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USO DE CROTAMINA E COMPOSIGAO

CAMPO DA INVENCAO

[0001] A presente invencdo refere-se, em um aspecto,
a usos de crotamina e de composicdes que a contém, baseado
nas suas caracteristicas inéditas de interacdo com material
genético.

[0002] Em um de seus aspectos, a invencao refere-se
a uma série de usos Uteis para a crotamina em quantidades
sub-micromolares, em gque o comportamento do polipeptideo
deixa de ser toéxico, associando as caracteristicas de
penetracado celular, conducao de moléculas para a superficie,
citoplasma ou nucleo celular e, de forma particular, de
penetracdo celular seletiva.

[0003] De acordo com a 1invencdo, de forma mais
particular, mas sem excluir qualquer outra, a crotamina e
composicdes que a contém sao adequadas, entre outros, aos
seguintes usos uUteis na area diagnéstica, farmacéutica e
biotecnoldgica:

- para conducdo de moléculas para dentro da célula, in
vitro ou in vivo;

- para identificacdo ou marcacao especifica de células
proliferativamente ativas em populacdo mista de células, 1in
vitro ou in vivo.

[0004] Dentro de outro aspecto, a invencao se refere
a composicdes que compreendem uma concentracao
farmaceuticamente eficaz de crotamina, e uso destas no
tratamento de doencas e disfuncdes, baseado nas suas
caracteristicas de 1interacao com material genético, por

exemplo, DNA e RNA, e de seletividade celular.
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ANTECEDENTES DA INVENCAO

TOXICIDADE

[0005] Aos olhos de um técnico no assunto, e em vista
do gque se conhece no estado da técnica, as caracteristicas
toéxicas da crotamina nao poderiam incentivar, e mesmo
inibiriam, a pesquisa de seu uso para qualquer finalidade
benéfica ao ser humano.

[0006] Crotamina é uma toxina, mals especificamente
uma miotoxina, isolada do veneno da cascavel sul americana,
Crotalus durissus terrificus [Goncalves, J.M. (1950) .
Estudos sobre venenos de serpentes brasileiras. II - Crotalus
durissus crotaminicus, subspécie Dbioldgica. An. Acad.
Brasileira Ciéncias 28, 365-367]. A crotamina ¢é um dos
componentes mais abundantes no veneno de cascavel,
correspondendo a aproximadamente 10% de crotamina por peso
seco do veneno. A crotamina é um polipeptideo basico de baixo
peso molecular, da ordem de 4.800 Daltons e com ponto
isoelétrico acima de 9,5. E constituida por 42 residuos de
aminoadcidos (YKQCHKKGGHCFPKEKICLPPSSDFGKMDCRWRWK CCKKGSG),
apresentando 6 <cisteinas que formam trés ©pontes de
dissulfeto, e é rica em aminoacidos béasicos como a lisina e
a arginina.

[0007] Quando injetada intraperitonealmente, a
crotamina causa uma rapida paralisia das patas traseiras de
camundongo, num tempo menor que 15 minutos, sendo este o
efeito tipico dessa toxina. Além disto, sd&o observadas ainda
dificuldade em respirar e rigidez, sugerindo uma acao
veratrina-simile [Goncalves, J.M. (1956), Ja citado

anteriormente]. Em nivel molecular e celular, a crotamina
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induz um aumento na corrente de sb6édio voltagem-dependente
(mediado por canais de sbdio), por despolarizacdo acentuada
(reducdo do potencial de repouso) da membrana dos midcitos
das fibras musculares, junto as placas motoras - um mecanismo
que é prevenido pela tetradotoxina (TTX) [Hong, S.J., Chang,
C. (1985) “Electrophysiological studies of myotoxin a
isolated from prairie rattlesnake (Crotalus viridis viridis)
venom on murine skeletal muscle”. Toxicon 23, 927-937].
Conseqiientemente, o influxo macico de ions sdédio causa a
dilatacdo do reticulo sarcoplasmatico dos midcitos, e a
inducédo lenta de mionecrose restrita as células dos musculos
esqueléticos [Ownby, C.L., Cameron, M.S., Tu, A.T. (1976)
“Isolation of myotoxin component from rattlesnake (Crotalus
viridis viridis) venom”. Am. J. Pathol. 85, 149-166].

[0008] Esse mecanismo, pelo qual a crotamina exerce
sua toxidade, ¢ semelhante ao da miotoxina-a, mais
extensivamente estudada.

[0009] A crotamina é capaz de formar dimeros através
de ligacdes entre cadeias de dissulfeto, adquirindo uma forma
nao muito diferente da esférica, que 1liga covalentemente
subunidades extras.

[0010] Assim, nado ha divulgacdes no estado da técnica
que sugiram, ou de qualquer forma 1indiquem beneficios
advindos dos efeitos da crotamina sobre organismos Vvivos.

PENETRACAO CELULAR

[0011] Peptideos célula-penetrantes (CPP, do inglés
“cell-penetrating peptides” ou “cell-translocating
peptides”) sao conhecidos no estado da técnica. Algumas

caracteristicas desse tipo de peptideo ja foram divulgadas
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como © carater catidnico, baixo peso molecular e alto
conteudo de aminoacidos basicos, no entanto esses peptideos
podem variar na estrutura primadria, no tamanho, e/ou na
capacidade de penetrar nas células, o que faz com gque néao
seja previsivel reconhecer um CPP, uma vez gue nao se sabe
a caracteristica estrutural determinante para essa funcédo de
penetracdo celular. Sao conhecidos CPPs naturais, como a
proteina HIV-1 TAT, derivada do virus de imunodeficiéncia
humana (“human immunodeficiency virus”, HIV-1) e isolada do
fator de ativacédo de transcricao de virus, com capacidade de
penetrar dentro de células in vitro, apresentando
localizacao citoplasmatica e nuclear normal; antp43-58,
derivada do fator de transcricdo do homeodominio de
Antennapedia de Drosophila, e ainda a proteina estrutural de
Herpes simplex virus type I (HSV-1), denominada de VP22.
Essas trés proteinas célula-penetrantes possuem dominios de
transducdo de proteinas (protein transduction domains,
PTDs), ou seja, uma seqléncia de residuos de aminoacidos que
quando isolada apresenta a maior eficiéncia de penetracéao
dentro de células [Hawiger, J. (1999) “Noninvasive
intracellular delivery of functional peptides and proteins”.
Curr. Opin. Chem. Biol. 3, 89-94].

[0012] No entanto, apesar da obediéncia a alguns
paréametros que orientam a caracteristica de um peptideo ser
célula-penetrante, o homem da técnica ndo saberia prever o
efeito da presenca de 3 pontes dissulfetos da crotamina, que
é dotada de 6 cisteilnas, uma das caracteristicas estruturais
que a diferencia dos outros peptideos célula-penetrantes

naturais conhecidos.
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CONDUCAO DE MOLECULAS AO CITOPLASMA E NUCLEO CELULAR

[0013] No estado da técnica sao conhecidas algumas
tecnologias sobre a conducdao de material genético para o
citoplasma e/ou nucleo celular, no entanto apresentam alguns
inconvenientes, como falta de seletividade e baixa
eficiéncia de carregamento de moléculas, nao havendo
divulgacédo do uso de peptideos catidnicos isolados do veneno
como a crotamina para esses fins.

[0014] As referéncias que seguem abordam o assunto
de maneira genericamente associada a este aspecto da invencao
(penetracdo intra-celular e nuclear e/ou conducdo de DNA
e/ou moléculas), mas todas s&o diferentes da presente
invencao e ndo indicam ou de qualquer forma sugerem qualquer
comportamento dessa natureza da crotamina, como determinou
a Depositante.

[0015] A patente US 4.774.318 descreve o 1isolamento
de um pequeno polipeptideo com atividade <citotdxica,
purificado da fracdao de baixo peso molecular da serpente
Crotalus atrox. Este composto pode ser usado como inibidor
do crescimento celular, tanto puros como em combinacdo com
outros reagentes, COomo anticorpos. Conjugados destes
peptideos com ligantes especificos podem ser utilizados para
uma remocao seletiva de células especificas numa mistura de
células.

[0016] A patente us 6.420.176 descreve uma
composicdo para conducdo de DNA para células apresentadoras
de antigeno. Um complexo molecular de conducao especifica
para célula apresentadora de antigeno é formado a partir de

um sistema de conducao de gene ndo viral complexado com um
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material genético heterdlogo. O complexo entra entdo na
célula-alvo através de receptores especificos e resiste aos
mecanismos de degradacao intracelular, de tal forma que a
incorporacéao ou transducao deste material genético
heter6logo resulta em expressdo da respectiva proteina. A
patente inclui ainda um método de imunizacdo génica sem a
utilizacdo de agulhas.

[0017] A patente US 6.461.641 descreve um veiculo de
conducdo para tumores. O principal problema das técnicas
usuais de conducao de reagentes terapéuticos,
especificamente células ou grandes volumes de DNA
recombinante ou drogas, para tumores sd6lidos, tem sido a
resisténcia destes tecidos ao influxo de células e/ou de
fluidos, resultando em uma baixa eficiéncia na penetracao
destes em tecidos tumorais a serem tratados. A utilizacédo de
veiculos mais viscosos, preferencialmente com densidade
semelhante ao do tecido, permite uma penetracao mais
eficiente, com reduzido refluxo e dispersdo no ponto de
entrada, de forma que mais material possa ser introduzido e
permaneca no tumor. Entre os materialis mals 1indicados
incluem-se as solucdes ou suspensdes de material polimérico
que dgelificam ou solidificam, no momento ou logo apds, a
injecdo ou implantacdo do material.

