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(57) Resumo:

UM PEPTIDO SUBSTANCIALMENTE PURO CONSISTE NA SEQUENCIA DE AMINOACIDOS DE

PLNPK. O PEPTIDO E UTIL COMO COMPOSICAO FARMACEUTICA.

E TAMBEM

PROPORCIONADO UM METODO PARA A PRODUGAO DE UMA COMPOSICAO FARMACEUTICA
COMPREENDENDO O PROPORCIONAR O PEPTIDO E MISTURAR O PEPTIDO COM UM
TRANSPORTADOR FARMACEUTICAMENTE ACEITAVEL. UMA MOLECULA COMPREENDENDO
UM DERIVADO MELHORADO DESTE PEPTIDO COMPREENDE UMA MOLECULA DE AUMENTO
OPERATIVAMENTE LIGADA AO PEPTIDO, MELHORANDO A REFERIDA MOLECULA DE AUMENTO

A EFICACIA TERAPEUTICA DO PEPTIDO.
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RESUMO

"DERIVADOS DO PEPTIDO BIOLOGICAMENTE ACTIVO

VAPEEHPTLLTEAPLNPK"

Um péptido substancialmente puro consiste na
sequéncia de aminodcidos de PLNPK. O péptido é util como
composicdo farmacéutica. E também proporcionado um método
para a producdo de uma composicdo farmacéutica compreen-
dendo o proporcionar o péptido e misturar o péptido com um
transportador farmaceuticamente aceitdvel. Uma molécula
compreendendo um derivado melhorado deste péptido compre-
ende uma molécula de aumento operativamente ligada ao
péptido, melhorando a referida molécula de aumento a

eficdcia terapéutica do péptido.
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DESCRICAO

"DERIVADOS DO PEPTIDO BIOLOGICAMENTE ACTIVO

VAPEEHPTLLTEAPLNPK"

Antecedentes do Invento

Campo do Invento

O presente invento refere-se a péptidos curtos e
a utilizacdo destes. Em particular, o presente invento

refere-se a péptidos curtos com actividades bioldbgicas.

Descricdo da Técnica Relacionada

S&o conhecidos na técnica péptidos para
tratamento de doencas e como composicdes farmacéuticas. Por
exemplo, a Patente U.S. No. 6191113 divulga um péptido que
tem actividade inibidora para o crescimento de células do
musculo 1liso e ¢é portanto uUtil para prevenir e tratar
condicdes patoldgicas associadas a crescimento de células
do musculo liso tais como arteriosclerose, restenose apds
angioplastia, estenose luminal apbds enxerto de vasos
sanguineos e sarcoma do musculo liso. U.S. 6184208 divulga
outro péptido que se verifica modular processos fisio-
l6gicos, tals como actividade de ganho de peso da zona de

crescimento epitelial e crescimento de cabelo. Além disso,
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a publicacdo PCT No. WO 03/006492 e o Pedido de Patente
U.S. No. 2003/219447 sugeriram que certos péptidos e suas
composicdes farmacéuticas sdo biologicamente activos e

capazes de modular respostas imunitérias.
E, portanto, um objectivo do presente invento
proporcionar um péptido ou péptidos curtos gque possuam

actividade bioldégica.

Sumédrio do Invento

Umn aspecto do invento refere-se a um péptido
substancialmente puro consistindo na sequéncia de

aminodcidos de SEQ ID No. 24.

Outro aspecto do invento refere-se a composicdes
farmacéuticas compreendendo um péptido gque consiste na
sequéncia de aminoadcidos de SEQ ID No. 24 e um

transportador farmaceuticamente aceitavel.

Ainda outro aspecto do invento sdo métodos de
producdo de uma composicdo farmacéutica compreendendo O
proporcionar um péptido consistindo na sequéncia de amino-
dcidos de SEQ ID No. 24 e a mistura do péptido com um

transportador farmaceuticamente aceitavel.

Ainda outro aspecto do invento ¢é um péptido
substancialmente puro consistindo na sequéncia de amino-

acidos de SEQ ID NO. 24 para utilizacdo na reducdo dos
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efeitos de uma doenca humana. Nalgumas concretizacdes, o
referido humano sofre de nefrite e/ou um disturbio imuno-

légico.

Um aspecto adicional do invento é a utilizacédo de
um péptido substancialmente puro consistindo na sequéncia
de aminoacidos de SEQ ID NO. 24 no fabrico de um medi-
camento para tratar uma condicdo seleccionada a partir do

grupo que consiste em nefrite e um disturbio imunolodgico.

Outro aspecto do invento é um péptido substan-
clalmente puro consistindo na sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID NO. 24 para utilizacdo em modulacdo do sistema

imunitéario.

Ainda outro aspecto do invento é a utilizacdo de
um péptido substancialmente puro consistindo na sequéncia
de aminoédcidos de SEQ ID NO. 24 no fabrico de um
medicamento para modulacdo do sistema imunitario. Nalgumas
concretizacdes, a modulacdo do sistema imunitério é
transformacdo de 1linfécitos T in vivo, transformacdo de
linfbécitos T através de ConA 1in vitro, supressao da

formacdo de anticorpos e supressdo de células NK.

Um aspecto adicional do invento é a utilizacdo de
um péptido substancialmente puro que consiste na sequéncia
de aminodcidos de SEQ ID No. 24 como suplemento nutri-

cional.
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Breve Descricdo dos Desenhos

Cada uma das cinco figuras demonstra reaccdes

quimicas exemplificativas para ligar péptidos a moléculas

de esterdides.

A Figura 1 mostra uma série de reaccdes quimicas para
ligacdo de um péptido a uma molécula de estrona com
uma ligacdo covalente.

A Figura 2 mostra um segundo conjunto alternativo de
reaccdes para criacdo da mesma ligacdo gque na Figura
1.

A Figura 3 contém uma série de reaccdes dquimicas
concebidas para ligar um péptido a uma molécula de
estradiol com uma ligacdo covalente.

A Figura 4 contém uma segunda série de reaccdes
quimicas para criar a mesma ligacdo que na Figura 3.

A Figura 5 demonstra um método de 1ligacdo de um
péptido através de uma ligacdo covalente a uma molé-

cula de hidrocortisona.

Descricdo Detalhada da Concretizacdo Preferida

I.

1)y

INTRODUCAO

Descobriu-se que o péptido CMS-010 (SEQ ID No.

possuindo a sequéncia VAPEEHPTLLTEAPLNPK, tem activi-

dade bioldgica imuno-reguladora (Pedido de Patente U.S. No.

2003/219447) e tem potencial para uso humano. O presente

invento refere-se a fragmentos e derivados de CMS-010 que
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tém actividade bioldgica, em particular a um fragmento e
derivado consistindo na sequéncia de aminodcidos de SEQ ID
No. 24. Utilizacbes do fragmento e derivado de CMS-010
incluem a regulacdo de células e tecidos. 0Os fragmentos e
derivados de CMS-010 podem ser incorporados em preparacdes

farmacéuticas e suplementos nutricionais.

Entenda-se que pode ser possivel adicionar ami-
noacidos adicionais aos terminais amino ou carboxilo de um
péptido gque consiste numa sequéncia de SEQ ID No. 24, em
que o referido péptido ndo compreende a sequéncia de CMS-
010 e derivados funcionais deste como outro método de
praticar o presente invento. Em tais concretizacdes, um
péptido que consiste numa sequéncia de SEQ ID No. 24, em
que o referido péptido nédo compreende a sequéncia de CMS-
010 e derivados funcionais deste mantém uma ou mais das
propriedades terapéuticas ou funcionais aqui descritas. Por
exemplo, nalgumas concretizacdes, um ou dols aminoacidos
podem ser adicionados a um péptido divulgado sem afectar a

sua funcdo bioldgica.

"Péptido substancialmente puro" refere-se a
péptidos que sdo pelo menos 10% p/p puros, de preferéncia
20%, de maior preferéncia 40% e de muito maior preferéncia
60% e muito mais preferivel 90% puros. Na concretizacéo
mais preferida, a pureza ¢é maior que 99%. O péptido
substancialmente puro pode ser para preparar formulacdes

farmacéuticas e nutricionais que podem ser misturas

complexas tal como agqui descrito abaixo.
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"Modulacado" refere-se a um efeito nas células
mediado por administracdo ou exposicdo a péptidos do
invento, em gque a administracdo ou exposicdo dos péptidos a
células causa mudancas nas actividades das células. As
nudancas podem ser aumentar ou suprimir a actividade de uma
célula. O aumento ou a supressdo da actividade de uma
célula pode ser o aumento ou a supressdo da taxa de diviséo
e replicacdo celulares, o aumento ou a supressdo da reaccao
da célula a outros elementos, e/ou o aumento ou a supressao
da taxa de producdo e/ou secrecdo de proteinas ou compostos

a partir da célula.

"Proliferacdo celular" refere-se a um aumento no
nuimero de células presentes e pode ser devido a
transformacdo ou imortalizacdo de uma célula. Disturbios de
proliferacdo celular incluem, mas nédo se limitam a,
cancros, crescimentos benignos, tumores e sarcomas e podem
englobar qualquer numero de células. "Disturbios imunolo-
gicos" refere-se a um mau funcionamento ou funcédo deletéria
de uma célula imunitadria ou outra parte do sistema
imunitério. Tais disturbios podem ser causados pela
supressao de actividade de uma célula ou molécula ou pelo

aumento da actividade de uma célula ou molécula.

A utilizacdo de um péptido gque consiste numa
sequéncia de SEQ ID No. 24 em formulacdes farmacéuticas
pode ser empregue como possivel tratamento para disturbios

ou doenca imunoldgicos. As formulacdes tém um péptido que



PE2058328 -7 -

consiste numa sequéncia de SEQ ID No. 24, misturado com
outros constituintes activos ou inactivos, incluindo outros
péptidos, e.g., dois a véarios (e.g., 3-5) péptidos podem
ser adicionados &a mesma formulacdo com ou sem outros
ingredientes. Alternativamente, um péptido gque consiste
numa sequéncia de SEQ ID No. 24 pode ser utilizado para
preparar a formulacdo juntamente com péptidos ndo listados
aqui. Estes podem ser administrados na forma de formulacdo
intravenosa, intramuscular, intracutédnea, subcutédnea ou
intradérmica. O modo de administracdo pode também ser
injeccdo intra-arterial que conduz directamente ao 6rgdo do
problema. Outros modos de administracdo s&do distribuicéo
transdérmica, por inalacdo como pd ou spray e outras formas
de distribuicdo conhecidas de um perito na técnica. A
formulacdo pode também ser tomada oralmente e pode conter
transportadores que podem ser utilizados para prevenir a
digestdo géastrica do péptido apds a toma oral ou quaisquer
outros transportadores conhecidos na técnica (um transpor-
tador para distribuicdo transdérmica, tal como lipossomas,

por exemplo) .

