusdo de artéria
cerebral média nao foi, significativamente, protectora. A
obtencdao de isquemia completa, seguida por reperfusadao, foi
confirmada em todos os animais, pela monitorizacado do fluxo

sanguineo cerebral regional no territdério da artéria cerebral

média esquerda.

Foram, também, avaliadas as capacidades protectoras de
D-JNKI1 contra isquemia focal permanente em ratos jovens (P14).
Uma zona 1squémica no cdértex cerebral de ratos Pl4, pela
realizacdao de uma oclusdo permanente da artéria cerebral média,
induzindo, deste modo, uma zona de degeneracao significativa
restringida ao cértex parietotemporal. Dado dque os volumes
cerebrals nos ratos Pl4 foram varidaveis, as lesdes foram
expressas como uma percentagem do volume do hemisfério cerebral.
D-JNKI1 foi injectado intraperitonealmente numa concentracao de
11 mg/kg, a gqual corresponde a, aproximadamente, 340 npg. Foi
administrado D-JNKI1l, 30 minutos antes da oclusdao da artéria
cerebral média ou 6 ou 12 horas apds a oclusao. 0Os ratos foram
fixos 24 horas apds a oclusdao. Em cada um destes pontos
temporais (i. e., administracdo a -30 minutos, +6 h ou +12 h),

D-JNKI1 causou reducgdes significativas e estatisticamente
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significativas do volume de enfarte, em comparacdo com animais
de controlo (FIG. 20A-20B) . A  administracdo de D-JNKI1,
30 minutos antes da oclusdo, originou uma reducgdao do volume de
enfarte de 68%, enquanto que a administracdo do péptido as 6 e
12 horas apds oclusdo originou redugdes no volume de enfarte,

respectivamente, de 78% e 49%.

Foi realizada andlise imuno-histoquimica, para determinar a
activacao do factor de transcrigdaoc c-Jun, um alvo principal da
JNK, nos cérebros de filhotes de rato com isquemia permanente. A
fosforilagdo de c-Jun foi evidente em muitos neurdénios no cdédrtex
peri-enfartado (FIG. 5C, Dbarra = 200 uM). Pelo contréario, em
cérebros tratados com o péptido D-JNKI1l, o cértex peri-enfartado
foi negativo e foram, apenas, detectados alguns neurdnios

positivos, no limite da regido enfartada.

Exemplo 22: Avaliagdo comportamental de potenciais efeitos

laterais de péptidos JNKI

Tipicamente, a elevada toxicidade de outros compostos de
neuroprotector limitou, significativamente, a sua wutilizacao
clinica. (Ver Gladstone et al., Stroke, 33:2123-36 (2002)). Foi
utilizada a capacidade dos murganhos para se manterem num
rotarod rotativo horizontal, como critério para efeitos
secunddrios possiveis para doses diferentes de D-JNKI1 e de uma
dose terapéutica de MK-801 (1 mg/kg, uma dose terapéutica
padrao). Foi avaliada, em particular, a funcdo motora dos
murganhos, utilizando o teste do rotarod as 3 h, 24 h, 6 dias e
12 dias apds injeccgdes, tanto 1. p. (11 e 110 mg/kg), como icv

de D-JNKI1 (2 pL contendo 15,7 ng ou 157 ng de D-JNKI1l). Foi
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utilizada a injeccdo i. p. de MK-801 (1 mg/kg), como um composto

de controlo, durante este processo de avaliacao.

Os murganhos foram treinados no dia antes e na manha do dia
da experiéncia, de modo a reduzir a variabilidade entre
individuos. As sessdes de treino e de teste foram idénticas para
os murganhos de controlo e injectados. A funcdo motora de cada
murganho foi examinada, imediatamente antes da injeccdao e a 1, 6
e 12 dias apdés a 1injeccao. 0Os murganhos foram colocados no
rotarod, o qual foi programado para acelerar uniformemente, de 4
para 40 rpm. Foil registada a laténcia até as quedas de cada
murganho testado. Na Tabela 2 sao apresentados o0s resultados
desta avaliacdo, wutilizando os métodos de rotarod como a

laténcia mediana até a queda (medida em segundos).