[0018] A patente UsS 6.635.623 descreve a
lipoproteina como um vetor para transporte de acidos
nucléicos. Esta invencdo se refere a materiais e métodos
empregados para o transporte e conducdao de acidos nucléicos
in vivo. Especificamente, refere-se ao uso de lipoproteinas,

incluindo as lipoproteinas de baixa densidade (“low density
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lipoproteins” - LDL) e/ou as apolipoproteinas, para a ligacéo
e transporte in vivo de &acidos nucléicos. Além disto, esta
invencao refere-se ao uso de lipoproteinas na deteccéao
precoce de céancer e/ou metastase e/ou arterosclerose.

[0019] A patente US 6.638.767 descreve métodos para
conduzir compostos para dentro de células utilizando haleto
orgadnico e/ou carreador, podendo ser associado ao uso de
ultrassom. Define-se haleto como um composto organico
halogenado, ou seja, que contém pelo menos um &atomo de
carbono e pelo menos atomo de halogénio que pode ser um fluor
(preferencialmente), cloro, bromo ou iodo.

[0020] A patente US 6.676.935 descreve adenovirus
tecido-especificos como veiculo para transfeccao de células
hospedeiras. Através da introducao de reguladores de inicio
de transcricao dependentes de fatores de transcricao que sao
ativos somente em tipos celulares especificos e restritos,
a replicacdo viral pode ser restringida as células-alvo. O
adenovirus modificado pode ser utilizado como veiculo para
a conducdo de material genético, particularmente associado
com funcao citotdxica para utilizacdo em neoplasias.

[0021] A patente US 6.680.301 descreve um processo
de transferéncia de moléculas para dentro das células através
da membrana endossomal e lisossomal, utilizando um
tratamento fotodindmico, sem provocar a morte da maioria das
células pelo tratamento fotodinédmico. Mais especificamente,
esta invencdo inclui um método de transferéncia de DNA e/ou
RNA, tais como genes, para células através de inducao
fotoquimica do rompimento dos endossomos € lisossomos.

[0022] A patente us 6.692.911 descreve uma

Petigdo 870190011802, de 04/02/2019, pag. 16/78



8/44

composicao para conducado de compostos para dentro de células,
especificamente referindo-se a agentes endosomoliticos
biocompativeis. Na formulacéao ideal, os agentes
endosomoliticos sdo biodegradaveis e podem se desfazer
dentro das células em compostos gque podem ser reaprovelitados
ou dispensados pela célula. Entre os agentes endosomoliticos
incluem-se o0s polimeros catidnicos, especificamente aqueles
compostos constituidos por Dbiomoléculas talis como a
histidina, poli-histidina, poli-lisina ou qualquer
combinacdo entre eles. Outro exemplo de agente endosmolitico
inclui os compostos contendo imidazol tais como ©
vinilimidazol e a histamina. Séao mencionados Como
preferiveis os agentes que apresentam multiplos sitios
receptadores de préton e age como uma “esponja de prodtons”,
rompendo o endossoma por acao osmbética. Essa patente também
prevé o uso desses agentes endosomoliticos como agentes de
conducdo de compostos com as quais estes agentes devem se
complexar.

[0023] As metodologias conhecidas e empregadas de
conducao de DNA intracelular podem ser basicamente
classificadas como sistemas virais e ndo virais. E necessario
considerar que a eficiéncia no transporte do DNA depende de
passos como: a absorcao do complexo de transfeccao em contato
com a superficie da célula, internalizacao deste complexo
pela célula, liberacao dos endosomas, e translocacdo para o
nucleo para a expressdao do gene. 0Os carregadores viralis tém
a capacidade de contornar todos esses obstaculos, pois
expressam proteinas que facilitam o transporte de genes

nestes diversos niveis. Entretanto, os ditos carregadores
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apresentam uma capacidade limitada de carregamento de DNA,
além de apresentarem desvantagens como problemas no processo
de empacotamento e producao, possibilidade de recombinacao
viral, toxicidade e imunogenicidade in vivo. Por outro lado,
embora os carregadores nao virals se mostrem ferramentas
poderosas para a elucidacao do funcionamento e regulacao de
genes, apresentam baixa eficiéncia no transporte do DNA para
o0 nucleo das células-alvo. O sistema nao viral é mals seguro
que o sistema viral atualmente utilizado para os testes
clinicos, mas a baixa eficiéncia na expressao do transgene
continua sendo a sua grande desvantagem. A crotamina,
conforme a presente invencdo, como carregador né&do viral,
apresenta uma eficiéncia surpreendente no carregamento de
DNA para o citoplasma e/ou ao nucleo da célula in vitro e
principalmente in vivo.

[0024] Assim, o0s usos da crotamina a que se refere a
presente invencao nao eram previsivels até o momento, nunca
tendo sido revelados ou sugeridos no estado da técnica, seja
em relacdo a auséncia de toxicidade, capacidade de penetrar
nas células ou conducdo de material genético, ou outras
moléculas, para a superficie, citoplasma ou nucleo celular,
além de surpreendente seletividade em relacdo a células
proliferativamente ativas.

DESCRICAO DAS FIGURAS

[0025] A figura 1 ilustra a internalizacdo in vitro
da crotamina conjugada com Cy3 em blastdécitos, sendo gque em
(A) sédo ilustrados contrastes de interferéncia digital, em
(B) é ilustrada a fluorescéncia determinada por microscopia

confocal e em (C) a sobreposicdao das imagens obtidas em (A)
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e (B), demonstrando uma intensa fluorescéncia dentro do
citoplasma celular.

[0026] A figura 2 ilustra a internalizacdo in vitro
e localizacdo da Cy3-crotamina (1uM) em diferentes tipos
celulares. (A-C) ilustram a internalizacdo 1in vitro em
fibroblastos humanos apds uma hora de tratamento; (D e E)
ilustram a internalizacdo in vitro em células-tronco apds
uma hora de tratamento; (F) ilustra a cultura de células ES
(“embryonic stem” ou células embrionarias tronco) controle
apds tratamento por 3 horas com o corante fluorescente Cy3;
(G-I) 4dilustram a internalizacdo 1in vitro em células do
liquido peritoneal; (J-L) ilustram a marcacdo observada em
células da medula 6ssea murina apds injecdo da Cy3-crotamina
em camundongos.

[0027] A figura 3 1ilustra a 1internalizacdo da
crotamina conjugada com Cy3 em células vivas. (A-C) ilustram
as células wvivas do liquido peritoneal de camundongo,
apresentando forte e moderada marcacdo no citoplasma e
nucleo, respectivamente; (D-F) 1ilustram células vivas do
liquido peritoneal de camundongo, demonstrando a localizacao
nuclear da crotamina.

[0028] A figura 4 exibe a seqliéncia nucléica e
deduzida de aminoacidos de <cDNAs codificantes para o
precursor das isoformas de crotamina.

[0029] A figura 5 exibe a localizacédo intracelular e
ligacdao da Cy3-crotamina com <cromossomos em mitose
observados in vitro e in vivo.

[0030] A figura 6 exibe a anéalise da interacao

peptideo-DNA por eletroforese em gel de agarose. A

Petigdo 870190011802, de 04/02/2019, pag. 19/78



11/44

eletroforese neste sistema permite observar alteracdes no
padrdo de migracao (retardo na migracao) devido a
neutralizacdo do 4cido nucléico determinado pela presenca do
peptideo catidnico e/ou devido a formacdo de complexos
maiores entre a crotamina e o DNA.

[0031] A figura 7 1ilustra a analise da interacao
peptideo-DNA por dicroismo circular. O painel (A) exibe os
espectros de dicroismo circular obtidos para crotamina 20 uM
e o0 painel (B) exibe os espectros de dicroismo circular
obtidos para o plasmideo 0,1 M. O painel (C) exibe o espectro
obtido da mistura de crotamina 20 uM com plasmideo 0,1 uM,
sendo diferente do espectro tedérico obtido da soma dos
espectros dos painéis (A) e (B).

[0032] A figura 8 ilustra a 1internalizacdo da
crotamina em células proliferativamente ativas. (A) ilustra
a internalizacao da crotamina em células ES em processo de
diferenciacédo; (B-D) 1lustram a amplificacao da regiao
delimitada pelo quadrado em (A), (B) ilustra a internalizacao
da Cy3-crotamina em células proliferativamente ativas, (C)
ilustra a incorporacdao da BrDU em células proliferativamente
ativas, e (D) 1lustra a sobreposicdo das imagens (B) e (C);
(E-H) ilustram 3 células ES mostrando a co-localizacao da
crotamina com a marcacao por BrDU em células
proliferativamente ativas, (E) ilustra contrastes de
interferéncia digital de células proliferativamente ativas,
(F) 1d1lustra a internalizacdo da Cy3-crotamina em células
proliferativamente ativas, (G) 1ilustra a incorporacéado da
BrDU em células proliferativamente ativas, e (H) ilustra a

sobreposicdo das imagens (F) e (G).
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[0033] A figura 9 1ilustra a associacdo da Cy3-
crotamina com centriolos. (A) ilustra células do 1liquido
peritoneal de camundongo; (B) ilustra microtubulos, pdlos
mitéticos e centriolos marcados com anti-tubulina; (C)

ilustra a co-localizacdao da Cy3-crotamina e centriolos em
células ES; (D-H) 1ilustram a duplicacdo e separacao de
centriolos durante o ciclo do centrossoma em células do
liquido peritoneal.

DESCRICAO DA INVENCAO

[0034] Estudos realizados pelos inventores revelam
propriedades que propiciaram usos nao conhecidos para a
crotamina, quais sejam:

- ser um peptideo célula-penetrante,

- ndo-tdéxico em concentracdes sub-micromolares,

- capacidade de transportar moléculas até a célula (até
a superficie externa da célula, para dentro do citoplasma ou
até seu nucleo), seja In vitro ou in vivo.