Tal como aqui se utiliza, o termo "péptido
hibrido" ¢é utilizado para referir péptidos que contém
péptidos adicionails inseridos no péptido biologicamente
activo original possuindo a sequéncia especificada acima ou
seus derivados funcionais mas mantém ainda uma actividade
substancialmente semelhante. Os péptidos adicionais incluem
péptidos lider que contém, por exemplo, uma sequéncia de

aminocacidos que é reconhecida por uma ou mais células
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procaridticas ou eucaridticas como sinal para secrecdo da
proteina hibrida para o exterior da célula. A secrecdo pode
ser uma sSecrecdo directa ou indirectamente através de

vesiculas secretoras.

A formulacdo farmacéutica pode incluir qualquer
um dos transportadores farmacéuticos conhecidos. Exemplos
de transportadores adequados incluem qualquer um dos
transportadores farmaceuticamente aceites padrdo conhecidos
dos peritos na técnica. Estes incluem, mas ndo estéo
limitados a, solucdo salina fisioldgica, &gua, emulsdes
incluindo misturas de 6leo e &gua ou emulsdes de trigli-
céridos, e outros tipos de agentes, enchimentos, compri-
midos revestidos e cépsulas. O transportador apropriado
pode ser seleccionado com base no modo de administracdo da

composicdo farmacéutica.

Um péptido gque consiste numa sequéncia de SEQ ID
no. 24, pode ser administrado através de injeccéo
intravenosa, injeccdo intramuscular, 1injeccdo intraperi-
toneal, 1injeccdo subcutdnea e implantacdo subcutdnea. O
péptido pode também ser administrado sob qualgquer forma de
administracdo oral como comprimido, céapsula, suspensao,
solucdo, etc., na forma usual sem modificacdo ou numa forma
de libertacdo lenta, ou com ou sem proteccdo gastroen-
térica. O péptido pode ainda ser aplicado em qualquer forma
de aplicacdo toépica como unguento, creme, gel, etc. com ou
sem dispositivo facilitador transdérmico. O péptido pode

também ser interpretado na sua sequéncia genética e clonado
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numa sistema de expressdo, por si sb6 ou em combinacdo com
outras sequéncias peptidicas, para gerar uma molécula
peptidica resultante ©para aproveitar a actividade do

péptido tal como aqui descrito.

A dose de cada péptido pode ser 1 ng - 10 g por
kg de peso corporal. Uma dose preferida é 10 ng - 10 mg por
kg, e de maior preferéncia 1 pg - 1 mg por kg para um modo
de administracdo por injeccdo. No entanto, a dose eficaz
pode ser tdo baixa como 1 ng por kg de peso corporal, uma
vez que um ou mais dos péptidos podem operar através de
receptores que induzirdo uma cascata de resposta fisiolod-
gica normal. Alternativamente, um ou mais dos péptidos pode
ser apenas um iniciador para toda uma cascata de reaccéo.
Para uma toma oral, a quantidade pode ser 1 ng - 10 g por
dia por kg de peso corporal, de preferéncia 0,1 pug - 1 g
por dia por kg de peso corporal e ainda de maior

preferéncia 1 pg - 10 mg por dia.

II. TERAPIA GENICA E METODO DE TRATAMENTO

Terapia génica Dbaseada na sequéncia peptidica
acima é realizada através do desenho de uma sequéncia de
dcido nucleico que codifica para este péptido. O éacido
nucleico pode ser sintetizado quimicamente e operativamente
ligado a um promotor, e clonado num vector de expressdo. O
vector de expressdo é entdo administrado no corpo humano
como forma de terapia génica para expressdo na célula

humana. O termo "vectores genéticos" tal como aqui se
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utiliza inclui estes vectores de expressdo. Vectores dque
podem ser utilizados para terapia génica incluem vwvirus
adeno-associados (Mizuno, M. et al., (1998) Jpn. J. Cancer
Res. 89: 76-80), vectores LNSX (Miller, A.D. et al., (1993)
Methods Enzymol. 217: 581-599) e lentivirus (Goldman, M.J.

et al., (1997) Hum. Gene Ther. 8: 2261-2268).

Outros veiculos ©para distribuicdo peptidica
incluem vectores de expressdao codificando o péptido
desejado que podem ser transferidos para um organismo dJue
0os pode replicar no organismo hospedeiro ao qual é desejado
administrar o péptido sem efeitos prejudiciais signifi-
cativos para a saude do organismo hospedeiro. Por exemplo,
0os vectores de expressdo podem ser transferidos para um
organismo que ndo seja patogénico para o organismo hospe-
deiro ao qual é desejado administrar o péptido. O vector de
expressdo pode produzir o péptido desejado num organismo
bacteriano ou fungico gque ndo possua efeitos prejudiciais
significativos para a saude do organismo hospedeiro ao qual
o0 péptido é para ser administrado. Por exemplo, o vector de
expressédo codificando o péptido desejado pode ser um vector
de expressdao que produz o péptido desejado num organismo
tal como bactérias de &acido léctico, E. coli ou leveduras.
O vector de expressdo pode produzir o péptido desejado num
micrébio que se encontre normalmente no intestino de
mamifero ou num micrdébio tolerado pelo tracto digestivo de
mamifero. Algumas das espécies microbianas em que o péptido
desejado pode ser expresso incluem, mas ndo se limitam a,

espécies de Lactobacillus, tais como L. acidophilus, L.
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amylovorus, L. casei, L. <crispalus, L. gallinarum, L.
gasseri, L. johnsonii, L. paracasei, L. plantarum, L. reu-
teri, L. rhamnosus ou outras; espécies de Bifidobacterium,
tais como B. adolescentis, B. animalus, B. bifidum, B. bre-
ve, B. infantis, B. lactis, B. longum ou outras; Entero-
coccus faecalis ou Ent. facium; Sporolactobacillus inuli-
nus; Bacillus subtilis ou Bacillus cereus; Escherichia
coli; Propionibacterium freudenreichii; ou Saccharomyces

cerevisiae ou Saccharomyces boulardii.

As sequéncias de éacido nucleico que codificam o
péptido do presente invento, sintetizadas gquimicamente ou
produzidas por outros meios, incluindo mas ndo se limitando
a transcricdo inversa de ARNm para produzir moléculas de
ADNc, sé&do 1incorporadas em vectores de expressdo para
transferéncia de genes para 0s organismos desejados através
de métodos de engenharia genética familiares aos peritos na
técnica. 0Os vectores de expressédo podem ser vectores de ADN
ou vectores de ARN. Por exemplo, o0s vectores de expressao
podem ser baseados em plasmideos ou elementos genéticos
virais. Os vectores de expressdao podem ser vectores que se
replicam extracromossomicamente ou vectores que se integram

no cromossoma.

Os vectores de expressao compreendem um promotor
operativamente ligado a um &cido nucleico codificando um
péptido do presente invento. O promotor pode ser um
promotor reguldvel, tal como um promotor indutivel, ou um

promotor constitutivo. Nalgumas concretizacdes, o promotor
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pode ser seleccionado para proporcionar um nivel desejado
de expressdo do péptido. Adicionalmente, se desejado, o0s
vectores de expressdo podem compreender outras sequéncias
para promover a producdo, apresentacdo e/ou secrecdo de
péptidos. Um &cido nucleico codificando um péptido do
presente 1invento pode ser operativamente ligado a uma
sequéncia de 4&cido nucleico gque dirige a secrecdo do
péptido. Por exemplo, o &cido nucleico codificando o
péptido do presente invento pode ser operativamente ligado

a um acido nucleico codificando um péptido sinal.

Os vectores de expressdo que sdo concebidos para
codificar os péptidos do presente invento podem ser
vectores de expressdo que estdo adaptados para expressao do
péptido do presente invento numa espécie bacteriana dque
constitui a flora normal do intestino de mamiferos, tais
como espécies de Lactobacillus e Bacillus subtilis. Exem-
plos de tais vectores de expressdo podem ser encontrados
nas Patentes US No. 6100388, para Casas, e No. 5b728571,
para Bellini, respectivamente. Serd apreciado gue possa ser
utilizado qualquer vector de expressdo gque facilite a
expressdo de um péptido do presente invento num organismo
que nado seja prejudicial para a saude do organismo

hospedeiro ao qual o péptido é para ser administrado.

Os vectores de expressdo que sao concebidos para
codificar os ©péptidos do presente invento podem ser
vectores de expressdao que estao adaptados para expressao do

péptido do presente invento numa espécie de levedura dque
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seja bem tolerada pelo intestino de mamifero, tal como
Saccharomyces cerevisiae; ou, de preferéncia, Saccharomyces
boulardii, dque pode colonizar o intestino humano e &
utilizada para tratar certas formas de diarreia. Podem ser
utilizados vectores de expressdo de levedura Jgue expressem
constitutivamente proteinas e péptidos heterdlogos, séo
altamente estéaveis e sdo assim bem transmitidos a células
descendentes durante a mitose e meiose e podem compreender
uma sequéncia de codificacdo para um péptido ou péptidos
sinal que dirijam elevados niveis de secrecdo de proteina

recombinante. Um exemplo de um tal vector de levedura é

dado na Patente US No. 6391585, para Jang et al.

Os vectores de expressdo codificando o péptido do
presente invento podem ser introduzidos no organismo no
qual se pretende expressar os péptidos através de técnicas
conhecidas na técnica. Estas técnicas incluem métodos
tradicionais de transformacdo de bactérias, leveduras, ou
outro micrébios, através, por exemplo, da utilizacdo de
células bacterianas guimicamente competentes, electropora-
cdo ou transformacdo com acetato de litio (para leveduras),
bem como avancos recentes na transformacdo de espécies
bacterianas recalcitrantes a estes procedimentos. Nalgumas
concretizacdes, os vectores de expressdo sdo introduzidos
em bactérias de &cido léactico que se saiba serem recalci-
trantes a transformacdo utilizando o método divulgado por

Leer et al. (WO 95/35389).

As sequéncias introduzidas podem ser incorporadas
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no ADN cromossdmico microbiano ou podem permanecer como

elementos de ADN extracromossédmicos.

Este micrébio geneticamente modificado contendo o
vector de expressdo pode entdo ser inoculado no canal
alimentar, na vagina, na traqueia, etc. para alcancar uma
imunoterapia sustida. Os organismos expressando o péptido
do presente invento podem ser ingeridos numa forma inactiva
ou, de preferéncia, na forma viva. No 1intestino estes
microrganismos produzem o referido péptido, libertam-no
para o lumen através de secrecdo ou através de 1lise do
microrganismo ou apresentam de outro modo o péptido ao
hospedeiro, pelo que o que o péptido produz o seu efeito
pretendido no organismo hospedeiro. Alternativamente, o
péptido é apresentado ao hospedeiro na membrana mucosa das

passagens nasals, da vagina ou do intestino delgado.