TABELA 2: EFEITO DO D-JNKI1 SOBRE A COORDENAQAO MOTORA

Laténcia Mediana até a queda (visualizacdes)

DOSE -1 h +3 h 1 dia 6 dias 12 dias
PBS 2 pL icv 234 202 238 268 246
MK-801 1 mg/kg i. p. 226 incapaz 174 233 292
D-JNKI1 11 mg/kg i. p. 204 221 372 287 418
110 mg/kg i. p. 276 266 447 416 325
15,7 ng icv 210 342 302 345 285
157 ng icv 260 200 253 338 335
2 uL PBS icv 234 202 238 268 246

Como verificado na Tabela 2, a coordenacgcao motora revelou
nao ser diminuida com as doses de D-JNKI1l em i. p. e icv (i. e.,

a dose, 2,8 uL/Kg, que conferiu 90% de neuroprotecgdo e uma dose
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10 vezes mails elevada). Pelo, contrdrio, MK-801] originou uma
diminuig¢ao significativa da coordenagdo motora, dado gque 0s
murganhos foram incapazes de permanecer no rotor. (Ver e. g., a
Tabela 2; Dawson et al., Brain Res. 892:344:350 (2001)
(descrevendo resultados semelhantes para outros
neuroprotectores) e uma dose 10 vezes mais elevada de MK-801
matou todos os murganhos. Os efeitos secunddrios da dose mais
baixa de MK-801 revelaram desaparecer, essencialmente, apds 24
horas. RAos 6 e 15 dias apds o tratamento com D-JNKI1l, ndo foi
verificado qualquer sinal de diminuicgao motora e as
classificag¢des no rotarod foram reproduzivelmente melhores do

que nos murganhos de controlo.

EQUIVALENTES

A partir da descrig¢do detalhada anterior das formas de
realizagdo especificas da invengao, deve ser evidente que foram
descritos péptidos Dbioactivos permedveis em células Uunicos.
Embora tenham sido aqui divulgadas em detalhe formas de
realizacdo particulares, isto foi realizado a titulo de exemplo,
apenas para fins de ilustracdo e nao pretende limitar no que

respeita ao dmbito das reivindicacdes em anexo que se seguem.

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

<110> Xiagen S.A

<120> Inibidores peptidicos da via de transdugdo de sinal da

JNK, permedveis em células
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<130> UOO1POOSWOEPTI1T1

<140>
<141>

<150> documento US 10/165250
<151> 2002-06-07

<160> 33

<170> PatentIn versao 3.3

<210> 1
<211> 23
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

<223> Descricgao de sequéncia: péptido L-IB1 inibidor da JNK

<400> 1

Asp Thr Tyr Arg Pro Lys Arg Pro Thr Thr Leu Asn Lheu Phe Pro Gln
1 5 14 15

Val Pro Arg Ser 8ln Asp The

20

<210> 2
<211> 21
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>
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<223> Descricgao de sequéncia: péptido L-IB2 inibidor da JNK

<400> 2

Glu Glu Pro His Lys His Arg Pro Thr Thr Leu Arg Leu Thr Thr Leu
1 -5 10 15 :

Gly Ala Gln Asp Ser
20

<210> 3
<211> 23
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

<223> Descricgao de sequéncia: péptido D-IB1 inibidor da JNK

<400> 3

Thr Asp Gln Ser Arg Pro Val Gln Pro Phe Leu Asn Leu Thr Thr Pro
1 5 10 15

Arg Lys Pro Arg Tyr Thr Asp
. . 20

<210> 4
<211> 21
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

<223> Descrigao de sequéncia: péptido D-IB2 inibidor da JNK
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<400>

4

Ser Asp Gln Ala Gly Leu Thr Thr Leu Arg Leu Thr Thr Pro Arg His
10

1

5

Lys His Pro Glu Glu

<210>
<211>
<212>

20

5
19
PRT

<213> Desconhecido

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

Descricao

(genérico)

VARIACAO
(1)..(1)
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

de sequéncia:

péptido

(XRPTTLXLXXXXXXXQDS/TX)

= “Arg”
= “Asx”
= “Cys”
= “Glx"
= “Gly”
= “His”
= “TIle”
= “Leu”
= “Lys”
= “Met”
= “Phe”
= “Pro”
= “Ser”

— IIThrlI
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<220>

/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

<221> VARIACAO

<222>
<223>

<220>

(7)..(7)

/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

<221> VARIACAO

<222>

(9)..(15)

IITrplI
llTyrlI
llvalll

llXaalI

44717

unrgr
“Bsx”
uCysn
“Glx”
uGly”
“His”
“Ile”
“Leu”
“Lysn
“Met”
“Phe”
“Pro”
“Ser”

IIThrlI

llvall/

IIXaalI

4117
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<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

VARIACAO
(18)..(18)

/substituir

VARIACAO
(19)..(19)
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

unrgr
“Asx”
uCysn
“Glx”
uGly”
“His”
“Ile”
“Leu”
“Lysn
“Met”
“Phe”
“Pro”
“Ser”