[0035] Adicionalmente, a crotamina apresenta tais
qualidades de forma mais eficiente que outros CPPs conhecidos
no estado da técnica.

[0036] Verifica-se ainda que em usos preferenciais,
diferentemente de outros CPPs, a crotamina ¢é seletiva,
apresentando especificidade com relacao a células
proliferativamente ativas.

[0037] Trata a 1invencao, portanto, num primeiro
aspecto, de usos da crotamina, de forma util, por exemplo,
nas Aareas diagndéstica, farmacéutica, e/ou biotecnoldgica,
por exemplo, como citado abaixo:

- carregadora de moléculas de interesse até a
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superficie, o citoplasma ou nucleo celular, particularmente
moléculas constituidas por a4cidos nucléicos ou seus analogos
modificados, por exemplo, DNA plasmidial, RNA, ribozimas,
RNAi, DNA e RNA chamariz (“decoy”), DNAzimas; de proteinas
ou peptideos conjugados ou covalentemente ligados a
crotamina;

- l1ldentificacdao ou marcacdo especifica de células
proliferativamente ativas, particularmente células tumorais
ou células-tronco, em populacdo mista de células, in vitro
ou in vivo;

[0038] Exemplos de uso da crotamina como carregadora
de genes de interesse ao nucleo da célula séo:

- sistema de enderecamento de genes (“gene delivery
system”), em terapia celular e transgénese; e

- vacinas de DNA, geralmente em forma plasmidial, que
possuem um gene codificador de uma proteina antigénica, a
ser expressa e produzida nas células de mamifero vacinado.
Também chamadas de vacinas de terceira geracdo, as vacilnas
de DNA sdo ferramentas que permitem induzir no organismo

efeitos semelhantes a infeccdo natural e a resposta imune

desejada.
[0039] De acordo com a invencao, ha usos
biotecnoldgicos da crotamina na area experimental,

particularmente como reagente de transfeccdo de moléculas
para dentro das células. Destaca-se ainda, na area
experimental, o uso de crotamina para a selecdo especifica
de células-tronco, a partir de culturas mistas de células.
Particularmente pode-se citar o uso onde as células-tronco

sao 1soladas de forma eficiente a partir de, por exemplo,
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medula 6ssea e corddo umbilical, com a finalidade de futuros
tratamentos. Atualmente, essas culturas 1isoladas contém
outros tipos celulares além das células-tronco, pela falta
de processos de selecdo mais eficientes. Pelo fato da
crotamina apresentar especificidade de selecdo em relacdo a
células proliferativamente ativas, particularmente células-
tronco e células tumorais, sua utilizacdo como marcadora das
ditas células nos ditos processos de selecdao torna-os mais
precisos.

USO DE EQUIVALENTES FUNCIONAIS

[0040] Conforme entendimento da presente invencéao, a
mencdo a crotamina é entendida como abarcando também seus
equivalentes funcionais, ou seja, moléculas estruturalmente
distintas, fragmentos, andlogos, derivados e associados, mas
que desempenham a mesma funcdo para atingir o resultado de
caracteristicas semelhantes. Isso significa que alteracdes
executadas pelo homem da técnica, conforme conhecimentos
comuns na area, e dque levem de forma oObvia a efeitos
equivalentes, também fazem parte da invencao.

[0041] Sdo 1indicadas a seguir, a titulo meramente
exemplificativo, modificacdes possivels a partir dos
conhecimentos aqui divulgados sobre crotamina, que o homem
da técnica sabe efetuar, baseado no estado da técnica.

[0042] A crotamina per se, oligopeptideo de 42
aminoacidos, pode ser expressa da seguinte forma:
aalaa’aa’C‘aa’aaaa’aaaa’aa'’C'taa'?aal'’aal'‘aa'®aalt®aal’C'faa'’aa’’a

2

a21aa22aa°3aa24aa25aa26aa27aa28aa29C3Oaa3laa32aa33aa34aa35C36C37aa38aa3

9aa40aa4laa42
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onde aa significa residuo de aminoacido especifico e C
significa cisteina.

[0043] O homem da técnica sabe determinar as
substituicdes de aminodcidos especificos por outros, de
mesmas caracteristicas ou de caracteristicas alternativas
equivalentes (seja por conhecimento do estado da técnica ou
por experimentacdo normal de sua area), no sentido de obter
os efeitos descritos mais atras para a crotamina, revelados
pela presente invencao. Mals especificamente, as qualidades
minimas da crotamina e seus equivalentes, de acordo com a
presente 1invencédo, sao: Dbaixa toxicidade, capacidade de
penetracdo celular e capacidade de carregamento de moléculas
para a superficie, o citoplasma ou nucleo das células. De
forma preferencial e mais particular, a crotamina apresenta
ainda a caracteristica de seletividade quanto a células
proliferativamente ativas, como por exemplo, células-tronco
e células tumorais.

[0044] Alguns exemplos desse conhecimento comum do
homem da técnica sao mencionados a seguir, de forma nao
limitativa:

- As cisteinas podem estar ou nado formando pontes de
dissulfeto intramoleculares.

- a cisteina (C) pode ser substituida por semelhantes,
como homocisteina, penicilamina, ou serina;

- aa'™® sdo respectivamente Y, K, e Q, mas podem ser
substituidas por outros, independentemente Dbasicos ou

polares nao-carregados;
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- aa” 'Y sdo respectivamente H, K, K, G, G e H, mas podem
ser substituidos por outras, independentemente basicos ou
nao-polares;

- aa'’’!’ s&do respectivamente F, P, K, E, K e I, mas
podem ser substituidos por outros, independentemente
bésicos, acidos, ou nao-polares;

- aa!'”?’ sdo respectivamente L, P, P, S, S, D, F, G, K,
M e D mas podem ser substituidos por outros,
independentemente béasicos, &cidos, polar nao-carregados ou
nao-polares;

- aa’'™® sdo respectivamente R, W, R, W e K mas podem
ser substituidos por outros, independentemente basicos ou
nao-polares;

- aa’®%? sdo respectivamente K, K, G, S e G, mas podem
ser substituidos por outros, independentemente Dbéasicos,
polares nao-carregados ou nao-polares.

[0045] Nas consideracdes acima se utilizam as

nomenclaturas comuns para a referéncia a aminoacidos:

E - acido glutémico
A - alanina

R - arginina

D - asparagina

F - fenilalanina
G - glicina

Q - glutamina

H - histidina

I - isoleucina

L - leucina

K - lisina
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- prolina
- serina

- tirosina
treonina

- triptofano

< = 13 <K W W
|

- valina

[0046] Ainda conforme <conhecido pelo homem da
técnica, os residuos de aminoacidos (aa) podem ser L- ou D-
aminoacidos, eventualmente substituidos por derivados de
caracteristicas equivalentes, por exemplo (mencionadas trés
letras tipicas de referéncia a cada um):

acido aminobutirico (Abu)

acido aminoisobutirico (Aib)

acido diaminobutandico (Dab)

acido diaminopropidnico (Dpr)

acido hexandico (ge-Ahx)

acido 1isonipecdtico (Isn)

acido tetraidroisoquinolina-3-carboxilico (Tic)

butil-glicinacicloexilalanina (Cha)

citrulina (Cit)

estatina e derivados (Sta)

fenilglicina (Phg)

hidroxiprolina (Hyp)

homoserina (Hse)

norleucina (Nle)

norvalina (Nva)

ornitina (Orn)

penicilalanina (Pen)

sarcosina (Sar)
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ietilalanina (Thi)

[0047] Assim, 0Ss compostos equivalentes da
crotamina, seus fragmentos e derivados, protegidos na
presente invencao, s&ao oligopeptideos ou peptideos

particularmente definidos pelos residuos de aminoacidos que
os compdem, sendo que cada residuo de aminoacido pode ser
substituido por outro equivalente (muda-se a forma, mas
obtém-se a mesma funcdo e resultados semelhantes), por
exemplo, mantendo a natureza das cadelas laterais:

- Acidos: o residuo apresenta carga negativa devido a
perda do ion hidrogénio (H) em pH fisioldbgico, sendo este
residuo atraido pela solucdo aquosa do meio em dgque esta
presente quando em pH fisioldgico;

- Béasicos: o residuo tem carga positiva dJracas a
associacdo com um ion hidrogénio (H) em pH fisioldgico, sendo
este residuo atraido pela solucdo aquosa do meio em que esta
presente quando em pH fisioldgico;

- Hidrofébicos ou ndado-polares: os residuos nao
apresentam carga em pH fisioldégico, sendo estes residuos
repelidos pela solucao aquosa do meio em que estdo presentes;

- Polares nao-carregados: o0s residuos nao apresentam
carga em pH fisioldgico, e nao sao eficientemente repelidos
pela solucdo aquosa do meio em que estdo presentes.

[0048] A crotamina, de acordo com a presente invencao
pode estar sob a forma dimérica ou monomérica, e contendo ou
nao pontes de dissulfeto.

[0049] Outra alternativa de realizacdo da invencao
refere-se a composicdes que compreendem crotamina em uma

concentracdo farmaceuticamente eficaz, preferencialmente
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compreendida entre 100 wM e 0,01 M, de maior preferéncia
entre 1 WM e 0,1 WM. A composicao compreende ainda outros
ingredientes adequados, excipientes, veiculos, como por
exemplo genes, material genético ou moléculas de interesse,
particularmente as constituldas por acidos nucléicos ou seus
analogos modificados, por exemplo DNA plasmidial, RNA,
ribozimas, RNAi1i, DNA e RNA chamariz (“decoy”), DNAzimas; ou
de proteinas ou peptideos conjugados ou covalentemente
ligados a crotamina.