Outro método de tratamento ¢é a utilizacdo de
lipossomas como meio de distribuicdo do acido nucleico
especifico as células do corpo humano. O &cido nucleico
(tal como um vector de expressdo contendo uma sequéncia
nucleica que codifica um péptido que consiste numa
sequéncia de SEQ ID No. 24) é distribuido num ambiente que
encoraja a tomada celular e a incorporacdo cromossdmica tal
como descrito em Gao, X. e Huang, L. (1995) Gene Ther. 2:
710-722 e US 6207456. Alternativamente, o proéprio péptido
pode ser encapsulado no lipossoma e distribuido

directamente, utilizando um método descrito em US 6245427.
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As sequéncias de 4&cido nucleico uteis para a
terapia génica e o método de tratamento acima mencionados
incluem as sequéncias que codificam para o péptido.
Qualguer uma das numerosas sequéncias de &cido nucleico
pode ser utilizada para codificar para o péptido com base

no sistema de coddes degenerados.
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III. CONJUGACOES PEPTIDICAS E FORMULACOES COM O PEPTIDO QUE

CONSISTEM EM SEQ ID NO. 24

O péptido Dbiologicamente activo do ©presente
invento pode ser conjugado com outras moléculas
biologicamente eficazes ou uUtels para proporcionar um
efeito ou utilizacdo adicional ou para aumentar a sua
eficdcia terapéutica. Muitas potenciais moléculas de
conjugacdo, seus efeitos bioldgicos e os métodos para
conjugacdo das moléculas com péptidos sdo conhecidos na
técnica. Para outros parceiros de conjugacdo candidatos, as
reaccdes quimicas para conjugacdo dos presentes péptidos a
estes podem ser deduzidas por um perito na técnica sem
demasiada experimentacdo. Moléculas eficazes sao descritas
abaixo. Sdo descritos exemplos especificos de como o
péptido de acordo com o presente invento pode ser conjugado
com moléculas eficazes e as propriedades bioldbgicas do

produto de conjugacdo resultante.

O fragmento peptidico que consiste numa sequéncia

de SEQ ID No. 24 pode ter efeitos terapéuticos distintos em
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determinados tipos de células ou tecidos. Um objectivo
importante da conjugacdo de moléculas a farmacos peptidicos
é o direccionamento do péptido para uma determinada
localizacdo ou compartimento no corpo de um individuo a

tratar.

Deste modo, o féarmaco peptidico e seus efeitos
podem ser concentrados no local do tipo de célula ou tecido
no qual tem o efeito terapéutico pretendido. Isto pode
aumentar o efeito que uma quantidade molar semelhante do
péptido 1livre, né&do conjugado teria. Por outro lado, a
dosagem de um farmaco peptidico conjugado que é
direccionado para o seu local activo terapéutico pode ser
significativamente menor do gque a dose necessaria para
obter o mesmo efeito terapéutico a partir da forma livre,

ndao conjugada do farmaco.

Outro efeito benéfico do direccionamento de um
farmaco peptidico para o local onde a sua actividade é mais
desejada é a reducdo de efeitos secunddrios indesejados. Um
fadrmaco peptidico que ¢é administrado para efectuar uma
alteracdo num determinado tipo de célula ou tecido pode
também actuar noutros locais num individuo, por vezes com
resultados prejudiciais. Direccionando o péptido para o
local de actividade desejado através de conjugacdo com uma
molécula de direccionamento, a concentracdo do péptido
noutros locais no individuo e os subsequentes efeitos

secundarios podem ser reduzidos.
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O péptido gque consiste numa sequéncia de SEQ ID
No. 24, pode ser conjugado com uma variedade de moléculas
para direccionamento para diferentes localizacdes ao longo
do corpo de um individuo. Qualgquer uma das tecnologias de
conjugacdo descritas abaixo para direccionar um péptido
para uma localizacdo desejada, bem como outras tecnologias
de conjugacdo familiares aos peritos na técnica, podem ser
empregues com o péptido do presente invento. Por exemplo,
foi demonstrada a distribuicdo selectiva de um farmaco
anti-hepatite B a células hepéaticas (Fiume et al., Ital. J.
Gastroenterol. Hepatol., 29(3): 275, 1997). Neste estudo,
os 1investigadores conjugaram adenina-arabindésido-monofos-
fato (ara-AMP), um andlogo de um nucledsido fosforilado
activo contra o virus da hepatite B, com albumina lactosa-
minada humana, uma macromolécula terminando em galactosilo.
Os hepatécitos expressam uma proteina receptora dque
interage com os residuos galactosilo terminais com elevada
afinidade. Através da ligacdo a este receptor, o farmaco
conjugado serd selectivamente tomado pelos hepatdcitos.
Apds absorcéao, o farmaco conjugado ¢é distribuido a
lisossomas, onde a ligacdo entre os dois componentes do
farmaco conjugado é clivada libertando ara-AMP na sua forma
activa. No estudo citado acima, o farmaco conjugado foi téo
eficaz como ara-AMP livre no tratamento de pacientes com
infeccdes de hepatite B crédnica, mas ndo causou os efeitos
secundarios c¢linicos, tais como neurotoxicidade, dque a
administracdo de ara-AMP livre causa. Uma tal abordagem

pode ser utilizada com o péptido do presente invento.
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Num estudo relacionado com o de cima, pela mesma
equipa de 1investigacdo (Di Stefano et al., Biochem.
Pharmacol., ©61(4): 459, 2001), um agente quimioterapéutico
anti-cancro, 5-fluoro 2-desoxiuridina (FUdR), foi conjugado
com poli-L-lisina lactosaminada para direccionar o composto
para o figado e tratar micrometastases hepaticas. O farmaco
é selectivamente tomado pelas células hepéticas, que clivam
a ligacdo entre FUJR e a molécula direccionadora. Uma
porcdo da FUdR livre saird entdo das células hepaticas e &
criada uma concentracdo terapéutica localizada do agente
anti-cancro. Esta concentracdo é suficiente para actividade
farmacoldégica nas células metastaticas que se infiltraram
no figado. Como o farmaco se concentra selectivamente no
figado, a dosagem do farmaco conjugado pode ser significa-
tivamente menor gque a menor dosagem farmacologicamente
activa do composto livre, ndo conjugado. Esta estratégia
pode ser utilizada com qualgquer um dos péptidos do presente
invento. Por exemplo, a conjugacdo da poli-L-lisina
lactosaminada com um péptido que consista numa sequéncia de
SEQ ID No. 24 pode reduzir significativamente a dosagem
necessaria para tratar ou prevenir um disturbio de células

proliferativas envolvendo tecidos hepéaticos.

O direccionamento de compostos para determinados
tipos de tecidos ou células dentro do corpo foi alcancado
para varios tipos diferentes de tecidos ou células. Por
exemplo, as células tumorails expressam frequentemente
niveis anormalmente elevados de receptores de hormonas

peptidicas a sua superficie, tais como bombesina, hormona
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libertadora da hormona luteinizante e somatostatina. Num
estudo, o composto anti-cancro paclitaxel (taxol) foi
selectivamente direccionado para células tumorais secreto-
ras de hormona gue expressam receptores de somatostatina a
uma elevada densidade conjugando o fadrmaco com octredtido,
um andlogo da somatostatina. 0O taxol conjugado com
octredtido foi tédo eficaz como o taxol 1livre mas com
toxidade reduzida para as células normais (Huang et al.,
Chem. Biol., 7(7): 453, 2000). A utilizacdo das técnicas de
Huang et al. para conjugar péptidos do presente invento com
andlogos de agonistas de receptores de hormonas peptidicas
criaria um tratamento direccionado especificamente para
células gque expressam elevados niveis desse receptor de
hormona peptidica particular. Esta abordagem pode ser
adaptada para direccionar para células sobre-expressando
qualquer um de vVvarios receptores de hormonas peptidicas.
Noutro exemplo de direccionamento de um farmaco para um
tipo de tecido especifico, foi utilizado poli(dcido L-
aspartico) como molécula transportadora para direccionar a
distribuicdo do féarmaco especificamente para células do
cblon (Leopold et al., J. Pharmacokinet. Biopharm., 23(4):

397, 1995).

Para além do direccionamento especifico de um
farmaco peptidico para um determinado tipo de célula ou
tecido, a conjugacdo de um péptido consistindo na sequéncia
de SEQ ID no. 24 com moléculas transportadoras pode
proporcionar outros modos de melhorar a distribuicdo de

farmacos peptidicos, aumentando deste modo ou melhorando de
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outro modo os seus efeitos terapéuticos. Qualquer uma das
tecnologias de conjugacdo descritas abaixo pode ser
utilizada com o péptido do presente invento, tal como com
outras tecnologias familiares aos peritos na técnica. A
eficdcia de qualquer farmaco serd prejudicada se o composto
ndao puder ser distribuido ao seu alvo eficientemente. Um
fadrmaco tem de ser transportado, activamente ou de outro
modo, para o local da sua actividade sem substancial perda
de actividade devido a processamento metabdlico ou
degradacéao. Os farmacos peptidicos estdo sujeitos a
actividade de ©peptidases e, como moléculas altamente
carregadas, podem ser refractadrios ao transporte através de
membranas celulares lipidicas e membranas celulares
endoteliais, tais como a Dbarreira hematoencefdlica. A
conjugacdao com outras moléculas proporciona um modo de
proteger os péptidos da degradacdo e aumentar a absorcéao
dos farmacos peptidicos para células ou compartimentos

anatédmicos que normalmente excluiriam os compostos.

Permitindo o acesso de péptidos a locais dentro
do corpo dos quals eles seriam normalmente excluidos, as
técnicas de conjugacdo podem abrir novas vias para
administracdo de farmacos. Em Patel et al., Bioconjugate
Chem., 8(3): 434, 1997, cuja quimica é detalhada no Exemplo
5 abaixo, os investigadores conjugaram um farmaco peptidico
que se sabe ser um potente analgésico, o heptapéptido
deltorfina, com uma molécula orgénica que foi especifi-
camente concebida para permitir que o péptido atravessasse

a barreira hematoencefalica. Isto permite que o farmaco
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seja administrado intravenosamente em vez de através de

injeccdo intra-cerebroventricular.

A molécula transportadora em Patel et al. foi
concebida para direccionar especificamente para as células
endoteliais que constituem a barreira hematoencefalica além
de permitir gque o péptido atravesse a Dbarreira. As
membranas celulares endoteliais por todo o corpo, incluindo
a barreira hematoencefalica, sdo heterogéneas em relacdo a
especificidade da sequéncia e concentracdo de endopeptida-
ses ligadas a membrana que sdo apresentadas a sua superfi-
cie. A concepcdo da molécula explora esta caracteristica
para permitir o direccionamento da molécula transportadora

e da sua carga.

A molécula contém trés cadeias de acido gordo
cujas extremidades livres estdo protegidas com o dipéptido
Arg-Pro, dque 1interagirdo de preferéncia com as endope-
ptidases da barreira hematoencefalica. E entdo permitido o
transporte da molécula do farmaco peptidico carregada
através das cadeias de &cido gordo lipéfilas. Assim a
molécula do triglicérido protegido com dipéptido permite
ambos o direccionamento e o transporte através da barreira

hematoencefélica.