IIThrlI

lIThrl/

IIArg—lI
IIASXI’
IICySlI
IIGle’
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/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

<400> 5

Ala Arg Pro Thr
1

5

Asp Ser Ala

<210> o
<211> 19

<212> PRT

= “Gly”
= “His”
= “Ile”
= “Leu”
= “Lys”
= “Met”
= “Phe”
= “Pro”
= “Ser”

— llThrlI

<213> Desconhecido

<220>
<223>

Descricao

(genérico)

de sequéncia:

10

péptido

(XS/TDQXXXXXXXLXLTTPRX)
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

VARIACAO
(1)..(1)
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

VARIACAO
(2)..(2)

/substituir

VARIACAO
(5)..(11)

/substituir

unrgr
“Asx”
uCysn
“Glx”
uGly”
“His”
“Ile”
“Leu”
“Lysn
“Met”
“Phe”
“Pro”
“Ser”
“Thr”
uprpn
e
“Val”

IIXaalI

41717

IIThrlI

IIArgl’
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<220>

/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

<221> VARIACAO

<222>
<223>

(13) ..(13)

/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

“Asx”
uCysn
“Glx"”
uGly”
“His”
“Ile”
“Leu”
“Lysn
“Met”
“Phe”
“Pro”
“Ser”

IIThrlI

“unrgr
“Asx”
ucysn
“Glx”
“Gly”
“His”
“Ile”
“Leu”
“Lysn

IIMet 144
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<220>

/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

<221> VARIACAO

222>
<223>

(19)..(19)

/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

unrgr
“Asx”
ucysn
“Glx"”
“Gly”
“His”
“Ile”
“Leu”
“Lysn
“Met”
“Phe”
“Pro”
“Ser”
“Thr”
uprpn
Ty
“Val”

IIXaalI

4mrr

72



<400> 6

.Ala Ser Asp Gln Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Leu Ala Leu Thr Thr
1 5 10 15

Pro Arg Ala

<210> 7
<211> 10
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>
<223> Descricdao de sequéncia: péptido contendo a sequéncia TAT,

L-TAT

<400> 7

Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arqg Arg Arg
1 5 10

<210> 8
<211> 10
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>
<223> Descrigcao de sequéncia: péptido de retro-inverso contendo

a sequéncia TAT D-TAT

<400> 8

Arg Arg Arg Gln Arg Arg Lys Lys Arg Gly
1 : 5 10
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<210>
<211>
<212>

<213> Desconhecido

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

9
17
PRT

Descricdo de sequéncia:

genérica L-genérico-TAT

VARIACAO
(1)..(4)
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

“prg”
“Asx”
“oyg”
“G1x"
“Gly”
“His”
“Tle”
“Leu”
“lyg”
“Met”
“Phe”
“Pro”
“Ser”
“Thr”
“Typ”
4Ty
“val”

lIXaaI’

417

péptido contendo a sequéncia TAT
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<220>

<221> VARIAGAO

<222> (14)..(17)

<223> /substituir = “Arg”
/substituir = “Asx”
/substituir = “Cys”
/substituir = “Glx”
/substituir = “Gly”

/substituir = “His”

/substituir = “Ile”
/substituir = “Leu”
/Substituir = ”Lysn

/substituir = “Met”
/substituir = “Phe”
/substituir = “Pro”
/substituir = “Ser”
/substituir = “Thr”
/substituir = “Trp”
/substituir = “Tyr”
/substituir = “val”

/substituir = “Xaa”

/substituir = “”

<400> 9
Ala Ala Ala Ala Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Ala Ala Ala
1 5 10 15
Ala

<210> 10

<211> 17

<212> PRT
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<213> Desconhecido

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>

Descricadao de sequéncia:

genérica D-genérico-TAT

VARIACAO
(1)..(4)
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

VARIACAO
(14)..(17)

unrgr
“Bsx”
uCysn
“Glx”
uGly”
“His”
“Ile”
“Leu”
“Lysn
“Met”
“Phe”
“Pro”
“Ser”

IIThrlI

llvall/

IIXaalI

4117

péptido contendo a sequéncia TAT
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<223> /substituir = “Arg”
/substituir = “Asx”
/substituir = “Cys”
/substituir = “Glx”
/substituir = “Gly”
/substituir = “His”
/substituir = “Ile”
/substituir = “Leu”
/substituir = “Lys”
/substituir = “Met”

/substituir = “Phe”

/substituir = “Pro”
/substituir = “Ser”
/substituir = “Thr”

/SUbStitUir = ”Trp"
/substituir = “Tyr

/substituir = “val”