[0050] Um outro aspecto da invencdo refere-se a um
kit. Dentro de uma alternativa de concretizacdo, o dito kit
€ caracterizado pelo fato de conter crotamina como reagente
para a transfeccdo ou carregamento de moléculas para o
citoplasma ou nucleo celular. Dentro de outra concretizacao,
o dito kit é caracterizado pelo fato de conter a crotamina
como reagente para a 1dentificacdao e a selecdao de células
proliferativamente ativas a partir de uma populacdo mista de
células, particularmente as provenientes do corddao umbilical
e/ou medula Ossea.

[0051] Uma composicao particular da presente
invencao é 1injetavel, por exemplo, administrada de forma
parenteral, subcutédnea, intramuscular, intravenosa, intra-
arterial ou intraperitoneal.

EXEMPLOS

[0052] A presente invencao pode ser compreendida de
forma mais clara e precisa através da leitura dos exemplos
a seguir, que 1ilustram sem apresentar qualquer carater
limitativo além do contido nas reivindicacdes apresentadas

mals adiante.
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Exemplo 1

- Isolamento e Purificacdo da Crotamina a Partir do

Veneno de Crotalus durissus terrificus:

A - Purificacdo da Crotamina por Cromatografia

[0053] O veneno de Crotalus durissus terrificus foi
extraido e seco a vacuo. Foram dissolvidos 600 mg de veneno
total em 5 ml de 0,25 M formato de ambébnio (pH 3,5), e a
crotoxina, que constitui o maior componente do veneno, foi
precipitada através da adicdo lenta de 20 ml de agua gelada
e centrifugacdo. O tampao 1M Tris-base foil adicionado gota
a gota ao sobrenadante, até atingir o pH 8,8, e a solucéao
foili aplicada em uma coluna de CM-Sepharose FF (1,5 x 4,5 cm;
fornecedor: Amersham-Pharmacia) equilibrada com o tampao
0,04 M Tris-HC1l pH 8,8, contendo 0,064 M NaCl. Apds lavar a
coluna com 100 ml da solucdo de equilibrio, a crotamina foi
coletada num picofino através da elevacdo da concentracédo de
NaCl para 0,64 M. A fracdo coletada foi dialisada utilizando
membrana benzoilatada (“benzoylated membrane’”) com corte de
MW 3.000, e liofilizado. Para a crotamina purificada
utilizando este método, a analise de aminoacidos apds
hidrdélise adcida da amostra (4N MeSOsH + 0,1% triptamina; 24h
a 115°C) indica um rendimento de 72 mg com uma pureza malior
que 98%.

B - Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia - HPLC

[0054] A crotamina foi isolada atraveés de
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), utilizando
0 equipamento da empresa Merck-Hitachi modelo L-6200A, com
detector UV visivel ajustado para deteccdo a 214 nm, acoplado

a uma coluna de fase reversa: C-18 / Beckman (4,6 x 250
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mm/resina de 5 p) utilizando como solventes: solvente A, 0,1%
TFA/H20 e solvente B, 10% solvente A/acetonitrila (ACN); 5%
a 60%, com fluxo de 0,5 ml/min. Os gradientes utilizados
variam de acordo com a amostra. Obtém-se os peptideos
separados manualmente do efluente de acordo com a forma dos
picos monitorados através de leituras de absorbancia a 214
nm.
Exemplo 2

- Determinacdo da Massa Molecular e Estrutura Primdria

da Crotamina por Espectrometria de Massa (Es-Ms-Ms):

[0055] Menciona-se a seguir um processo de
determinacdao da seqliéncia de aminocacidos da crotamina
encontrado no veneno de serpente purificado, mais
especificamente Crotalus durissus terrificus, por andlise de
espectrometria de massa realizada utilizando o espectrdmetro

de massa modelo Micromass Quattro II (ESMS-MS / Micromass),

no modo de 1onizacdo positiva, com uma fonte de 1ion
Electrospray (Micromass), e utilizando o software Mass Lynx
(Micromass) ©para o controle de aquisicao dos dados;

compreendendo as seguintes etapas: dissolucdo das amostras
em 50% H,O/ACN com 0,1% &cido férmico, e introducado das
mesmas em fluxo constante de 5 ulL/min, feito através de uma
bomba de injecdo, sendo os dados adquiridos no primeiro
quadrupole (ESMS), por varredura da razdo massa/carga (m/z)
de 400 a 1600, utilizando tempo de varredura de 5 segundos
durante todo o processo de analise, sendo o seqgienciamento
realizado através da selecao do peptideo com ion protonado
caracterizado no primeiro quadrupolo, seguido por

fragmentacdo realizada por colisdao de dissociacdo 1induzida
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(CID) com pressdo de 3 x 107° de gas argdnio, e finalmente
os dados foram adquiridos por varredura no segundo quadrupolo
(ESMS-MS). O software Mass Lynx (Micromass) foili utilizado
para controle de aquisicao dos dados.

[0056] Uma outra forma de purificacao, seguido de
caracterizacdo e seqlUenciamento, é realizada utilizando o
sistema de HPLC acoplado ao sistema de espectrometria de
massa (LC-ESMS-MS), onde foi utilizado o HPLC modelo 1100,
da empresa Hewlett-Packard, com 1njetor automatico e
detector UV visivel, ajustado para deteccdo a 214 nm, onde
foi utilizada a coluna de fase reversa: C-18/The Separations
Group (4,6 x 250 mm/ ¢5 p), para isolamento dos componentes
do veneno total. Os solventes utilizados foram: Solvente A:
0,1% TFA/H.O - Solvente B: 10% solvente A/ACN, com fluxo de

0,6 ml/min. O gradiente utilizado foi:

£t = 0 min a 5 min: 0% B

£t = 5 min a 65 min: 0% a 60% B

£t = 65 min a 70 min: 60% a 100% B
£t = 70 min a 75 min: 100% B

t = 75 min a 80 min: 100% a 0% B

[0057] Do fluxo utilizado no HPLC de 600 pl/min, 20
pl foram automaticamente introduzidos no espectrdmetro de
massa e o0s 580 pl restantes para o detector de UV visivel.

[0058] As anadlises de espectrometria de massa foram
realizadas no espectrémetro de massa Micromass Quattro II
(ESMS-MS/Micromass) no modo de ionizacdo positiva com uma
fonte de ion Electrospray (Micromass). A aquisicdo dos dados
de caracterizacadao e seqienciamento foram possivels gracas a

utilizacdo do software Mass Lynx (Micromass) desenvolvido
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para essa finalidade.
Exemplo 3

- Determinacdo da Sequéncia de Aminodcidos da Crotamina

por Deducdo do cDNA do Precursor dessa Molécula Expresso em

Tecidos de Serpentes, Especificamente Crotalus durissus

terrificus, compreendendo as Segquintes Etapas:

A - Purificagdo do RNA Mensageiro e Construgdo da
Biblioteca de cDNA de Glandula de Veneno de Crotalus durissus
terrificus

[0059] O RNA total da glandula de veneno da Crotalus
durissus terrificus foi isolado através do método de extracéo
com isotiocianato de guanidina-fenol-cloroférmio, utilizando
o0 reagente Trizol (Invitrogen). O respectivo RNA mensageiro
fol purificado através de dupla passagem por uma coluna de
0ligo-dT celulose pré-empacotada (Invitrogen). Uma aliquota
do RNA mensageiro obtido foi submetida a eletroforese em gel
de agarose desnaturante (contendo de 1% a 2,5% de
formaldeido), e que fol corado com brometo de etideo para a
visualizacao e analise qualitativa da amostra de RNA.

[0060] Em seguida, o RNA foi transferido por
caplilaridade para membranas de nailon para que a integridade
da amostra de RNA pudesse ser confirmada através de
hibridizacdes com sondas especificas para a crotamina. A
construcao da biblioteca de cDNA em fagos A [ZAP foil obtida
utilizando o kit de construcdo de bibliotecas comercializado
pela Stratagene (La Jolla, CA). Apds a clonagem dos insertos
de cDNA dupla fita obtidos a partir de 5 pg do RNA mensageiro
total da glandula de veneno nos fagos X UZAP, estes foram

empacotados in vitro e, em seguida, titulados para verificar
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a eficiéncia da clonagem. Esta biblioteca de fagos foil entéo
amplificada e aliquotas foram estocadas a -20°C e -80°C, na
presenca de clorofdédrmio ou DMSO, respectivamente.