Os métodos de conjugacdo podem também aumentar a
cinética da actividade de um féarmaco peptidico. Qualguer
uma das tecnologias descritas abaixo para aumentar a

cinética da actividade de um péptido bem como outras
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tecnologias de conjugacdo familiares aos peritos na técnica
podem ser empregues com um péptido que consiste numa
sequéncia de SEQ ID No. 24. Patel et al. verificaram dque a
forma conjugada do péptido analgésico era ndo sé6 capaz de
entrar no cérebro a partir da corrente sanguinea, como
também tinha accdo sustida em comparacdo com o péptido
livre. O féarmaco administrado intravenosamente demorava
mais tempo a ter um efeito terapéutico, mas o efeito durava
mais e diminuia mais lentamente que o efeito do péptido
livre 1injectado intra-cranianamente. 0Os 1investigadores
verificaram que a molécula peptidica conjugada é notavel-
mente estdvel no soro, contudo ndo tinha efeito gquando
injectada intra-cerebroventricularmente, indicando que a
molécula transportadora é provavelmente degradada e
removida durante o seu transporte da corrente sanguinea
para o cérebro. Eles suspeitam que o tempo necessario para
transportar o conjugado e degradar a molécula transpor-
tadora é a causa da cinética alterada. Independentemente da
mecénica do atraso, numa situacdo clinica, a estabilidade
intravenosa da molécula peptidica conjugada e o inicio e
actividade prolongados dos efeitos do farmaco significaréo
que esta pode ser administrada menos frequentemente. Um
esquema de dosagem menos frequente e, portanto, mais
conveniente aumenta o valor préatico do farmaco como opcdo

de tratamento.

Como seria aparente para um perito na técnica, as
técnicas e procedimentos de Patel et al. sdo facilmente

N

adaptaveis a distribuicdo de quaisquer péptidos que caiam
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dentro de um intervalo de tamanho limitado, incluindo o
péptido do presente invento. Por exemplo, o péptido do
presente invento que trata e/ou previne distirbios de
células proliferativas ou imunoldgicos, pode ser conjugado
com a mesma molécula utilizada por Patel et al.. No
tratamento de um individuo com uma infeccdo que afecte o
cérebro, a molécula conjugada permitird que os péptidos do
invento acedam ao cérebro a partir da corrente sanguinea e
permite que o0s péptidos exercam os seus efeitos em células
ou tecidos do cérebro. Modificacdes para alterar o
direccionamento da molécula transportadora serdo também
aparentes a um tal perito. A caracteristica de direcciona-
mento da molécula transportadora é uma funcdo da identidade
dos dois aminocdcidos que constituem a méscara de dipéptido
na extremidade das cadeias de &cido gordo. O dipéptido Arg-
Pro interage de preferéncia com o conjunto de endopepti-
dases ligadas a membrana gque se encontram a superficie da
membrana endotelial da barreira hematoencefdlica. Outras
células endotelials e membranas podem potencialmente ser

alvo através de outras combinacbes de dipéptidos.

A conjugacédo foi também utilizada pelos investi-
gadores para criar féarmacos peptidicos que possam ser
eficazmente absorvidos através do tracto digestivo ou
transdermicamente. Qualquer uma das tecnologias de conju-
gacdo para aumentar a absorcdo descritas abaixo, bem como
outras tecnologias de conjugacdo familiares aos peritos na
técnica, podem ser utilizadas para aumentar a absorcdo de

um péptido que consista numa sequéncia de SEQ ID No. 24.
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Kramer et al. descrevem um procedimento para a unido de
fadrmacos peptidicos com &cidos biliares. A taxa de absorcéo
para a molécula conjugada apds distribuicdo oral do
composto é significativamente aumentada em comparacdo com O
péptido sozinho (J. Biol. Chem., 269(14): 10621, 1994).
Toth et al. (J. Med. Chem., 42(19): 4010, 1999) descrevem a
conjugacdo de um farmaco peptidico com propriedades anti-
tumorais com lipoamincacidos (LAA) ou lipossacaridos (LS),
para aumentar a taxa de absorcdo e aumentar a distribuicédo
do péptido anti-cancro para o seu local activo. No seu
estudo, um derivado de somatostatina que mostra fortes
propriedades anti-proliferativas, mas tem uma farmacociné-
tica comprometida, é conjugado com LAA ou LS. O farmaco
conjugado resultante tem melhores perfis de absorcdo atra-
vés da pele e do epitélio intestinal e maior resisténcia a
degradacdo ao mesmo tempo gque continua activo contra
células tumorais. Estas técnicas seriam muito Uuteis em
conjunto com qualquer um dos péptidos do presente invento.
Aumentando a taxa de absorcdo da molécula através do epité-
lio intestinal, mais péptido pode ser distribuido a corren-

te sanguinea e exercer o seu efeito no individuo a tratar.

A conjugacdo pode também ser utilizada para
proporcionar libertacdo sustida de um féarmaco peptidico.
Qualquer uma das tecnologias de conjugacdo para pPropor-
cionar libertacdo sustida, bem como outras tecnologias de
conjugacdo familiares aos peritos na técnica, pode ser
utilizada para proporcionar libertacdo sustida de um

péptido que consista numa sequéncia de SEQ ID No. 24. Tal
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como observado no trabalho de Patel et al., a libertacéo
sustida de um farmaco peptidico pode ser alcancada com
métodos de conjugacdo. Outro exemplo é o trabalho de Kim et
al. (Biomaterials, 23: 2311, 2002), onde factor de cresci-
mento epidérmico humano recombinante (rhEGF) foi conjugado
a polietilenoglicol (PEG) antes de microencapsulacdo em
microsferas biodegradéaveis de poli(adcido lactico-co-glicod-
lico) (PLGA). A microencapsulacdo em PLGA foi utilizada por
varios grupos para distribuir varios factores de cresci-
mento e proteinas morfogénicas (Meinel et al., J.
Controlled Rel., 70: 193, 2001). Através da conjugacido com
PEG, rhEGF tornou-se resistente a formacdo de agregados
insoluveis em &gua e a adsorcdo a interface &agua-fase
orgénica durante a formacdo de micelas com PLGA em compa-
racdo com o rhEGF livre, ndo conjugado. A farmacocinética
da formulacdo com a hormona conjugada foi melhorada,
mostrando uma actividade do farmaco mails duradoura, mais
estavel e globalmente maior do que com a hormona livre, o
que os 1investigadores especulam ser devido a maior
estabilidade fisica da hormona conjugada com PEG. Uma
estratégia semelhante pode ser empregue para criar formu-
lacdes de libertacdo sustida de qualquer um dos péptidos do
presente invento. Por exemplo, tal como observado no
Exemplo 1 abaixo, determinados fragmentos e derivados de
VAPEEHPTLLTEAPLNPK (CMS-010) exibem potentes efeitos anti-
proliferativos e imuno-moduladores. Conjugando PEG com o
péptido e incorporando o farmaco conjugado em microsferas
de PLGA, os efeitos anti-proliferativos e imuno-moduladores

do péptido do invento podem ser mais duradouros e mais
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estéaveils, uma vez que a dosagem do farmaco, por estar a ser
libertado a partir do seu conjugado com PEG, ¢é mais
equilibrada e assegura uma distribuicdo mais constante do

farmaco peptidico para o local de infeccéo.

A libertacdo prolongada de um farmaco peptidico
pode aumentar significativamente a sua actividade. Qualquer
uma das tecnologias de conjugacdo para proporcionar
libertacdo prolongada de um péptido descrito abaixo, bem
como outras tecnologias de conjugacdo familiares aos
peritos na técnica, podem ser utilizadas para proporcionar
libertacdo prolongada de um péptido gue consista numa
sequéncia de SEQ ID No. 24. Oldham et al. (Int. J.
Oncology, 16: 125, 2000) compara o agente anti-cancro
paclitaxel contra uma nova forma do farmaco, paclitaxel
conjugado com poli(adcido L-glutémico) (PG-TXL) . PG-TXL
pareceu ter actividade anti-tumoral superior em comparacio
com o paclitaxel 1livre, sugerindo que o féarmaco tem
propriedades farmacocinéticas superiores ou talvez mesmo um
modo de accdo superior. No entanto, os investigadores
verificaram que PG-TXL exerceu 0s seus efeitos através do
mesmo mecanismo de accdo que o fadrmaco livre, induzindo
paragem do ciclo celular através da perturbacdo da
polimerizacdo das subunidades de microtubulos. A evidéncia
mostra que a superior actividade anti-tumoral do féarmaco
conjugado surge de uma libertacdo continua e estavel do
fadrmaco 1livre a partir do conjugado, mantendo a sua
concentracdo terapéutica durante um periodo mais longo em

comparacdo com a administracdo do péptido livre. A adicéo
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de uma cauda de poli(dcido L-glutamico) a um péptido do
invento com propriedades de combate a infeccdo pode também

aumentar essas propriedades.

A degradacdo enzimdtica dos péptidos pode,
nalguns casos, reduzir a eficacia dos péptidos como
fadrmacos. Qualgquer uma das tecnologias de conjugacdo para
reduzir a degradacdo enzimadtica de um péptido descrita
abaixo, bem como outras tecnologias de conjugacdo famili-
ares aos peritos na técnica, podem ser utilizadas para
reduzir a degradacdo enzimédtica de um péptido que consista
numa sequéncia de SEQ ID No. 24. Os investigadores desen-
volveram numerosas abordagens para proteger os péptidos de
proteases segregadas no lumen no intestino bem como de
peptidases ligadas a membrana. As ultimas encontram-se a
superficie de todos os tecidos de mucosa, cujo atraves-
samento é frequentemente a via de entrada para féarmacos
peptidicos. Bernkop-Schurch et al. (J. Drug Target., 7: 55,
19299) relatam a criacdo de formulacdes de farmacos peptidi-
cos contendo inibidores de pepsina. Um andlogo da pepsta-
tina foi unido covalentemente a polimeros mucoadesivos;
este novo inibidor de pepsina foi incluido em comprimidos
contendo insulina. Apds incubacdo sob condicdes laborato-
riais simulando a digestdo, toda a insulina dos comprimidos
de controlo estava metabolizada, engquanto dgquase 50% da
insulina dos comprimidos contendo o inibidor estavam prote-
gidos da degradacdo. Noutro estudo, o mesmo grupo utilizou
inibidores de proteases a dosagens que normalmente causam

efeitos secundarios tbéxicos para 1inibir a degradacédo de
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péptidos biologicamente activos (Bernkop-Schnurch et al.,
Adv. Drug Del. Rev., 52: 127, 2001). Esta abordagem utiliza
quitosano, um aminopolissacédrido aparentado com a celulose
que é extraido da quitina, um dos principais polissacéridos
estruturais verificados em crustédceos e outros organismos.
Conjugando os 1nibidores de proteases com gquitosano e
incluindo esta molécula conjugada na formulacdo do farmaco
peptidico, foli observada uma inibicdo significativa das
proteases do tracto digestivo, aumentando a biodisponibi-
lidade do péptido, sem os efeitos secundédrios dque seriam
esperados com a administracdo de inibidores de proteases
livres. No estudo, uma variedade de inibidores de proteases
sozinhos e em combinacdo foi utilizada para conjugacdo com
o transportador de quitosano. Um conjugado quitosano-EDTA
inibiu também as proteases enddbgenas, através da ligacdo a
co-factores minerals necessarios para a actividade de
certas proteases. Tal como seria facilmente aparente a um
perito na técnica, um grande numero de combinacdes possi-
vels entre moléculas transportadoras e porcdes efectoras
podia ser criado para proporcionar propriedades benéficas
as formulacdes peptidicas, qualgquer uma das quals podia ser
facilmente adaptada para utilizacdo com um péptido do
presente invento. Criando uma formulacdo para distribuicédo
oral do péptido utilizando inibidores de proteases ligados
a quitosano, a distribuicdo oral de um péptido do invento
podia ser utilizada em vez de 1injeccdes intramusculares.
Esta abordagem ndo exclui a utilizacdo de uma verséao
conjugada mais absorvivel de um péptido que consista numa

sequéncia de SEQ ID No. 24 nesta formulacdo, para criar um
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nivel ainda maior de biodisponibilidade para este péptido e

seus derivados.