/Substituir = “Yaa”
/SUbStituir _ ur
<400> 10

Ala Ala Ala Ala Arg Arg Arg Gln Arg Arg Lys Lys Arg Ala Ala Ala
1 5 10 15

Ala

<210> 11
<211> 35
<212> PRT

<213> Desconhecido
<220>

77



<223> Descricadao de sequéncia: proteina de fusao

inibidora da JNK

<400> 11

Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Pro Pro Asp Thr Tyr Arg
1 5 10 15

Pro Lys Arg Pro Thr Thr Leu Asn Leu Phe Pro Gln Val Pro Arg Ser
20 25 30

Gln Asp Thr
35

<210> 12
<211> 33
<212> PRT

<213> Desconhecido
<220>
<223> Descricdo de sequéncia: proteina de fusao

inibidora da JNK

<400> 12

Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Pro Pro Glu Glu Pro His
1 5 .

10 - 15

Lys His Arg Pro Thr Thr Leu Arg Leu Thr Thr Leu Gly Ala Gln Asp

20 25 30

Ser

<210> 13

<211> 42

<212> PRT

<213> Desconhecido

78
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<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

Descricdao de sequéncia: proteina de fusdo L-TAT-IB

inibidora da JNK (genérica)

(XXXXKXXKXRKKRRQRRRX XXX XXX XRPTTLXLXXXXXXXQDS/TX)

VARIACAO

(1) ..(7)

/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

VARIACAO
(17)..(24)

/substituir

“prg”
“Asx”
“oys”
“G1x"
“Gly”
“His”
“Tle”
“Leu”
“l,ys”
“Met”
“Phe”
“Pro”
“Ser”
“Thr”
“Typ”
4Ty
“val”

lIXaal/

4717

IIArgI’
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<220>

/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

<221> VARIACAO

<222>
<223>

(30)..(30)

/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

“Asx”
uCysn
“Glx"”
uGly”
“His”
“Ile”
“Leu”
“Lysn
“Met”
“Phe”
“Pro”
“Ser”

IIThrlI

“unrgr
“Asx”
ucysn
“Glx”
“Gly”
“His”
“Ile”
“Leu”
“Lysn

IIMet 144
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<220>

/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

<221> VARIACAO

222>
<223>

(32)..(38)

/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

unrgr
“Asx”
ucysn
“Glx"”
“Gly”
“His”
“Ile”
“Leu”
“Lysn
“Met”
“Phe”
“Pro”
“Ser”
“Thr”
uprpn
Ty
“Val”

IIXaalI

4mrr
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

VARIACAO
(41)..(41)

/substituir

VARIACAO
(42) ..(42)
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

IIThrlI

unrgr
“Bsx”
uCysn
“Glx”
uGly”
“His”
“Ile”
“Leu”
“Lysn
“Met”
“Phe”
“Pro”
“Ser”

IIThrlI

llvall/

IIXaalI

4117
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<900>

1

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Arg Pro Thr Thr Leu Ala Leu Ala

13

5

20 25

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gln Asp Ser Ala

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

<220>
<223>

<400>

Thr Asp Gln Ser Arg Pro Val Gln Pro Phe Leu Asn Leu Thr Thr Pro
10

1

Arg Lys Pro Arg Tyr Thr Asp Pro Pro Arg Arg Arg Gln Arg Arg Lys
20 25 . 30 ,

35 40

14
35
PRT

Desconhecido

Descricdo de sequéncia:

inibidora da JNK

14

5

Lys Arg Gly
: 35

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

<220>
<223>

15
33
PRT

Desconhecido

Descricao de sequéncia:

inibidora da JNK

83

proteina

proteina

30

de

de

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg
10 15

fusao

15

fusao

D-TAT-IB1

D-TAT-IB2



<400>

15

Ser Asp Gln Ala Gly Leu Thr Thr Leu Arg Leu Thr Thr Pro Arg His

1

5

10

15

Lys His Pro Glu Glu Pro Pro Arg Arg Arg Gln Arg Arg Lys Lys Arg
25 '

Gly

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

20

16
42
PRT

Desconhecido

Descricao de sequéncia:

inibidora da JNK (genérica)

30

proteina de fusdo D-TAT-IB

(XT/SDQXXXXXXXLXLTTPRXXXXXXXXRRRORRKKRXXXXXXX)

VARIACAQ
(1)..(1)
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

“nrg
“Asx"
ueys
“Glx"
g1y
“His"”
“Ile”
“Leu”
"y
“Met”

IIPhe 144
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<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

VARIACAO
(2)..(2)