B - Amplificagdo do cDNA a Partir do Lisado Total de
Fagos

[0061] Utilizando-se o lisado total de fagos (10 pl)
da Dbiblioteca de cDNA foram realizadas reacdes de
amplificacao por PCR ("Polymerase Chain Reaction")
utilizando oligonucleotideos especificos, desenhados a
partir da seqiéncia do cDNA codificante para o precursor da
crotamina da glandula de veneno. O lisado de fagos foi
inicialmente incubado a 100°C por 5 minutos e resfriado a
4°C para entao, adicionar os demais componentes da reacao de
amplificacdo, constituida por 30 pmol de cada primer
especifico, 0,58 U de Tag DNA polimerase (5000 U/ml -
Invitrogen), 200 M de dNTPs, 3,5 mM MgCl, e 1X do tampao
para PCR, fornecido juntamente com a enzima. As reacdes assim
preparadas foram submetidas a um ciclo de desnaturacado a
94°C por 4 minutos e, em seguida, a mails 30 ciclos de 94°C
por 1 min, 43°C por 45 seg e 72°C por 1 min. No final destes
ciclos, as reacdes foram mantidas a 4°C até a anéadlise dos
produtos gerados, através de eletroforese em gel de agarose
corado com Dbrometo de etideo. Os produtos obtidos
apresentando tamanho esperado, baseado na seqiiéncia do cDNA
da gléandula de veneno, foli subclonado em vetor plasmidial
pCRscript SK+ (Stratagene), seguindo as 1nstrucdes do
fabricante, e foi submetido ao seqlenciamento utilizando
oligonucleotideos que anelam em regides vizinhas ao sitio de

clonagem multipla do vetor (primers T3 e T7).
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C - Selecdo e Identificac¢do de Clones Codificantes para
o Precursor da Crotamina

[0062] Os clones contendo cDNA codificante para o
precursor de crotamina foram isolados utilizando um método
baseado em reacdes de PCR de alta estringéncia [Israel,
D.I. (1993) “A PCR-based method for high stringency
screening of DNA libraries”. Nucl. Ac. Res. 21, 2627-
2631]. Neste método, a biblioteca de fagos foi subdividida
em 64 aliquotas de 1000 plaques em cada pocinho de uma
microplaca, e em seguida fol submetida a amplificacdo por
6 horas. Os pocinhos contendo clones com 1inserto
codificante para a crotamina foram identificados através
de reacdes de PCR utilizando oligonucleotideos
especificos, que permitiam a amplificacdo de um fragmento
de aproximadamente 100 pares de base, cuja especificidade
era confirmada por reacdes de hibridizacdo com sondas
especificas. Os fagos dos pocinhos positivos eram entao
diluidos e novamente aliquotados em pocinhos contendo 25
plaques cada, sendo novamente re-amplificados e submetidos
a uma nova etapa de selecao através de reacdes de PCR,
conforme j& descrito. Apds trés ciclos de selecao, todos
0s plaques coletados aleatoriamente continham o cDNA
codificante para o precursor da crotamina.

[0063] Alternativamente, os fragmentos obtidos por
amplificacao por PCR a partir do lisado total da biblioteca
de cDNA da gléandula de veneno ou por RT-PCR (“reverse-
transcriptase polymerase chain reaction”), utilizando
oligonucleotideos especificos, foram utilizados para a

sintese das sondas radioativas (marcada com a—-32P) pelo
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método de "random priming" (kit Rediprime/Amersham
Biosciences). As membranas de nitrocelulose (Schleicher &
Schuell) preparadas utilizando placas contendo

aproximadamente 50 mil plaques de fago cada, foram submetidas
a hibridizacdo com as sondas radioativas em solucdo 6X SSPE
(1X sSspPE: 0,15 M NaCl, 15 mM NaH,PO, pH 7, 1 mM EDTA), 50%
formamida, 0,1% SDS e 5X Denhardt’s, a 42°C, por 16 horas.
As membranas foram entdo lavadas 2 vezes em 2X SSC/0,1% SDS
e 3 vezes em 0,1X SSC/0,1 %SDS, a 65°C, durante 15 minutos
cada [1X SSC: 0,15 M NaCl e 15 mM citrato de sédio pH 7]. Os
plaques positivos para as sondas utilizadas foram
identificados por autoradiografia e somente os plaques
identificados como positivos foram isolados para analise do
inserto de DNA. A analise dos insertos identificados foil
realizada por seqienciamento das extremidades do 1inserto,
logo apds a excisado in vivo do fagomideo pBluescript a partir
do vetor A ZAP, que fol realizado com o auxilio do "helper
phage", seguindo as instrucdes do fornecedor.

D - Seqiienciamento dos Insertos de DNA

[0064] As reacdes de seqlUenciamento foram realizadas
segundo o método de terminacdo de cadeia com didebxi-
nucleotideos utilizando o kit Big Dye (Applied Biosystem),
seguido de anéalise no equipamento ABI 310 ou ABI 3100
(Applied Biosystem), seguindo as instrucdes do fabricante.

[0065] A selecdo de clones por hibridizacao da
biblioteca de cDNA de glédndula de veneno de Crotalus durissus
terrificus permitiu o isolamento do cDNA codificante para o
precursor da crotamina. A partir da biblioteca de cDNA de um

par de glandulas de veneno de um espécime de cascavel, foram
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isolados e seqlienciados 15 clones positivos. Todos os clones
de cDNA seqlenciados, contendo insertos de 340 a 360
nucleotideos, apresentavam fase de leitura aberta de mesmo
tamanho (em torno de 198 nucleotideos). O alinhamento destas
15 seqliéncias utilizando o programa MACAW permitiu verificar
que estes cDNAs poderiam ser agrupados em seis diferentes
grupos, identificando seis distintos cDNAs que codificam
para duas isoformas distintas de precursor da crotamina
(figura 4). O precursor da crotamina é constituido por 63
residuos de aminoacidos, onde 22 aminocadcidos no N-terminal
constituem um peptideo sinal, 42 aminoadcidos correspondem a
proteina madura com uma lisina na extremidade C-terminal,
que é removida apds traducaéo.
Exemplo 4

- Processos de Sintese dos Peptideos em Fase Sdélida:

A - Emprego do Grupo Terc-Butiloxicarbonila (Boc) como
Protetor Tempordrio do Grupo Amino e Derivados Benzilicos
(Bzl) para a Proteg¢do da Maioria das Cadeias Laterais
Reativas dos Aminodcidos

[0066] O primeiro passo da sintese nesta estratégia
& a remocao do grupo Boc do primeiro residuo de aminoéacido
ligado a resina.

[0067] Esta remocao ocorre em presenca de TFA 30% em
diclorometano (DCM), contendo 2% de anisol, durante 30 min.
Apds este periodo sdo feitas lavagens com isopropanol 1/2%
de anisol, DCM e MeOH. Para a entrada do aminoacido seguinte,
desprotona-se (neutralizacao) o grupo amino com tratamento

em TEA 10% ou DIPEA 5% em DCM por 10 min. A seguir, lava-se
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a peptidil-resina com DCM, MeOH, DCM e com o solvente que
serd utilizado na fase de acoplamento.

[0068] O acoplamento do aminocacido passa por uma fase
de ativacdo, que usualmente é feita com agentes acilantes:
diisopropilcarbodiimida (DIC) ou tetrafluorborato de 2-
(1Hbenzotriazolil-1,1,3,3-tetrametilurdnio) TBTU.
Usualmente emprega-se um excesso molar de 3 vezes do Boc-
aminoacido (componentecarboxilico, CC) e do agente acilante
em relacdo ao teor de amino grupos (componente aminico, CA)
na resina.

[0069] A proporcao de reagentes quando se utiliza
DIC é de: CA:CC:DIC, 1:3:3 e gquando se utiliza TBTU, a
relacao CA:CC:TBTU:DIEA passa a ser de 1:3:3:4. A
concentracdo final destes reagentes se situa na faixa de
0,05 a 0,1 M.

[0070] Nos acoplamentos de Asn (asparagina) ou Gln
(glutamina) utiliza-se hidroxibenzotriazol (HOBt) juntamente
com o composto acilante, para prevenir a formacdo de nitrila
destes aminoacidos. Nestes acoplamentos, a proporcao final
de CA:CC:TBTU:HOBt:DIEA é de 1:3:3:3:5. O monitoramento da
reacdo de acoplamento, que dura em geral 2 horas, é feito
com o método qualitativo de ninidrina e uma coloracao azul
na peptidil-resina é indicativo de acoplamento incompleto.
Neste caso, faz-se o reacoplamento geralmente variando-se o
solvente utilizado no acoplamento anterior e/ou o agente
acilante. Depols de encerrada esta etapa de acoplamento,
reinicia-se o ciclo seguinte com a desprotecdo do amino grupo
até a entrada do residuo subseqiiente e assim ciclicamente

até o final do alongamento da seqiiéncia pretendida.
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[0071] Apbs o encerramento da sintese, a clivagem do
peptideo da resina e a desprotecdo total das suas cadeias
laterais dos aminoacidos sao efetuadas em uma Unica etapa de
tratamento com HF anidro a 0°C durante 60 min a 90 min em
presenca de p-cresol e dimetilsulfeto (DMS) (5%, v/v de cada
um) os quals agem como supressores de reacdes colaterais
induzidas por carbocations liberados durante este tratamento
com HF. Em seqgiiéncias peptidicas que contém residuos de Trp,
adiciona-se etano-1,2-ditiol (EDT) para que a remocao do
grupo formil que protege a cadeia lateral deste aminoacido
seja feita simultaneamente a clivagem. O EDT é utilizado na
mesma proporcdo dos demais supressores (5% v/v de cada um).
Apbs a clivagem, lava-se a resina com acetato de etila e o
peptideo é extraido com lavagens de acido acético (AcOH) 5%
em agua (v/v), seguida de liofilizacdo para a obtencdo final
de pd branco, geralmente amorfo.