Além de ser direccionado para um local por outra
molécula, os proéprios péptidos podem servir como molécula
direccionadora. Qualquer uma das tecnologias de conjugacédo
para usar um péptido para direccionar uma molécula para um
local desejado descritas abaixo, bem Como outras
tecnologias de conjugacdo familiares aos peritos na
técnica, podem ser utilizadas com um péptido que consista
numa sequéncia de SEQ ID No. 24. Por exemplo, o0s inves-
tigadores tomaram o farmaco anti-cancro difluorometilorni-
tina (DFMO) e conjugaram-no com um péptido para fins de
direccionamento. DFMO é um agente altamente citotdéxico que
é eficaz a matar uma variedade de tipos celulares tumorais.
No entanto, uma vez que é rapidamente eliminado do corpo, ©
seu valor terapéutico é limitado. Neste estudo, DFMO foi
conjugado com um determinado fragmento da o-melanotropina e
um analogo do fragmento contendo duas substituicdes de
aminodcidos que se mostrou ligar-se preferencialmente aos
receptores de melanotropina numa linha celular de melanoma
humano (Suli-Vargha et al., J. Pharm. Sci., 86: 297, 1997).
Para facilitar a libertacdo de DFMO dos fragmentos pepti-
dicos através de aminopeptidases, o farmaco foi conjugado
com as extremidades N-terminais dos péptidos. Os inves-
tigadores verificaram que os farmacos conjugados sdo0 mais
eficazes a matar células de melanoma que o farmaco néao

conjugado sozinho.
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Os efeitos do péptido do presente invento podem
ser devidos em parte a uma capacidade de direccionamento
inerente no préprio péptido. Por exemplo, tal como o
fragmento de o-melanotropina, um determinado péptido do
invento pode ligar-se a um certo receptor verificado a
superficie de um tipo de célula distinto. Utilizando esse
péptido como conjugante, um farmaco pode ser direccionado
para o local dessas células dentro do corpo num individuo a

tratar com o féarmaco.

Os péptidos como conjugados podem ter funcdes
para além de direccionamento. Qualgquer uma das tecnologias
de conjugacdo para aumentar a eficacia terapéutica de um
péptido descrito abaixo, bem como outras tecnologias de
conjugacdo familiares aos peritos na técnica, pode ser
utilizada para aumentar a eficacia terapéutica de um
péptido que consista numa sequéncia de SEQ ID No. 24.
Fitzpatrick et al. melhoraram um agente anti-cancro
conjugado através da utilizacdo de um espacador peptidico
entre as duas moléculas (Anticancer Drug Design, 10: 1,
1995). O metotrexato tinha sido Jj& conjugado com albumina
do soro humano (HSA) para aumentar a sua tomada por, e
actividade contra, células tumorais. Uma vez tomado por uma
célula, algum do metotrexato ¢é 1libertado do conjugado
através de enzimas no lisossoma e pode entdo exercer oS
seus efeitos citotdxicos. Inserindo um péptido ligador de
quatro aminocdcidos entre o metotrexato e a HSA que &

facilmente digerido por enzimas lisossémicas, a quantidade
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de metotrexato activo gerada dentro das células a partir da
molécula conjugada foi aumentada. O péptido do presente
invento pode exercer o seu efeito através da interaccéo
especifica com determinadas enzimas. Incorporando um
péptido do invento numa molécula conjugada como um segmento
ligador entre um farmaco e a sua molécula transportadora,
ou em adicdo a outro segmento, a farmacocinética pode ser
alterada. 1Isto pode <criar um pro-farmaco que ¢é mais
resistente ou mais susceptivel a actividade de proteases,
que subsequentemente diminui ou aumenta a taxa de liber-
tacdo da molécula do farmaco a partir do conjugado. Tal
como oObservado nos exemplos dos agentes de quimioterapia
conjugados acima, a alteracdo dessa taxa de distribuicdo da
molécula do farmaco pode aumentar grandemente a eficacia de

um farmaco.

Os efeitos de um farmaco numa determinada célula
podem ser alterados dependendo de outros factores tais como
o estado de activacdo de uma célula ou a presenca de outros
sinais moleculares préximo ou dentro da célula. Nalguns
casos, para que um farmaco tenha um efeito é necessario que
outra molécula ou sinal esteja presente. Damjancic et al.
(Exp. Clin. Endocrin., 95: 315, 1990) estudaram os efeitos
do péptido natriurético auricular humano (hANP) em paci-
entes com sintese deficiente de glucocorticdédides enddgenos.
O péptido foi dado a pacientes durante uma retirada de
terapia de glucocorticdides ou durante o reinicio subse-

quente da terapia utilizando dexametasona. Os pacientes
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responderam a hANP com um aumento na diurese e excrecdo de
sbédio apenas quando a hormona peptidica foi dada durante o
tratamento concomitante de dexametasona. O tratamento com
hANP durante a retirada da terapia de glucocorticdides néao
teve qualquer efeito. O efeito da administracdo concorrente
de hormonas esterbdides pode também ser o de aumentar a
actividade de um péptido. Num relatdrio de Zhu et al. (Acta
Pharm. Sinica, 28: 166, 1993), a actividade do péptido
analgésico quiotorfina (KTP) foli significativamente aumen-
tada através de conjugacdo com hidrocortisona através de um
segmento ligador curto, em comparacdo com a accdo do
péptido sozinho. Ndo foil observado qualquer efeito com a

administracdo de apenas hidrocortisona.

Os resultados destes estudos ilustram que a capa-
cidade das hormonas esterbdides como moléculas conjugadas ou
como ingredientes em formulacdes pode permitir ou aumentar
a actividade de péptidos biologicamente activos. O péptido
do presente invento pode também ser modulado ou activado
através de conjugacdo ou co-aplicacdo de hormonas esterdi-
des. As técnicas de Zhu et al. podem ser facilmente
adaptadas para conjugacdo de moléculas esterdides com o
péptido do presente invento. As Figuras 1 a 5 proporcionam
também reaccdes de sintese passo-a-passo exemplificativas
para ligacdo de hormonas esterdides ao péptido do presente

invento.

Os exemplos apresentados acima proporcionam modos
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exemplificativos para aumentar a utilidade e as actividades
de qualguer um dos péptidos do invento. Outros desenvolvi-
mentos neste campo ajudardo a superar as barreiras para
criar tratamentos clinicos baseados em péptidos eficazes.
Tal como serd aparente para um perito na técnica, as
técnicas, o0s reagentes e os protocolos desenvolvidos para
utilizacdo em bioquimica de péptidos, investigacdo farma-
céutica e testes clinicos sdo todos facilmente aplicaveis a

qualgquer um dos péptidos do presente invento.

EXEMPLOS

ANTECEDENTES

Antecipou-se que dentro da sequéncia de
VAPEEHPTLLTEAPLNPK (CMS-010), alguns aminoacidos podem ser
mais importantes para a biocactividade que outros. Nalgumas
concretizacdes do invento, através da descoberta da
porcao/porcdes activas dentro de VAPEEHPTLLTEAPLNPK (CMS-
010), os aminodcidos na sequéncia gque ndo contribuem para a
actividade do péptido podem ser removidos para dJue a
molécula biocactiva possa ser tornada mais curta. Podem
também ser feitas recombinacdes de diferentes porcdes
activas do péptido para obter novas moléculas peptidicas
possuindo bioactividades modificadas. O -encurtamento da
molécula peptidica biocativa pode ter significado bioldgico
e econdmico. Por ter uma sequéncia mais curta, as

propriedades bioldgicas do péptido sdo modificadas e tais
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modificacdes podem ter potenciais vantagens terapéuticas,
tal como uma semi-vida bioldgica, afinidade para o receptor
ou um perfil de efeitos secundarios modificados. Péptidos
mais curtos sédo também mais baratos de produzir e podem

baixar o custo de producéo.

Para determinar as porcdes activas dentro de
VAPEEHPTLLTEAPLNPK (CMS-010), efectudmos uma série de
experiéncias de truncagem. CMS-010 foi truncado em cada uma
das extremidades das ligacdes peptidicas da extremidade
amino para a extremidade carboxilo. Antecipdmos que se uma
porcdo activa fosse truncada, a biocactividade do par de
péptidos resultante diminuiria, desapareceria ou seria
modificada de algum modo (activacdo/inactivacéo da
biocactividade). Apds localizacdo da porcdo/porcdes activas
dentro de CMS-010, um novo conjunto de péptidos pode ser
construido através de combinacdes das diferentes porcdes

activas.