/substituir

VARIACAO
(5)..(11)
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

“Pro”
“Ser”
“Thr”
uprpn
e
“Val”

llxaall

4117

llserll

unrgr
“Asx”
uCysn
“Glx"
uGly”
“His”
“Ile”
“Leu”
“Lysn
“Met”
“Phe”
“Pro”
“Ser”
“Thr”

IITrpl’

85



<220>

/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

<221> VARIACAO

<222>
<223>

<220>

(13)..(13)

/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

<221> VARIACAO

<222>
<223>

(19)..(26)

/substituir

{4

”Tyr
llvalll

llxaall

41717

unrgr
“AsxX”
uCysn
“Glx”
uGly”
“His”
“Ile”
“Leu”
“Lysn
“Met”
“Phe”
“Pro”
“Ser”
“Thr”
uprpn
upypn
“Val”

lIXaal/

4717

IIArgl’
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<220>

/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

<221> VARIACAO

<222>
<223>

(36)..(42)

/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

“Asx”
uCysn
“Glx"”
uGly”
“His”
“Ile”
“Leu”
“Lysn
“Met .”
“Phe”
“Pro”
“Ser”

IIThrlI

“uprgr
“AsX"
uCysn
“Glx"
uGly”
“His"
“Ile”
“Leu”
“Lysn
“Met”

IIPhe 144

/substituir = “”
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<400>

Ala Thr Asp Gln Ala

1

Pro Arg Ala Ala Ala

Lys Lys Arg Ala Ala
35

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

<220>
<223>

<400>

1

Leu Asn Leu Phe Pro

<210>

/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

16

.5

20

17
29
PRT

Desconhecido

Descricao de

17

Pro Gly Thr Gly Cys
5

20

18

= “Pro”
= “Ser”
= “Thr”
= “Trp”
= “Tyr”
= “val”

— llxaall

4117

Ala Ala Ala Ala Ala Ala Leu Ala Leu Thr Thr
10 15

Ala Ala Ala Ala Ala Arg Arg Arg Gln Arg Arg
25 30

Ala Ala Ala Ala Ala
40

sequéncia: JBD de IB1, IBl-longo

Gly Asp Thr Tyr Arg Pro Lys Arg Pro Thr Thr
10 15

Gln Val Pro Arg Ser Gln Asp Thr
25

88



<211> 27
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

<223> Descrigao de sequéncia: JBD de IB2, IB2-longo

<400> 18

Ile Pro Ser Pro Ser Val Glu Glu Pro His Lys His Arg Pro Thr Thr
1 5 10 15

Leu Arg Leu Thr Thr Leu Gly Ala Gln Asp Ser
‘ 20 25

<210> 19
<211> 29
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

<223> Descrigao de sequéncia: JBD de c-Jun, c-Jun

<400> 19

Gly Ala Tyr Gly Tyr Ser Asn Pro Lys Ile Leu Lys Gln Ser Met Thr
1 5 10 15

Leu Asn Leu Ala Asp Pro Val Gly Asn Leu Lys Pro His
20 25

<210> 20
<211> 29
<212> PRT

<213> Desconhecido
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<220>

<223> Descricgao de sequéncia: JBD de ATF2, ATFEF2

<400> 20

Thr Asn Glu Asp His Leu Ala Val His Lys Bis Lys His Glu Met Thr
1 5 10 15

Leu Lys Phe Gly Pro Ala Arg Asn Asp Ser Val Ile Val
20 25

<210> 21
<211> 20
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

<223> Descricgao de sequéncia: péptido L-JBD20 inibidor da JNK

<400> 21

Arg Pro Lys Arg Pro Thr Thr Leu Asn Leu Phe Pro Gln Val Pro Arg
1 5 10 ‘ 15

Ser Gln Asp Thr
: 20

<210> 22
<211> 20
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>
<223> Descricao de sequéncia: péptido inibidor da JNK D-JBD20
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<400> 22

Thr Asp Gln Ser Arg Pro Val Gln Pro Phe Leu Asn Leu Thr Thr Pro

1 5

Arg Lys Pro Arg
20 -

<210> 23
<211> 32
<21 PRT

<213> Desconhecido

<220>

<223> Descricao de sequéncia:

inibidora da JNK (1. e.,

<400> 23

10

proteina

L-TAT-JBD20)

de

15

fusao

L-TAT-JNKI1

Gly Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Pro Pro Arg Pro Lys Arg
1 5 10 15

Pro Thr Thr Leu Asn Leu Phe Pro Gln Val Pro Arg Ser Gln Asp Thr

20 25

<210> 24
<211> 32
<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

<223> Descricao de sequéncia:

inibidora da JNK (1. e.,

proteina

D-TAT-JBD20)