B - Utilizacdo do Protetor Base-Labil 9-
Fluorenilmetoxicarbonila (Fmoc) e Derivados Terc-Butilicos
(TBU)

[0072] Diferentemente da estratégia anterior,
utiliza-se o grupo protetor aminico Fmoc, removido do
aminocacido com tratamento em solucdo de piperidina 20% em
DMF por cerca de 20 min. Este tratamento J& deixa o0s grupos
amino na forma desprotonada para a etapa seguinte de
acoplamento. Os métodos de acoplamento sao os mesmos da
quimica Boc e a clivagem final é feita em meio acido mais
fraco que o HF, pois tanto a ligacdo dos protetores das
cadeias laterais (geralmente do tipo terc-butilico) quanto

do peptideo a resina é mails labil que a observada na quimica
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Boc. Usualmente se emprega um tratamento com TFA 85% a 95%
(v/v) e mais uma mistura de diferentes tipos de supressores
de reacdes colaterais por cerca de 2h. Apds esta fase, o
peptideo é precipitado em éter etilico gelado junto com a
resina e centrifugado a uma velocidade de 8000 rpm por 5
min. Descarta-se o sobrenadante e o residuo é novamente
suspenso em éter etilico, agitado em vortex e centrifugado.
Repete-se este procedimento por cerca de 5 vezes e, apds
estas lavagens e precipitacdes, a mistura de resina e
peptideo é seca sob vacuo. Extrai-se finalmente o peptideo
da resina com AcOH 5% (v/v) em adgua e liofiliza-se o filtrado
até a obtencdo de um pd branco amorfo.

[0073] Tanto a estratégia A como a B foram
anteriormente descritos por Barany, G. and Merrifield, R.B.
[Gross, E., Meinhofer, J. (Eds.) (1980) In: “The Peptides:
Analysis, Synthesis and Biology”, vol. II, Academic Press,
New York; Fields, G.B., Noble, R.L. (1990) Int. J. Pep. Prot.
Res. 35, 1l61].

Exemplo 5

- Cultura Celular e Diferenciacdo das Células In Vitro:

[0074] As células-tronco embrionarias (ES) de
camundongo, linhagem USP-1 [Soukoyan, M.A., Kerkis, A.Y.,
Mello, M.R.B., Kerkis, I.E., Visintin, J.A., Pereira, L.V.
(2002) “Establishment of new murine embryonic stem cell lines
for the generation of mouse models of human genetic
diseases”. Braz.J.Med.Biol.Res. 35, 535-542], na passagem 8-
10, foram cultivadas em cima de uma camada de fibroblastos
embrionadrios de camundongo y-irradiados, mantidos em DMEM

(Gibco, USA), suplementado com 15% de FCS (Gibco, USA), 1 mM
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piruvato de sédio, 1% aminocacidos nao essenciais, 0,1 mM -
mercaptoetanol e 1x103 U/ml Fator Inibidor de Leucemia (LIF)
murina (ESGRO-LIF, Gibco). Linfoblastdéides e fibroblastos
primarios humanos foram cultivados em DMEM e em RPMI,
respectivamente, suplementados com 10% FCS sem antibidticos.
As culturas foram mantidas em atmosfera umida a 37°C, e 5%
COs.

[0075] O método de "hanging drop" foi utilizado, com
certas alteracdes, para induzir a diferenciacdo das células
ES da linhagem USP-1 ([Wobus, A.M., Wallukat, G., Hescheler,
J. (1991) “Pluripotent mouse embryonic cells are able to
differentiate into cardiomyocytes expressing chronotropic
responses to adrenergic and cholinergic agents and Ca“’
channel blockers”. Differentiation 48, 173-182]. Brevemente
as suspensdes de células ES sem fibroblastos foram obtidas,
sendo coletadas com 0,25% tripsina/EDTA (Gibco, USA). Esta
suspensao foi diluida até 3,5 x 10% células/ml e gotejada
utilizando a micropipeta (25 pl uma gota) em cima da tampa
de placa de Petri (10 cm). As gotas aderidas na superficie
foram viradas de cabeca para baixo em cima da placa Jja
contendo 5 ml de PBS. Apds 3 dias na estufa de CO,, na cultura
de "hanging drop" em meio de cultura apropriado para ES, sem
LIF, formam-se o0os agregados, chamados corpos embridides
(EBs) . Posteriormente, os EBs foram transferidos para outra
placa (35 mm) com uma camada de 1% de agarose, e foram
mantidos na estufa de CO, a 37°C. No 5° dia, os EBs foram
transferidos para laminas de microscopia, em outra placa de
Petri, onde foram aderidos e iniciaram a diferenciacao em

monocamada.
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[0076] As técnicas padrdes de histoquimica foram
utilizadas para a deteccado da atividade de fosfatase alcalina
nas células nao-diferenciadas [Talbot, N.C., Rexrod, C.E.,
Pursel, V., Powell, A.M. (1993) “Alkaline phosphatase
staining of pig and sheep epiblast cells in culture”. Mol.
Reprod. Dev. 36, 139-147].

Exemplo 6

- Conjugacdo da Crotamina com o Corante Fluorescente

Cy3:

[0077] Crotamina (1 mg) foil suspensa em 1 ml de
tampdo (100 mM carbonato/bicarbonato de sédio pH 9,3) e
conjugada ao corante fluorescente Cy3, um derivado de cianina
suprido na forma bifuncional de um éster do tipo NHS, no kit
"FluoroLink Cy3 dye pack" (Amersham Biosciences). Para
verificar se a Cy3-crotamina é biologicamente ativa, uma
dose sub-letal, 50 png do conjugado (correspondente a 2,5 mg
of toxina/Kg) foi injetada intraperitonealmente no
camundongo. A crotamina ativa conjugada com o Cy3 permite
observar uma resposta tipica de paralisia das patas
traseiras, em menos de 15 minutos apds a injecao.

Exemplo 7

- Ensaio de Embriotoxicidade:

[0078] Tendo em vista que a crotamina é uma toxina,
testaram-se os efeitos citotdéxicos nas células embrionarias
tronco (ES - embryonic stem cells) de camundongo que sao
células indiferenciadas, derivadas do botdo embrionario de
blastécitos, e tém como caracteristica principal a sua
pluripoténcia, capacidade de se diferenciar para Os

diferentes tipos de tecidos [Evans, M., Kaufman, M. (1981)
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Establishment in culture of pluripotential cells from mouse
embryos. Nature 292, 154-156; Martin, G.R. (1981) Isoclation
of a pluripotent cell line from early mouse embryos cultured
in medium conditioned by teratocarcinoma stem cells. Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 78, 7634-7638].

[0079] Tais células foram escolhidas, tendo em vista
a utilidade da aplicacao da crotamina na terapia génica
(através de células-tronco) e na transgénese, Como
carregadora de outras moléculas para dentro das células.
Testaram-se quatro concentracdes diferentes, durante cinco
dias. Constatou-se que em concentracdes sub-micromolares,
entre 10° e 10°'M, a <crotamina nado apresenta efeito
citotdéxico nas células-tronco embrionarias em cultura. O
teste fol como segue.

[0080] Os corpos embridides (EBs) foram obtidos pelo
método de "hanging drop", conforme descrito acima, usando
meios de cultura contendo crotamina em varias concentracdes
(100 uM a 0,1 uM), trocando-se o meio a cada 2-3 dias. Para
a analise de localizacéao da toxina nos EBs em
desenvolvimento, a crotamina foil substituida pela crotamina
conjugada a Cy3 (Cy3-crotamina), durante as 24 horas finais
de 1incubacao. As mdérulas murinas compactas (8-16 células)
foram obtidas do oviduto e cultivadas por 24 horas, a 37°C,
em 5% CO,, em micropocos individuais de placas V-bottom
(Costar) com 96-micropocos, em meio M16 (fornecedor: Sigma)
e Cy3-crotamina (1 - 0,1 uM). Apdbs 24 horas de cultura, os
numeros de blastocistos desenvolvidos normalmente foram
comparados entre os grupos controle e o experimental.

Exemplo 8
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- Incorporacdo de Crotamina:

[0081] Culturas semiconfluentes de células ES
pluripotentes e em diferenciacéao, assim como, outras
culturas celulares foram mantidas nas laminulas colocadas em
placas de 24-pocos, contendo meio de cultura apropriado. As

células foram incubadas por 2-3 minutos a 72 horas, na
presenca de Cy3-crotamina, em concentracdes entre 10 UM e
0,01 UM, ou na presenca somente do corante Cy3 diluido em 1

ml de PBS (controle). Nos ensailos in vitro, 1 ml de 1 uM de
Cy3-crotamina ou do controle corante Cy3 puro (1 ml) em PRBS
foram injetados intraperitonealmente no camundongo (linhagem
CD-1). Apds 3 horas, foram isoladas as células da medula
Ossea, baco e liquido peritoneal. As células do 1ligquido
peritoneal foram aderidas na lamina de microscépio por 1
hora, em meio RPMI suplementado com 10% FCS na auséncia de
antibidéticos, a 37°C, na atmosfera uUmida e 5% CO,. Em todos
os ensailos, as células foram lavadas duas vezes com as
solucdes refrigeradas de 0,1 M PBS pH 7,4, fixadas com 3,7%
formaldeido em PBS por 15 minutos, e lavadas duas vezes com
PBS. As laminas de microscoépio foram montadas na solucéao
PBS/glicerol (1:1). Alternativamente, células nédo fixadas
foram lavadas duas vezes em PBS e observadas no microscdpio
confocal.

[0082] Para a analise da ligacédo especifica da Cy3-
crotamina com a cromatina e centrioclos, o mesmo procedimento
experimental descrito acima foil usado, sendo que a unica

diferenca consistiu no pré-tratamento das células ES e
fibroblastos embrionadrios murinos com 1 UM de crotamine

livre, seguido de tratamento com a crotamina conjugada, Cy3-
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crotamina, por mais 15 minutos. Experimento semelhante foi
conduzido 1in vivo, injetando em camundongos, tanto a
crotamina conjugada como a livre. Como controle foi usado 1
UM de Cy3-crotamina, incubado por 15 minutos. Para a analise
por microscopia confocal, as células foram preparadas como
descrito acima. Os experimentos com animais foram realizados
em condicdes de acordo com as recomendacdes internacionais
de ética no uso de animais.
Exemplo 9

- Andlise Cromossémica:

[0083] Umn uM de crotamina conjugada a Cy3 foi
adicionada na cultura de células ES-USP1l, linfoblastdides e
fibroblastos primarios humanos por 1, 3, 6 e 24 horas. As
células foram coletadas e tratadas de acordo com o protocolo
de citogenética rotineiro, sem a adicdo de colchicina.
Imagens digitais foram obtidas com o CCD refrigerado (PCO,
VC44) e processados usando o ISIS software (MetaSystem).