Um conjunto de péptidos truncados ou recombi-
nantes foi identificado nas nossas experiéncias como
possuindo biocactividades que tém potencial utilizacéao
terapéutica humana ou bioldgica. Este conjunto de péptidos
é¢ dado na Tabela 1 abaixo. As nossas descobertas séo
relatadas nos exemplos que se seguem a Tabela 1. O péptido
CMS-010.26 é o péptido do invento. Os resultados em relacéo

a outros péptidos sdo apresentados para fins de comparacéo.
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Tabela 1: Péptidos truncados e recombinantes com base na

sequéncia de CMS-010

Péptido Sequéncia SEQ ID No.
CMS5-010.02 APEEHPTLLTEAPLNPK 2
CMS-010.03 VAPEEHPTLLTEAPLNP 3
CMS-010.04 PEEHPTLLTEAPLNPK 4
CM5-010.05 VAPEEHPTLLTEAPLN 5
CMS-010.07 VAPEEHPTLLTEAPL 6
CMS-010.08 VAPEEHPTLLTEAP 7
CMS-010.09 EHPTLLTEAPLNPK 8
CM5-010.11 HPTLLTEAPLNPK 9
CMS-010.12 VAPEEHPTLLTE 10
CMS-010.13 PTLLTEAPLNPK 11
CM5-010.14 VAPEEHPTLLT 12
CMS-010.15 TLLTEAPLNPK 13
CMS-010.16 VAPEEHPTLL 14
CMS-010.17 LLTEAPLNPK 15
CM5-010.18 VAPEEHPTL 16
CMS-010.19 LTEAPLNPK 17
CMS-010.20 VAPEEHPT 18
CMS-010.21 TEAPLNPK 19
CM5-010.22 VAPEEHP 20
CMS-010.23 EAPLNPK 21
CMS-010.24 APLNPK 22
CMS-010.25 VAPEEH 23
CM5-010.26 PLNPK 24
CMS-010.27 VAPEE 25
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(continuacéo)
Péptido Sequéncia SEQ ID No.
CMS-010.28 LNPK 26
CMS-010.29 VAPE 27
CMS-010.31 NPK 28
CMS-010.32 VA- 29
CMS-010.103 VALLT 30
CMS-010.105 VANPK 31

EXEMPLO 1

O efeito dos péptidos na transformacdo de linfbdécitos T de

ratinho induzida por ConA in vitro

1.1 Materiais

1.1.1 Péptidos

Todos os aminoacidos envolvidos foram de forma L:

CS Bio Co., USA

1.1.2 Controlo e outros regentes

Solucdo salina: OTSUKA Pharmaceutical Co., Ltd,
RP China. Meio de cultura RPMI-1640 e soro fetal bovino

(FBS): Gibcol Co., USA. MTT e ConA: Sigma Co., USA
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1.2 Animais

Ratinhos BALB/c (H-2d, SPF, 6-8 semanas de idade,
peso 18-22 g): Military Medical Academy of Science, RP

China.

1.3 Método

Os bacos de ratinhos saudéveis foram isolados
assepticamente e manualmente dispersos em solucdo de RPMI-
1640 com FBS a 10% utilizando uma agulha de injeccédo. A
suspensdo celular dispersa foli ainda filtrada através de um
crivo de aco inoxidavel de 150 um de didmetro de calibre
100. A suspensdo de células do baco foi ajustada a uma
densidade de 4x10°/ml e foi aliquotada para placas de
cultura de células de 96 pocos a 100 upl/poco. Os péptidos
foram dissolvidos em RPMI-1640 completo. O desenho dos

agrupamentos foli tal como é dado abaixo.

Grupo de péptido: 100 npl de solucdo de trabalho do

péptido + 75 pl de suspensdo de células do baco + 25
1l de solucao de trabalho de ConA.

Grupo de controlo de ConA: 100 pl de RPMI-1640 + 75 ul

de suspensdo de células do baco +25 pl de solucdo de
trabalho de ConA.

Grupo de controlo negativo: 125 pl de RPMI-1640 + 75

1l de suspensdo de células do baco.
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A concentracdo final de ConA no poco foi de 5
ng/ml. As concentracdes finais de péptido no poco foram de
80 pg/ml, 16 npg/ml, 3,24 npg/ml, 0,64 pg/ml e 0,128 npg/ml.
Cada grupo de péptido continha trés pocos paralelos, e oito
ou doze pocos para os grupos de controlo. As células foram
incubadas durante 68 h a 37°C, CO, a 5%. O método MTT foi
utilizado para obter uma leitura de DOsyonn de cada poco com

referéncia a 630 nm num leitor de ELISA.

1.4 Resultados

Tabela 2. O efeito dos péptidos na transformacdo de

linfécitos T de ratinho induzida por ConA in vitro

Grupo Concentracao N DO

CMS-010.26 80 pg/ml 3 0,353+0,016%*
CMS-010.26 16 pg/ml 3 0,356+0,006%*
CMS-010.26 3,2 pg/ml 3 0,332+0,015%*
CMS-010.26 0,64 pg/ml 3 0,348+0,025%*
CMS-010.26 0,128 pg/ml 3 0,354+0,017*
CMS-010.105 80 pg/ml 3 0,407+0,019%*
CMS-010.105 0,64 pg/ml 3 0,386+0,008%*
Controlo negativo - 12 0,134+0,011*
Controlo de ConA 5 pg/ml 12 0,467£0,043

*Comparado com o grupo de controlo positivo de ConA, P<0,05
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Tabela 3. O efeito dos péptidos na transformacdo de

linfécitos T de ratinho induzida por ConA in vitro

Grupo Concentracao N DO
CMS-010.32 80 pg/ml 3 0,276+0,034*
CMS-010.32 16 pg/ml 3 0,273+£0,023*
CMS-010.32 3,2 pg/ml 3 0,309+0,030%
CMS-010.32 0,64 pg/ml 3 0,321+0,048
CMS-010.32 0,128 pg/ml 3 0,306+0,033*
Controlo negativo 5 ng/ml 8 0,108%£0,012*
Controlo de ConA - 8 0,358+£0,028

*Comparado com o grupo de controlo positivo de ConA, P<0,05

1.5 Conclusao

Verificou-se gque CMS-010.26, CMS-010.32 e C(CMS-
010.105, nas concentracdes adequadas, eram capazes de
suprimir a transformacdo de linfécitos T de ratinho
induzida por ConA in vitro, com significédncia estatistica

em comparacdo o controlo positivo de ConA (P<0,05).

EXEMPLO 2

O efeito dos péptidos na transformacdo de linfbdécitos T de

ratinho e na actividade de células NK in vivo
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2.1 Materiais

2.1.1 Péptidos

Todos os aminoédcidos envolvidos foram da forma L:

CS Bio Co., USA.

2.1.2 Controlos e outros reagentes

Ciclosporina A: Novartis Pharma AG., Suica.
Solucdo salina: OTSUKA Pharmaceutical Co. Ltd, RP da China.
Meio de cultura RPMI-1640 e soro fetal Dbovino (FBS):

GIBCOL, USA. MTT e ConA: Sigma Co., USA.

2.1.3 Animais

Ratinhos BALB/c (H-2d, SPF, 6-8 semanas de idade,
peso 18-22g, 50% fémeas e 50% machos): Military Medical
Academy of Science, RP China.

2.2 Método

2.2.1 Agrupamento dos animais e administracao

Os animais foram distribuidos aleatoriamente em
dois grupos de péptido (200 ng/kg/dia e 50 ung/kg/dia),
grupo de ciclosporina A (10mg/kg/dia), e grupo de solucéo
salina (0,5 ml/dia). Cada grupo continha 10 ratinhos, nos

quals metade eram fémeas e a outra metade eram machos.
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Todas as substédncias de teste foram dissolvidas em 0,5 ml
de solucdo salina e administradas intraperitonealmente uma
vez por dia durante 20 dias. A transformacdo de linfbécitos
T e a actividade de células NK foram examinadas no dia

imediatamente apdés a ultima injeccéo.

2.2.2 Transformacdo de linfécitos T!H2

No dia apds a ultima administracdo da substancia
de teste, os ratinhos foram sacrificados através de deslo-
camento cervical. Os bacos foram isolados assepticamente e
manualmente dispersos em solucdo de RPMI-1640 e FBS a 10%
utilizando uma agulha de injeccdo. A suspensdo de células
dispersas foli ainda crivada através de um crivo de aco
inoxidavel de 150 pm de didmetro de calibre 100 e ajustadas
a 4x10°/ml. As suspensdes celulares foram inoculadas numa
placa de cultura de células de 96 pocos, 100 pl/poco com o

seguinte desenho.

Pocos de ensaio: 100 pl de suspensdo celular + 100 nl

de ConA

Pocos de controlo: 100 ul de suspensdo celular + 100

1l de RPMI-1640

Foram preparados para cada animal quatro pocos de
ensaio e quatro de controlo. As placas foram incubadas a
37°C, CO, a 5% durante 68 horas. MTT foi ent&o adicionado e
as placas lidas a DOs7oum com referéncia a 630 nm com um
leitor de ELISA. Indice de estimulacido SI (%) = (DO do poco

de ensaio/DO do poco de controlo)x100%.
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2.2.3 0 efeito dos péptidos na actividade de células NK*°!

Células alvo YAC-1 foram levadas até a fase
logaritmica e ajustadas a uma densidade de 1x10°/ml. As
células de baco de ratinho preparadas na seccdo 2.2.2 acima
foram ajustadas a uma densidade de 4x10°/ml e utilizadas
como células efectoras. As suspensdes celulares foram
inoculadas em placas de cultura de células de 96 pocos como

se sedue:

Pocos de células efectoras: 100 pl de suspensao de

células do baco + 100 pl de RPMI-1640

Pocos de ensaio: 100 pl de suspensdao de células do

baco + 100 pl de suspensédo de células YAC-1

Pocos de células alvo: 100 pl de suspensdo de células

YAC-1 4+ 100 pl de RPMI-1640

Foram preparados trés pocos de ensaio e trés
pocos de células efectoras para cada animal e foram
preparados 12 pocos de células alvo por placa de cultura de
células. As placas foram incubadas a 37°C, CO, a 5% durante
4 horas, depois foi adicionado MTT e as placas foram lidas
a DOs7gnm com referéncia a 630 nm com um leitor de ELISA. A
actividade de células NK (%) = 1-[(DO dos pocos de ensaio -
DO dos pocos de células efectoras)/DO dos pocos de células

alvo]x100%
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2.3 Resultados

2.3.1 Experiéncia de transformacédo de linfdcitos T

Tabela 4. O efeito dos péptidos na transformacdo de

linfécitos T de ratinho'Y

Grupo Dosagem N ST
CMS-010.24 50 pg/kg/dia 10 2,40£0,31*~
CMS-010.26 200 pg/kg/dia 7 2,190, 59*~
CMS-010.28 200 ng/kg/dia 9 2,70+£0,37**
Solucdo salina 0,5 ml/dia 3 3,63%+0, 69

**Comparado com o grupo de solucdo salina, P<0,01

Tabela 5. O efeito dos péptidos na transformacdo de

linfécitos T de ratinho'?