91
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fusao

D-TAT-JNKI1



<400>

24

Thr Asp Gln Ser Arg Pro Val Gln Pro Phe Leu Asn Leu Thr Thr Pro

1

Arg Lys Pro Arg Pro Pro Arg Arg A
2

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

5

20

25
34
PRT

Desconhecido

Descricdao de sequéncia:

10 15

rg Gln Arg Arg Lys Lys Arg Gly
5 30 .

proteina de fusado L-TAT-JNKI1

inibidora da JNK (genérica)

(XXXXRKKRRQRRRXXXXRPTTLXLXXXXXXXQDS/T)

VARIACAO
(1)..(4)
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

IIArg—lI
IIASXII
IICySlI
IIGlXII
IIGlle
IIHiSII
IIIlelI
IILeull
IILySlI
IIMet ”
IIPhelI

”PIO"
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<220>

/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

<221> VARIACAO

<222>
<223>

(14)..(17)

/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

unrgr
“Asx”
ucysn
“Glx”
uGly”
“His”
“Ile”
“Leu”
“Lysn
“Met”
“Phe”
“Pro”
“Ser”
“Thr”
uprpn
gy
“Val”

IIXaalI

41 rr
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<220>

<221> VARIACAO

<222>
<223>

<220>

(23) ..(23)

/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

<221> VARIACAO

<222>
<223>

(25) ..(31)

/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

unrgr
“Asx”
uCysn
“Glx”
uGly”
“His”
“Ile”
“Leu”
“Lysn
“Met”
“Phe”
“Pro”
“Ser”
“Thr”
uprpn
e
“Val”

IIXaalI

41717

“unrgr
“ASX"
ucysn
“Glx"
uGly”

IIHiSl’
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/substituir = “Ile”
/substituir = “Leu”
/substituir = “Lys”
/substituir = “Met”

/substituir = “Phe”

/substituir = “Pro”
/substituir = “Ser”
/substituir = “Thr”

/substituir = “Trp”
/substituir = “Tyr
/substituir = “val”
/substituir = “Xaa”

/substituir = “”

<220>
<221> VARIACAO
<222> (39)..(39)

<223> /substituir = “Thr”

<400> 25

Ala Ala Ala Ala Arg Lys Lys Arg Arg Gln Arg Arg Arg Ala Ala Ala
1 S 10 15

Ala Arg Pro Thr Thr. Leu Ala Leu Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Gln
20 25 30

Asp Ser
<210> 26
<211> 34

<212> PRT

<213> Desconhecido
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<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

Descricdao de sequéncia:

inibidora da JNK

proteina de fusdo D-TAT-JNKI1

(genérica)

(S/TDQXXXXXXXLXLTTPRXXXXRRRQRRKKRXXXX)

VARIACAO
(1)..(1)

/substituir

VARIACAO
(4)..(10)
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

IIThrlI

unrgr
“Asx”
ucysn
“Glx"”
“Gly”
“His”
“Ile”
“Leu”
“Lysn
“Met”
“Phe”
“Pro”
“Ser”
“Thr”
uprpn
Ty
“Val”

IIXaalI

4mrr
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<220>

<221> VARIACAO

<222>
<223>

<220>

(12)..(12)

/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

<221> VARIACAO

<222>
<223>

(18) ..(21)

/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

unrgr
“AsX”
uCysn
“Glx”
uGly”
“His”
“Ile”
“Leu”
“Lysn
“Met”
“Phe”
“Pro”
“Ser”
“Thr”
uprpn
upyp
“Val”

IIXaal/

4717

uprgr
“Asx"
ugysn
“Glx"
uG1y”
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<220>

/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

<221> VARIACAO

<222>
<223>

(31)..(39)

/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir
/substituir

/substituir

“His”
“Ile”
“Leu”
“Lysn
“Met”
“Phe”
“Pro”
“Ser”
“Thr”
uprpn
gy
“Val”

IIXaalI

41417

“prg”
“Asx”
“oyg”
“Glx"
“gly”
“His"
“Ile”
“Leu”
“l,ys”
“Met”
“Phe”
“Pro”
“Ser”

IIThrl’
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/substituir = “Trp”
/substituir = “Tyr”
/substituir = “val”
/substituir = “Xaa”

44717

/substituir =

<400> 26

Ser Asp Gln Ala Ala Ala Ala Ala Ala Ala Leu Ala Leu Thr Thr Pro

1 5

10

15

Arg Ala Ala Ala Ala Arg Arg Arg Gln Arg Arg Lys Lys Arg Ala Ala
30

20 25

Ala Ala

<210> 27

<211> 20

<212> PRT

<213> Desconhecido

<220>

<223> Descricao de sequéncia:

JNK

<400> 27

Arg Pro Lys Arg Pro Thr Ala Ala Asn Ala Phe Pro Gln Val Pro Arg
1 5

Ser Gln Asp Thr
20

<210> 28
<211> 20
<212> PRT

péptido L-JBD20-mut

10

99

15

inibidor da




<213> Desconhecido

<220>
<223> Descrigdao de sequéncia: péptido D-JBD20-mut inibidor da

JNK

<400> 28

Thr Asp Gln Ser Arg Pro Val Ala Pro Phe Ala Asn Aia Ala Thr Pro
i 5 10 ' 15

Arg Lys Pro Arg
' 20

<210> 29
<211> 21
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>
<223> Descricgao de sequéncia: sonda AP-1 duplamente marcada (ver

a pagina 48 da descricéo)

<400> 29

cgcttgatga gtcagecgga a 21

<210> 30
<211> 20
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

100



<223> Descricao de sequéncia: iniciador

RT-PCR (ver a pagina 51 da descricao)

<400> 30

gctgacagat acactccaag 20

<210> 31
<211> 20
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>
<223> Descricdao de sequéncia: iniciador

RT-PCR (ver a pagina 51 da descricao)

<400> 31

cctagatgat gecggaaaca 20

<210> 32
<211> 20
<212> ADN

<213> Desconhecido

<220>

directo

inverso

c-Fos

c-Fos

para

para

<223> Descricao de sequéncia: iniciador directo Actina para RT-

PCR (ver a pagina 51 da descricéao)

<400> 32
aacggctceg geatgtgcaa 20

<210> 33
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<211> 21
<212> ADN

<213> Desconhecido
<220>
<223> Descricadao de sequéncia: iniciador reverso da Actina para

RT-PCR (ver a pagina 51 da descricao)

<400> 33
atigtagaag gtgtggtgec a 21

Lisboa, 20 de Novembro de 2013
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REIVINDICACOES

Utilizacgdao de qualquer um dos péptidos incluindo qualguer
uma das sequéncias de aminodcidos seleccionadas das
SEQ ID N°: 3, 4, 6 e 22 ou sendo qualgquer uma das
sequéncias de aminodacidos seleccionadas das
SEQ ID N°: 14-16, 24 e 26 ou dos péptidos tendo, pelo
menos, uma identidade da sequéncia de 95% com estes
péptidos, na preparacao de um medicamento para o tratamento
de um disturbio neuronal associado com um evento
excitotéxico devido a danos cerebrais ou a acidente
vascular cerebral traumdtico ou a morte neuronal resultante

de episddios epilépticos.

Utilizagdao de acordo com a reivindicacdao 1, em que ©
péptido se destina a ser administradao por qualquer via de
administracéao seleccionada do grupo consistindo em
distribuicgao intrauricular, intraperitoneal, nasal,

intravenosa, oral e por emplastro.

Utilizagao de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
ou 2, em que o péptido & seleccionado da sequéncia de
aminodcidos de acordo com a SEQ ID N°: 22 ou 24 e péptidos
tendo, pelo menos, uma identidade da sequéncia de 95% com

estes péptidos.

Lisboa, 20 de Novembro de 2013



Sequéncias Peptidicas de Humano, Murganho e Rato

A.

IB2
IBl
c¢-Jun
ATF2

B.

L-IB2
L-IB1l

C.

L-TAT
L-TAT-IB1
L-TAT-IB2
L-TAT-JBD,,

D-~TAT
D-TAT-IB1
D-TAT- JBD,,

“w e s »e

s wa ar a» -

. 4o 4e

1 k%

IPSPSVEEPHKHRPTTLRL- - TTLGAQDS
PGTGCGDTYRPKRPTTLNLFPQVPRSQDT
GAYGYSNPKILKQSMTLNLADPVGNLKPH

TNEDHLAVHKHKHEMTLKFGPARNDSVIV

. I N hk oy

EEPHKHRPTTLRL--TTLGAQDS
DTYRPKRPTTLNLFPQVPRSQDT

o0 O

NH,- GRKKRRQRRR -COOH

NH,- GRKKRRQRRRPPDTYRPKRPTTLNLFPQVPRSQDT -COOH
NH,- GRKKRRQRRRPPEEPHKHRPTTLRLTTLGAQDS -COOH
NH,- GRKKRRQRRRPPRPKRPTTLNLFPQVPRSQDT -COOH