[0084] Verificou-se que a crotamina se 1liga aos
cromossomos em metafase, coradas com DAPI ou 5-BrDU.
Aparentemente, a crotamina se liga ao cromossomo na fase
S/G2, e na fase G2/M, durante a condensacdo do cromossomo,
quando a marcacao fluorescente se torna evidente em todos os
cromossomos. Ao final da teldfase, a crotamina permanece
restrita ao citoplasma. Apds 16 a 24 horas da sua remocao do
meio de cultura a crotamina nao é mais detectada nas células,
0 que a diferencia do VP22 de herpes simples, que também se
liga a cromatina apds a internalizacdao e é segregado para as
células filhas ([Martin, A., O’'Hare, P., McLauchlan, J.,

Elliott, G. (2002) Herpes simplex’s virus tegument protein
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VP22 contains overlapping domains for cytoplasmic
localization, microtubule interaction, and chromatin
binding. J. Virol. 76, 4961-4970].

Exemplo 10

- Marcacdo de Células Proliferativamente Ativas e de

Centriolos:

[0085] Corpos embridides, obtidos de acordo com ©
protocolo descrito acima, apds trés dias, foram aderidas em
laminulas. No dia seguinte, as células proliferativamente
ativas foram marcadas simultaneamente com 5-bromo-2’'-
deoxiuridina (BrDU) e com Cy3-crotamina. A diluicdo do BrDU
e a sua deteccdo através da wutilizacdo do anticorpo
monoclonal anti-BrDU (clone BU-1) foil realizado de acordo
com as recomendacdes do fabricante (Amersham-Pharmacia
Biotech). O anticorpo secundéario utilizado era conjugado com
o composto fluorescente FITC. O BrDU e a Cy3-crotamina foram
adicionados simultaneamente ao meio de cultura, e apds 3
horas, as células foram lavadas duas vezes com 0,1 M PBS pH
7,4 refrigerada. As células foram entdo fixadas com 3,7% de
formaldeido em PBS por 15 minutos, e lavadas duas vezes com
PBS. As laminas de microscoépio foram montadas em solucéao
PBS/glicerol (1:1), e analisadas em microscoépio confocal.
Para anédlise da co-localizacdo da crotamina com os centriolos
nas células ES, utilizou-se o anticorpo monoclonal anti-
tubulina, especifica para os microtubulos citoplasmaticos e
mitdodticas.

[0086] Verificou-se que aparentemente a Cy3-
crotamina funciona como marcador do ciclo do centrosomo.

Forte marcacdo do centrossomo em células do liquido
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peritoneal de camundongo em diferentes fases do ciclo celular
pode ser observada na figura 9. Para anadlise da associacao

da crotamina com os centriolos nas células ES, foram

utilizados anticorpo anti-tubulina o para destacar os
microtubulos do fuso mitdético, pdlos mitdticos e centriolos
(figura 9B). A Cy3-crotamina se co-localiza com os pdlos
mitdéticos, sugerindo a sua associacdo com O centrossomo
(figura 9C). Além disto, a crotamina se liga aos Cromossomos
ancorados ao fuso mitdtico reconhecidos pelo anticorpo anti-
tubulina a (figura 9C). O processo de duplicacao e separacao
do centrossomo foram observados nas células do ligquido
peritoneal tratadas com Cy3-crotamina (figuras 9D-R).
Inicialmente, material pericentriolar associado com um par
de centriolos em Gl fortemente marcado pela Cy3-crotamina
(figuras 9 - D, I, N). Fluorescéncia observada no nucleo de
células na fase S/G2, quando os centriolos comecam a se
separar, e onde se observa a segregacdo cromossomal (figuras
9 - E, J, O). Dois centriolos migrando para pdlos opostos
durante a prdéfase (figura 9 - F, K, P), confirmando uma clara
associacdo da crotamina com ©O Cromossomo, e 1ntensa
fluorescéncia observada no cromomossomo e em centriolos
localizados em pblos opostos, durante a metafase (figura 9
G, L, Q) e anafase (figura 9 - H, M, R).
Exemplo 11

- Obtencdo de Agregados dna - peptideo:

[0087] Os agregados de DNA-peptideo foram preparados
seguindo o protocolo elaborado para os peptideos célula-
penetrantes sintéticos [McKenzie, D.L., Kwok, K,Y., Rice,

K.G. (2000) A potent new class of reductively activated

Petigdo 870190011802, de 04/02/2019, pag. 46/78



38/44

peptide gene delivery agents. J. Biol. Chem. 275, 9970-9977]:
50 pg do DNA foi adicionado em 500 pl de tampao Hepes-buffered
mannitol (HBM), (0,27 M mannitol, 5 mM Hepes, pH 7,5) com 5-
75 nmol de peptideo em 500 pnl de HBM. Posteriormente, a
mistura foil submetida a agitacdo em vortex (5 min), para
produzir os diferentes agregados em razdo da carga (NH*,:PO-
1), calculado entre 0,1 e 2,4.

[0088] A 1interacdo entre a crotamina e o DNA foi
analisado por ensaio de interferéncia na migracao do DNA em
gel de agarose. Um micrograma de DNA e uma concentracao
crescente de crotamina foil adicionada num volume total de 25
pl, contendo 150 mM de NaCl. Vinte minutos apds o preparo da
mistura, as amostras foram analisadas por eletroforese em
gel de agarose (1%) utilizando tampdo Tris-borato-EDTA,
seguido de visualizacdo usando o corante de &cidos nucléicos
brometo de etidio.

[0089] Verificou-se que a crotamina interage com o
DNA, e que a formacao deste complexo determina uma alteracao
na mobilidade eletroforética destes compostos em gel de
agarose (figura 6) utilizando varias proporcdes molares
entre a crotamina e o DNA dupla-fita, na forma linear e/ou
circular. A eletroforese neste sistema permite observar
alteracdes no padrao de migracao (retardo na migracdo) devido
a neutralizacdao do acido nucléico determinado pela presenca
do peptideo catidénico e/ou devido & formacdo de complexos
maiores entre a crotamina e o DNA.

Exemplo 12

- Transfeccdo 1n vitro e 1in VvVivo:

[0090] As células 3T3 de camundongo ou COS7 foram
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plaqueadas (1,5 x 10°) em pocos de placas (dimensdo 6 x 35
mm), Jja com as laminulas, 1 ou 2 dias antes de transfeccéo
até atingir a confluéncia de 60% a 80% da placa, em meio
DMEM com 10% de soro bovino fetal (FBS) e 200 mM de L-
glutamina, sem antibidticos. A transfeccdo fol realizada em

meio DMEM (2% ml/35 mm poco) com 2% FBS e 80 ou 100 uM de

cloroquina. Os agregados (2 pwg do DNA em 0,2 ml de HBM) foram
colocados sobre a cultura em cada um dos pocos. Apds 5 horas
de incubacdo na estufa a 37°C, em atmosfera uUmida e 5% CO2,
o0 meio foi substituido por outro contendo 10% de FBS. Nos
pocos de cultura controle, o DNA foil adicionado na mesma
concentracao, e foram processados da mesma maneira que as
amostras experimentais. Apds 24 e 48 horas, as células foram
lavadas com PBSA, e fixadas com 3,7% de formaldeido. O meio
de transfeccao foili substituido pelo meio DMEM, contendo 10%
de FBS, e a expressao transgénica entao foli avaliada de 24
a 48 horas apds a transfeccao. A eficacia da transfeccéo
determinada pelos agregados DNA-peptideos fol comparada com
o obtido utilizando a lipofectamina, seguindo o protocolo de
rotina.

[0091] A  transfeccao também foi realizada na
presenca de dimetilamilorida (concentracao final 62,5-250
uM) e citocalasina b (concentracao final 5-40 uM) como
descrito acima, exceto pelo fato de que a droga foi
adicionada nas células mantidas em meio sem soro, antes da

adicdao de agregados (10 e 30 minutos antes da transfeccao,
respectivamente) . Para transfeccdes com metil-B-
ciclodextrina (MBCD) ou metil-fB-ciclodextrina com colesterol

(MBCD-col; concentracdo final de 5-10 mM), as células foram
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incubadas por 1 hora com a droga em meio sem soro antes da
transfeccao.

[0092] Para a transfeccédo in vivo, o agregado de DNA
e peptideo fol preparado substituindo o tampao HBM pelo PBSA
pH 7,5. O mesmo foil entdo injetado intraperitonealmente em
camundongo, e o0s tecidos foram analisados na presenca do
transgene apds 24 e 48 horas.

[0093] Verificou-se que, 1in vitro, os fibroblastos
humanos foram intensivamente marcados apds uma hora de
incubacdo com a crotamina (figura 2A), demonstrando forte
marcacadao nas células arredondadas, supostamente em processo
de divisdo celular (figura 2 B e C) e fraca nas quiescentes.
As células-tronco embrionarias pluripotentes murinas
apresentaram forte marcacao nas ilhas de células, compostas
por células arredondadas e Jjustapostas crescidas sobre uma
camada de fibroblastos de camundongo irradiados (figura 2 D
e E), em contraposicdo a uma fraca marcacdao Dbasal
(“background”) observada para a cultura de células ES
controle apbds tratamento por 3 horas com o corante
fluorescente Cy3 (figura 2F). Por outro lado, in vivo, 3
horas apdés 1injecdo intraperitoneal de Cy3-crotamina em
camundongos da linhagem CD-1, permitiram observar forte
marcacdo no citoplasma e nucleo de células do 1liquido
peritoneal (figura 2 - G, H, I) e células da medula O&ssea
murina (figura 2 - J, K, L). Em controles, onde apenas o
corante fluorescente Cy3 fol 1injetado, somente uma fraca
marcacao basal (“background”) pode ser observada.