Grupo Dosagem N ST
CMS-010.25 200 pg/kg/dia 10 2,43%£0, 69*
Solucdo salina 0,5 ml/dia 10 3,15+0,83

*Comparado com o grupo de solucdo salina, P<0,05

Tabela 6. O efeito dos péptidos na transformacdo de

linfécitos T de ratinho®®

Grupo Dosagem N ST
CMS-010.04 50 pg/kg/dia 38 1,56+9,25*%%*
Solucdo salina 0,5 ml/dia 9 2,24%0,52

**Comparado com o grupo de solucdo salina, P<0,01
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Tabela 7. O efeito dos péptidos na transformacdo de

linfécitos T de ratinho'¥

Grupo Dosagem N ST
CMS-010.12 50 ng/kg/d 10 2,12+0,42*%
CMS-010.14 50 pg/kg/d 9 2,12+0,51*%*
Solucdo salina 0,5 ml/dia 10 2,96+0, 61

**Comparado com o grupo de solucdo salina, P<0,01

2.3.2 Experiéncia de actividade de células NK

Tabela 8. O efeito dos péptidos na actividade de células NK

de ratinho'Y

Grupo Dosagem N Actividade de células NK (%)
CMS-010.24 200 pg/kg/dia 10 69,047, 4%

CMS-010.24 50 ng/kg/dia 10  56,0+6,0%*

CMS-010.26 200 ng/kg/dia 9 67,7+5,3**

CMS-010.26 50 pg/kg/dia 10 68,5%7,2*

CMS-010.28 200 ng/kg/dia 9 70,3+6,7*

Solucédo salina 0,5 ml/dia 10 76,0%4,3

*Comparado com o grupo de solucdo salina, P<0,05

**Comparado com o grupo de solucdo salina, P<0,01
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Tabela 9. 0 efeito dos péptidos na actividade de células NK

de ratinho'®

Grupo Dosagem N Actividade de células NK (%)
CMS-010.11 50 ng/kg/dia 9 63, 5t4,7**
CMS-010.13 50 ng/kg/dia 10 70,9%£17,5*
CMS-010.14 200 ng/kg/dia 8 43,1£13,7*
CMS-010.14 50 ng/kg/dia 9 75,319, 0*x*
Solucédo salina 0,5 ml/dia 10 55,3+ 6,1

*Comparado com o grupo de solucdo salina, P<0,05

**Comparado com o grupo de solucdo salina, P<0,01

2.4 Concluséo

Verificou-se dque, em dosagens adequadas, CMS-
010.04, CMS-010.12, (CMS-010.14, (CMS-010.24, CMS-010.25,
CMS-010.26 e CMS-010.28 suprimem a transformacdo de linfd-
citos T de ratinho in vivo, com significdncia estatistica

em comparacdo com o controlo de solucdo salina (P<0,05).

Verificou-se que, em dosagens adequadas, CMS-
010.24, CMS-010.260 e (CMS-010.28 suprimem a actividade de
células NK de ratinho in vivo, com significdncia estatis-
tica em comparacdo com o controlo de solucdo salina

(P<0,05).

Verificou-se que, em dosagens adequadas, CMS-
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010.11, CMS-010.13 e CMS-010.14 aumentam a actividade de
células NK de ratinho in vivo, com significdncia estatis-
tica em comparacdo com o controlo de solucdo salina

(P<0,05).

EXEMPLO 3

0O efeito do péptido na formacdo de anticorpos de ratinho in

vivo

3.1 Materiais

3.1.1 Péptido

Todos os aminoacidos envolvidos foram da forma L:

CS Bio Co., USA.

3.1.2 Controlos e outros reagentes

Ciclosporina A: Novartis Pharma AG., Suica.

Solucdo salina: OTSUKA Pharmaceutical Co. Ltd., RP China

3.1.3 Animais

Ratinhos BALB/c (H-2d, SPF, 6-8 semanas de idade,
peso 18-22g, 50% fémeas e 50% machos): Military Medical

Academy of Science, RP China.
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3.2 Método

3.2.1 Agrupamento dos animais e administracdo das

substéncias de teste

Os ratinhos foram distribuidos aleatoriamente em
trés grupos: péptido (200 ng/kg/dia), Ciclosporina A (10
mg/kg/dia), e solucdo salina (0,5 ml). Cada grupo continha
12 ratinhos, 6 fémeas e 6 machos. As substédncias de teste
foram dissolvidas em 0,5 ml de solucdo salina e aplicadas
intraperitonealmente uma vez por dia durante 20 dias
consecutivos.

3.2.2 Criacdo e quantificacdo de anticorpos!”’

Glébulos vermelhos de ovelha (SRBC) foram res-
suspensos com solucdo salina a 2% (v/v) e 0,2 ml da solucéo
de células ressuspensas foram aplicados intraperito-
nealmente a cada ratinho no 16° dia da administracdo da
substédncia de teste. No dia apds a Ultima administracdo de
substancia de teste, foi colhido sangue do canto lacrimal
que se deixou a temperatura ambiente durante uma hora para
exsudacdo do soro. Apds centrifugacdo a 200 g durante 10
minutos, o soro foi diluido 200 vezes com solucdo salina

normal.

Para a preparacdo da solucdo de trabalho do



PE2058328 - 49 -

complemento, foram adicionados 10 volumes de soro Cavy
fresco a um volume de SRBC empacotado na centrifuga. Esta
mistura foli suavemente agitada durante 30 minutos a 4°C. As
SRBC foram entdo removidas através de centrifugacdo a 200 g
durante 10 minutos. Foram adicionados dez volumes de
solucdo salina ao sobrenadante para obter a solucdo de

trabalho do complemento.

Para ensaio do titulo de anticorpo de ratinho,
foram adicionados 0,2 ml de suspensdo de SRBC a 1% a 1 ml
de soro de ratinho diluido gelado de cada ratinho. Foi
entdo adicionado 1 ml de solucdo de trabalho do complemento
e a mistura incubada a 37°C durante 20 minutos. A reaccdo
foli terminada através de arrefecimento de cada amostra em
gelo durante 10 minutos. As amostras foram entéo
centrifugadas a 200 g durante 10 minutos para obter o
sobrenadante. A 1 ml deste sobrenadante, foram adicionados
3 ml de solucdo Drabkin e deixou-se a temperatura ambiente
durante 10 minutos, e depois foi medida a DOsgonm. A leitura
de lise 50 de referéncia a DOsionm fol determinada seguindo
exactamente o mesmo procedimento que a amostra, excepto a
substituicdo de metade dos SRBC por solucdo salina e sem a
remocdo por centrifugacdo dos SRBC n3o lisados. Indice de
soro da amostra (HC50) = DOsionm da amostra/DOsignm da lise 50

x 200
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3.3 Resultados

Tabela 10. O efeito do péptido na formacdo de anticorpos de

ratinho
Grupo Dosagem N HCso
CMS-010.26 200 pg/kg/dia | 10 141,3+x29, 3*
Ciclosporina A 10 mg/kg/d 12 148,9+21, 7%
Solucdo salina 0,5 ml/d 11 167,6+£21,5

*Comparado com o grupo de solucdo salina,

P<0, 05

3.4 Concluséao

Verificou-se

que CMS-010.26

nas dosagens

adequadas suprime a formacdo de anticorpos de ratinho in

vivo, com significdncia estatistica em comparacdo com o

grupo de controlo de solucdo salina

EXEMPLO 4

(P<0,05) .

O efeito dos péptidos na taxa de crescimento de células de

sarcoma S180 transplantadas em ratinhos KM in vivo

4.1 Materiais

4.1.1 Péptidos

Todos os aminoédcidos envolvidos foram da forma L:

CS Bio Co., USA.
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4.1.2 Controlos e outros reagentes

Solucdo salina: OTSUKA Pharmaceutical Co. Ltd.,
RP China. Adriamicina: Zhejiang Haizheng Pharmaceutical

Co., Ltd., RP China

4.1.3 Animais

Ratinhos KM fémeas saudéaveis (SPF, 6-8 semanas de
idade, peso 18-22g): Military Medical Academy of Science,

RP China

4.2 Método

4.2.1 Agrupamento dos animais, administracdo de substéncias

de teste e implantacdo de células tumorais'®

Células de sarcoma Sigo foram transplantadas
intraperitonealmente para ratinhos KM durante 6-8 dias e as
ascites colhidas assepticamente. A concentracdo de células
foi ajustada a 1x107 por ml com RPMI-1640 e FBS a 10%, e
foram injectados 0,2 ml de suspensdo celular através da
axila em cada um dos ratinhos KM para desenvolver o modelo
de ratinho possuindo sarcoma. Os ratinhos transplantados
com células de sarcoma Sigg foram distribuidos aleatoria-
mente por cinco grupos: péptido (dois grupos: 50 pg/kg/dia
e 10 pg/kg/dia), Adriamicina (2 mg/kg/dia), Ciclofosfamida
(40 mg/kg/dia), e solucdo salina (0,5 ml/dia). A injeccéao
intraperitoneal das substéncias de teste comecou no dia
imediatamente apds o transplante do tumor e continuou uma

vez por dia durante 20 dias consecutivos.
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4.2.2 Determinacdo do desenvolvimento do sarcoma

No dia apds a ultima administracdo de substéncias
de teste, o0s sarcomas foram removidos dos ratinhos e
pesados. Os diédmetros de cada sarcoma nos trés planos (A,
B, C) foram medidos através de um paquimetro de vernier. O
volume do sarcoma foil calculado através da férmula: V =
(1/6)nABC. O indice de inibicdo do crescimento do tumor foi
calculado através da foéormula: Indice de inibicdo de
crescimento do tumor = (peso do tumor do grupo de controlo
- peso do tumor do grupo de tratamento)/peso do tumor do

grupo de controlo x 100%

4.3 Resultados

Tabela 11. O efeito dos péptidos no desenvolvimento de

células de sarcoma Sigo transplantadas para ratinhos in

(1)

vivo
Grupo Dosagem N Peso do sarcoma
CMS-010.31 50 pg/kg/dia 17 1,20+1,60%*
CMS-010.31 10 pg/kg/dia 14 1,05+1,28%*
CMS-010.103 50 pg/kg/dia 15 1,48+1,44~*
CMS-010.103 10 pg/kg/dia 15 1,72+1,53*
Adriamicina 2 mg/kg/dia 17 1,52+1,75*
Solucdo salina 0,5 ml/dia 12 5,07+5,46

*Comparado com o grupo de solucdo salina normal, P<0,05
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Tabela 12.

- 53 -

O efeito dos péptidos no desenvolvimento de

células de sarcoma Sigo transplantadas para ratinhos in

(2)

vivo
Grupo Dosagem N Peso do | Volume do
sarcoma sSarcoma
CMS-010.02 500 npg/kg/dia |10 |0,97+0,85* |0,65+0,67*
CMS-010.02 250 ng/kg/dia |10 |0,68+0,72* |0,36+0,40%
CMS-010.03 500 pg/kg/dia |10 |0,33+0,35*% | 0,27+0,33%¢
CMS-010.03 250 ng/kg/dia |10 |0,68+0,46* |0,31+0,22%
CMS-010.04 500 pg/kg/dia |10 |0,62+0,44* |0,40+0,28%*
CMS-010.04 250 ng/kg/dia |10 |0,27+0,19*¢ | 0,17+0,12%°
CMS-010.05 500 npg/kg/dia |10 |0,47+0,29*% |0,34+0,22%
CMS-010.05 250 ng/kg/dia |10 |0,56+0,33* |0,23+0,19*°
CMS-010.07 500 npg/kg/dia |10 |0,52+0,25* |0,37+0,20%*
CMS-010.07 250 ng/kg/dia |10 |0,32+0,14*% | 0,24+0,13*°
CMS-010.08 500 npg/kg/dia |10 |1,05+0,64* |1,01+0,63
CMS-010.08 250 pg/kg/dia |10 | 0,38%0,27*% | 0,20+0,14%¢
CMS-010.09 500 pg/kg/dia |10 |0,85+0,70* |0,84+0,84
CMS-010.09 250 ng/kg/dia |10 | 0,45+0,38*% | 0,37+0,44*
CMS-010.11 500 npg/kg/dia |10 |1,14+0,74* |0,95+0,54
CMS-010.11 250 ng/kg/dia |10 | 0,64+0,31* |0,63+0,40%
CMS-010.13 500 npg/kg/dia |10 |0,73+0,43* |0,38+0,23*
CMS-010.13 250 ng/kg/dia |10 |0,92+0,56* |0,91+0,59
CMS-010.14 500 pg/kg/dia |9 0,67+0,70* |0,56+0,53*
CMS-010.14 250 ng/kg/dia |10 | 0,44+0,30%% | 0,29+0,21*
CMS-010.15 500 pg/kg/dia |10 |0,68+0,36* |0,63+0,35*
CMS-010.15 250 pg/kg/dia |9 0,45+0,35*% | 0,41£0, 37
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(continuacéo)
Grupo Dosagem N Peso do | Volume do
sarcoma sarcoma