NH,- RRRQRRKKRG -CQOOH

NH,- TDQSRPVQPFLNLTTPRKPRYTDPPRRRQRRKKRG ~COOH
NH,- TDQSRPVQPFLNLTTPRKPRPPRRRQRRKKRG ~COOH

Fig. 1
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Sequéncias Genéricas de Humano, Murganho e Rato

L-TAT-IB
L-TAT-JBD,,
D-TAT
D-TAT-IB
D-TAT- JBD,,

XAXXXAKXRKKRRQRRRXXXXXXXXRPTTLXLXXXXXXXQDS/TX
XXXXXXKXRKKRRORRRXXXXXXXXRPTTLXLXXXXXXXQDS/TX
AXXXRRRQRRKKRXXXX -COCH

XT/SDQXXXXXXLXLTTPREXXXXXXXXRRRQRREKREXXXHXX
XT/SDOAXXXAXXLYLTTPREXAXXXXXRRRORRKKREX XX XXX

Fig. 2

~COOH
-COOH

-COOH
-COOH
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Efeitos da Construcao GFP-JBD,; sobre
a Apoptose das Células B de Murganho

14

-
~

-
(=]

Células apoptoticas (%)
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Efeitos dos Péptidos TAT-IB sobre a Fosforilacao Mediada
por JNK

- o~
g g
= =
<« <
[ -
S

Fig. 4a
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Efeitos dos Péptidos TAT-IB sobre a Fosforilacao Mediada
por JNK

TAT-1IB1 (::M) TAT-IB2 (LM)

SN

SN2 c-Jun

JNK3
ST

SN2 ATF2

JNCE .. 5 s - O AT S VR T

et

JMNHCE it DT TS spmac

SATRTRATEY

SN2 Elkt

JNK3

R Fyes
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Inibicao por L-TAT-IB da Fosforilacdo por JNK Recombinante
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Fig. 5
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Inibicao In Vivo da Fosforilagcao de c-Jun por Péptidos
TAT-IB

| TAT-IB2
0

R AR A T, 1 SATIE

uv

Fig. 6
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Inibicao da Morte de Células B Pancreaticas induzidas
por IL-1B3, por Péptidos TAT-IB

16

14 5

12 4

10

Células apoptoticas (%)

i B i

CTRL oGy 306y TAT 300y TAT-BI

Fig. 7



9/22

O péptido D-TAT-IB1 reduz a apotose induzida por IL1, em
células BTC3

Células apoptoticas (%)
o

4
2 j i
L} T v T

CTRL D-TAT  D-TAT/L-1 D-BYRE-

Fig. 8
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O péptido D-TAT-IB1 confere proteccao a longo prazo
(15 dias) contra apotose induzida por IL1, em células BTC-3

12

10

Células apoptoticas (%)
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Os péptidos D-TAT-IB1 e L-TAT-IB1 previnem a apoptose
induzida por IR numa linha de células do cancro do célon

humano

Células apoptoticas (%)
< N O (o] 5
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Supressao do Factor de Transcricao da JNK por Péptidos
L-TAT-IB

E TATAL-1
3 TATAB1/L-1

=
[
el

Fig. 11
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Radioproteccao contra a Radiacao lonizante por péptidos

peso

120

100 4

80

60 4

40 |

20

Nl

TAT-1B1

—=—L-TAT-B
——D-TAT-B1
——CTR

123 45678 91011

Edema + eritema

Fig. 12
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Marcacao dupla com faloidina (\}ermelho) e'TUNEL (vérde)

em culturas organotipicas neonatais.

¢, E: explantes ndo expostos de controlo, mantidos 3

~~dias em cultura
. :"D, F: culturas expostaé a neomicina (1 mM) durante
", 1 dia em meio normal

.. S30 observadas células positivas com tunel, em varias areas das
culturas expostas a neomicina, incluindo a regido das células
. ciliadas [parénteses]

Fig. 14A
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. " Culturas expostaé a neomicina na pres;en§a de D-JNK1

-Inibicao da perda de células ciliadas induzida pela neomicina, por. ~

péptidos D-JNK-1, em implantes cocleares neonatais.

‘ E;{emplos (A-Dj de nﬁarcagéo dubla com faloidina e TUNEL-FITC

"'_de espiras cocleares pré-tratadas com D-JNKI 5 uM, durante 24 h

e, seguidamente, desafiadas com neomicina 1 uM ha presenca de-: . '
JNK.

“E de salientar que o pré-tratémento'cbm D-JNKI protegeu,

“significativamente, as células ciliadas dos danos pela neomicina. .

3

Fig. 14B
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FIG. 16
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