Exemplo 13

- Determinacdo da Interacdo entre a Crotamina e o DNA:
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A - Andlise da Interacdo peptideo-DNA por Eletroforese
em Gel de Agarose (“Gel Shift Assay”)

[0094] A formacdo do complexo entre o peptideo e o
DNA foli analisada através da mobilidade eletroforética do
complexo em gel de agarose (1%, w/v) utilizando véarias
proporcdes molares entre o peptideo e o DNA dupla-fita. Os
testes foram realizados através da mistura do DNA plasmidial
(2 or 4 ug) com 10 pg da crotamina pura, na presenca ou
auséncia de 150 mM NaCl, que foram aplicados em gel de
agarose 1lmerso em tampao Tris borato-EDTA. O DNA foi entao
visualizado apds coloracdo com brometo de etideo e utilizando
transluminador de 1luz UV. A documentacdo do gel apds a
eletroforese foli realizada utilizando um digitalizador de
imagens (modelo FLA3000). A eletroforese neste sistema
permite observar alteracdes no padrdao de migracao (retardo
na migracao) devido a neutralizacdo do acido nucléico
determinado pela presenca do peptideo catidnico e/ou devido

a formacdo de complexos malores entre a crotamina e o DNA

(figura 6).

B - Andlise da Interagdo Peptideo-DNA por Dicroismo
Circular

[0095] Os espectros de dicroismo circular foram

realizados em um espectropolarimetro JASCO 810 com um sistema
peltier de controle de temperatura. O aparelho é
rotineiramente calibrado com acido d-10 canforsulfdnico
recristalizado. Os parametros wutilizados no equipamento
foram: faixa de comprimento de onda 190-260 nm; sensibilidade
100 mdeg; resolucdao 0,5 nm; resposta 8s; velocidade de

leitura 50 nm/min, 8 acumulacdes; temperatura 37°C. As
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amostras foram analisadas em uma cela de caminho o6ptico de
1 mm em tampao fosfato de sbédio 10 mM pH 7,4 na auséncia ou

na presenca de 150 mM de NaCl. A concentracdo de crotamina
utilizada foi de 20 uM e a concentracao do plasmideo foil de

0,1 uM. Os espectros de CD da crotamina e da amostra de DNA
circular (plasmideo) foram coletados separadamente e
misturados em uma relacdao molar de 200:1 (crotamina:DNA)
conforme descrito acima.

[0096] Verificou-se que os espectros obtidos para os
compostos misturados tanto na proporcdo acima descrita como
na proporcao estequiométrica (1l:1) apresentaram diferencas
quando comparado ao espectro tedrico obtido pela soma dos
espectros coletados da crotamina e da amostra de DNA
coletados individualmente, indicando claramente a interacéo
da crotamina com o plasmideo associado a uma alteracao
conformacional. Essa interacdo pode ser verificada nos
experimentos realizados tanto na auséncia como na presenca
de NaCl 150mM, mas puderam ser melhor visualizados na relacao
molar de 200:1 (crotamina:DNA) devido a grande diferenca no
peso molecular destas duas moléculas (figura 7).

Exemplo 14

- Fragmentos Peptidicos Derivados da Crotamina:

[0097] Foram sintetizadas doils peptideos baseados na
seqliéncia da crotamina, ou seja, duas seqiéncias que
correspondem a segmentos da crotamina, quais sejam Crot2-18
(KQCHKKGGHCFPKEKIC) - chamado aqui de peptideo 1 - e Crot27-
39 (KMDCRWRWKCCKK) - chamado aqui de peptideo 2. Foram
analisadas a capacidade e a eficiéncia para transfectar as

células in vitro e in vivo. Utilizou-se o mesmo protocolo

Petigdo 870190011802, de 04/02/2019, pag. 51/78



43/44

elaborado para a crotamina natural, com 42 residuos de
aminoacidos, do exemplo 9, para avaliar se estes peptideos
também apresentam as propriedades descritas para a
crotamina, ou seja, capacidade de carregar moléculas para o
interior da célula. Os peptideos foram misturados com o©
plasmideo contendo o gene codificante para o GFP (“green
fluorescent protein”, proteina verde fluorescente). Apds a
formacdo do complexo com o DNA, os peptideos foram colocados
nas placas de Petri contendo células da linhagem 3T3, e
deixados na estufa de CO, por 24 e 48 horas. Em seguida, as
células foram fixadas e o resultado da transfeccdo foi
analisado por microscopia confocal. Como controles, as
mesmas células foram transfectadas utilizando
Lipofectamina, assim como a molécula de crotamina de 42
residuos de aminocacidos.

[0098] Apds o tratamento verificou-se uma marcacao
verde correspondente a expressdo do GFP mais forte quando o
peptideo 1 foil utilizado, em comparacdo com o peptideo 2. Em
ambos o0s casos, o melhor resultado fol obtido apds 48 horas
de tratamento. Aparentemente nas células 3T3 ndo se observou
marcacado seletiva de células proliferativamente ativas em
comparacao com a crotamina original. Tal resultado permite
a sua utilizacdo em terapia génica, principalmente nos casos
em que envolvem tecidos com Dbaixo numero de células
proliferativamente ativas.

[0099] A partir dos conhecimentos aqui divulgados,
no texto, nos exemplos ou nas figuras, o homem da técnica
saberd prontamente colocar em pratica inumeros aspectos da

presente invencdo, ndo necessariamente aqui descritos, mas
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cujo conteudo esta englobado pelas reivindicacdes

apresentadas a seguir.
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REIVINDICACOES
1. Uso de crotamina que consiste em uma das SEQ ID NO:
2, 3 ou 4, caracterizado pelo fato de ser na conducdo 1in
vitro de moléculas para a superficie, para o citoplasma ou

para o nucleo de células de amostras de tecido e/ou de

cultura de células, no qual ditas moléculas sao
selecionadas entre: - material genético e; -uma ou mais
proteinas, ou peptideos conjugados ou covalentemente

ligados a crotamina.

2. Uso, de acordo com a reivindicacdo 1, caracterizado
pelo fato do dito material genético ser escolhido dentro do
grupo que compreende: acidos nucléicos, particularmente DNA
e RNA; analogos de acidos nucléicos modificados,
particularmente DNA plasmidial, RNA, ribozimas, RNAi, DNA
chamariz (“decoy”), RNA chamariz (“decoy”), ou DNAzimas.

3. Uso, de acordo com a reivindicacado 1, caracterizado
pelo fato da conducao ser seletiva para células
proliferativamente ativas dentre uma populacdo mista de
células e a crotamina ser a SEQ ID NO:2.

4, Uso, de acordo com a reivindicacdo 3, caracterizado
pelo fato das ditas células proliferativamente ativas serem
células tumorais ou células-tronco.

5. Uso, de acordo com a reivindicacado 1, caracterizado
pelo fato da dita conducdo ser em suporte a procedimento de
diagndéstico.

6. Uso de crotamina que consiste em uma das SEQ ID NO:
2, 3 ou 4 caracterizado pelo fato de ser para a preparacao
de uma composicdo para terapia génica e/ou vacina de DNA.

7. Uso, de acordo com a reivindicacado 6, caracterizado
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pelo fato da dita composicédo ser injetéavel.

8. Uso de crotamina caracterizado pelo fato de que
consiste na SEQ ID no 2, na identificacdo ou marcacdo 1In
vitro de células proliferativamente ativas dentre uma
populacadao mista de células em uma amostra de tecido e /ou
em uma cultura de células.

9. Uso, de acordo com a reivindicacao 8, caracterizado
pelo fato das <células proliferativamente ativas serem
células tumorais ou células-tronco.

10. Uso, de acordo com a reivindicacao 8,
caracterizado pelo fato da dita marcacdo ser em suporte a
procedimento de diagndstico.

11. Uso, de acordo com a reivindicacao 6,
caracterizado pelo fato de ser em aplicacao farmacéutica.

12. Uso, de acordo com uma das reivindicacdes 1 ou 8,
caracterizado pelo fato de ser em aplicacao diagnédstica.

13. Uso, de acordo com uma das reivindicacdes 1 ou 8,
caracterizado pelo fato de ser em aplicacao biotecnoldgica.

14. Uso, de acordo com a reivindicacao 13,
caracterizado pelo fato de ser como reagente de transfeccao
de moléculas para dentro das células.

15. Uso, de acordo com a reivindicacao 13,
caracterizado pelo fato de ser para a selecao especifica de
células-tronco.

16. Composicdo caracterizada pelo fato de compreender
crotamina que consiste em uma das SEQ ID 2, 3 ou 4 em uma

concentracao farmaceuticamente eficaz compreendida entre

100 yM e 0,01 pM, um acido nucleico heterdlogo e veiculo

farmaceuticamente aceitéavel.
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17. Composicdo caracterizada pelo fato de compreender
crotamina que consiste em uma das SEQ ID 2, 3 ou 4 em uma
concentracao farmaceuticamente eficaz compreendida entre
100uM e 0,01uM, na qual a dita crotamina estda conjugada ou

covalentemente ligada a uma ou mais proteinas ou peptideos.
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