CMS-010.16 500 pg/kg/dia |10 |0,99+0,42* |0,92+0,36
CMS-010.16 250 pg/kg/dia |9 0,63+0,47* |0,61+0,44%*
CMS-010.17 500 pg/kg/dia |10 |0,91+0,46* |0,55+0,34%*
CMS-010.17 250 pg/kg/dia |9 0,65+0,41* |0,40+0,24%*
CMS-010.18 500 pg/kg/dia |9 0,59+0,48* |0,58+0,42*
CMS-010.18 250 pg/kg/dia |9 0,44+0,31*% | 0,27+0,20%®
CMS-010.19 500 pg/kg/dia |9 0,68+0,68* |0,40+0,42%
CMS-010.19 250 pg/kg/dia |10 | 0,41+0,45%% | 0,46+0,58%
CMS-010.20 500 pg/kg/dia |10 |0,59+0,46* |0,54+0,51*
CMS-010.20 250 pg/kg/dia |9 1,00+0,76* |0,88+0,77
CMS-010.21 500 npg/kg/dia |10 | 0,44+0,22*% |0,44+0,21%
CMS-010.21 250 pg/kg/dia |10 | 0,51+0,29% |0,44+0,22%
CMS-010.22 500 pg/kg/dia |10 |0,85+0,73* |0,73+0,87
CMS-010.22 250 pg/kg/dia |10 | 0,28%0,12*% | 0,24+0,08%¢
CMS-010.23 250 ng/kg/dia |9 0,27+0,18"% 0,2140,15*¢
CMS-010.24 500 pg/kg/dia |10 |1,20+0,79* |0,62+0,47*
CMS-010.24 250 pg/kg/dia |10 |0,61+0,39* |0,36+0,30%
CMS-010.25 500 ng/kg/dia |10 |0,52+0,38* |0,26+0,21*°
CMS-010.25 250 pg/kg/dia |9 0,65+0,53* |0,48+0,37*
CMS-010.27 500 pg/kg/dia |9 1,05+0,86* |0,51+0,33*
CMS-010.27 250 pg/kg/dia |10 |0,78+0,68* |0,58+0,58%*
CMS-010.29 500 pg/kg/dia |10 |0,55+0,41* |0,40+0,11*
CMS-010.29 250 pg/kg/dia |10 | 1,24+0,72* |1,02+0,66
CMS-010.31 500 pg/kg/Dia |10 |0,78+0,89* |0,43+0,50%
CMS-010.31 250 pg/kg/dia [10 |0,27+0,19%¢ | 0,25+0,20%¢
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(continuacao)
Grupo Dosagem N Peso do | Volume do
sarcoma sarcoma
CMS-010.32 500 pg/kg/dia |10 0,41+0,35*% | 0,40+0,31*
CMS-010.32 250 pg/kg/dia |10 0,38+0,24*% | 0,25+0,14*°
Ciclofosfamida | 40 mg/kg/dia 10 1,07+0,80*% | 0,76+0, 66*
Solucdo salina | 0,5 ml/dia 10 1,87+0,52 1,20+0,28

*Comparado com o grupo de solucdo salina normal, P<0,05

@Comparado com o grupo de Ciclofosfamida, P<0,05

4.4 Conclusao

Verificou-se que CMS-010.103, CMS-010.02, CMS-
010.03, CMS-010.04, (CMS-010.05, (CMS-010.07, (CMS-010.08,
CMS$-010.09, CMS-010.11, CMS-010.13, CMS-010.14, CMS-010.15,
CMS-010.16, CMS-010.17, CMS-010.18, CMS-010.19, CMS-010.20,
CMS-010.21, CMS-010.22, CMS-010.23, CMS-010.24, CMS-010.25,
CMS-010.27, CMS-010.29, CMS-010.31 e CMS-010.32,  nas
dosagens adequadas, suprimiam o desenvolvimento in vivo de
células de sarcoma Sigg transplantadas para ratinhos KM, com
significédncia estatistica em comparacdo com o Jgrupo de

controlo de solucdo salina normal (P<0,05).

EXEMPLO 5

O efeito dos péptidos em nefrite de Masugi em coelhos

5.1 Materiais
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5.1.1 Péptidos

Todos os aminoédcidos envolvidos foram da forma L:

CS Bio Co., USA.

5.1.2 Controlos e outros reagentes

Injeccdo de fosfato sbédico de dexametasona:
Tianjin Jinyao Aminophenal Ltd., RP China. Solucédo salina:
OTSUKA Pharmaceutical Co. Ltd., RP China. Vacina de BCG:
Beijing Institute of BRiological Products, RP China.
Lanolina: Tianjin sixth chemical product factory, RP China.
Parafina ligquida: Tianjin sixth chemical product factory,
RP China. Reagente de Diagndéstico para BUN sérico:
BECKMAN443350, USA. Reagente de Diagndéstico para Creatinina

sérica: BECKMAN 443340, USA.

5.1.3 Animais

Umn carneiro (8 meses de 1idade): Department of
Laboratory Animal, Tianjin Medical University, RP China.
Coelhos (MDA, macho, 2-2,5 kg): Beijing Fuhao Breed Farm,

RP China.

5.2 Métodos!® 1

5.2.1 Preparacdo de anti-soro de ovelha anti-cértex renal

de coelho
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5.2.1.1 Preparacédo de antigénio de cédrtex renal de coelho

Um coelho saudével foil anestesiado com 4 ml/kg de
uretano a 25% através de injeccdo intravenosa na veila
auricular, e injectado intravenosamente com heparina a 1250
U/kg para heparinizacdo sistémica. O abdémen do coelho foi
aberto assepticamente e as artérias e veias renais foram
expostas. As artérias renais foram cateterizadas e as veias
renais cortadas. Os rins foram lavados com solucdo salina
até o tecido renal se tornar cinzento. 0Os rins foram entéo
extirpados. O coébrtex renal foili isolado e homogeneizado em
0,5 volumes de solucdo salina gelada, e depois armazenado a

-20°C.

5.2.1.2 Preparacdo de anti-soro de ovelha

7,5 ml do homogenato de coértex renal foram
misturados com 2,5 ml de adjuvante completo de Freund
(Lanolina para parafina 1ligquida numa razdo de 1:5, com
vacina de BCG a 5 mg/ml). Apds completa emulsificacdo, o
antigénio foi injectado numa ovelha em cinco locais dorsais
diferentes, 1 ml por local, uma vez a cada duas semanas,
durante um total de trés ciclos de injeccdes. Comecando com
a quarta imunizacdo, foram homogeneizados 5 g de cdrtex
renal com um volume de solucdo salina que foram injectados
intramuscularmente em 5 locais na ovelha, 1 ml por local,

uma vez cada duas semanas. O titulo do anticorpo de ovelha
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anti-cértex renal de coelho foi monitorizado através de
dupla imunodifusdo numa base bissemanal. Quando o titulo
alcancou 1:32, o anti-soro de ovelha foi colhido a partir
da artéria cardtida. O anti-soro de ovelha foi misturado
com um volume igual de glébulos vermelhos de coelho e
colocado a 4°C durante 12 horas para a remocdo de anticorpo
anti-glébulos vermelhos de coelho. Depois o anti-soro foi
colhido através de centrifugacdo e colocado a 56°C para
inactivar o complemento e proteases. O anti-soro foi

armazenado a -20°C.

5.2.2 Agrupamento dos animais, administracdo de substancias

de teste, e estabelecimento do modelo de nefrite de Masugi

Vinte e dois coelhos saudaveis foram distribuidos
aleatoriamente por 5 grupos: péptido (107,3 ng/kg/dia e
58,5 nug/kg/dia, 4 coelhos por grupo), dexametasona (0,1
mg/kg/dia, 4 coelhos), tratamento de solucdo salina (1
ml/dia, 7 coelhos), e sauddveis normais (3 coelhos). Antes
do estabelecimento de um estado de doenca nos coelhos,
foram tomadas para cada coelho medicdes do BUN e creatinina
séricos e da proteina na urina durante 24 horas. Se néo
houvesse anomalia nestas medigbes, o modelo de nefrite de
Masugl era estabelecido em coelhos experimentals através de
injeccdo intravenosa de anti-soro de ovelha anti-cértex
renal de coelho através da veia auricular, 0,5 ml por

injeccdo, uma injeccdo a cada 30 minutos, num total de 4
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injeccdes por coelho. O grupo de coelhos saudaveis normais
(controlo) foi injectado com solucdo salina do mesmo modo.
A administracdo intravenosa das substancias de teste
através da veila auricular foi iniciada no dia seguinte a
injeccdo do anti-soro, uma vez por dia, 1 ml por injeccéo,

durante 30 dias consecutivos.

5.2.3 Monitorizacdo do efeito terapéutico

5.2.3.1 Quantificacdo da proteina na urina

A urina foi colhida a partir de cada coelho ao
longo de um periodo de 24 horas uma vez por semana e o teor
proteico determinado através do método de acido

sulfossalicilico.

5.2.3.2 Exame patoldgico

Para observacdo dos efeitos dos péptidos na
eliminacdo de anticorpo IgG de ovelha anti-cbédrtex renal de
coelho de coelhos com nefrite de Masugi, no dia a seguir a
Ultima administracdo de substéncias de teste, os coelhos
foram sacrificados através de sufocacdo e o rim direito foi
extirpado, cortado por congelacao e depois corado
imunofluorescentemente quanto a presenca de IgG de ovelha.
A 4rea positiva para fluorescéncia de cada glomérulo foi
contada. Foram examinados trinta glomérulos por coelho e

foi calculada a &rea positiva média por glomérulo.
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5.2.3.3 Estatistica

A

significéncia

estatistica

foi

através do teste t do suporte ldbgico SPSS.

5.3 Resultados

determinada

Tabela 13. Efeito do péptido na proteinuria de coelhos com
nefrite de Masugi (mg/dl)
Grupo Dosagem/ Semana | Semana | Semana | Semana | Semana
dia 0 1 2 3 4
CMS-010.26 107,3 9,84+ 187+ 114+ 26% 28+t
pg/kg 4,29 184 145 24% 32%
CMS-010.26 58,5 9,53% 77+ 150+ 20=% 36t
png/ kg 4,64 62 123 12* 16*
Dexame- 0,1 9,48+ 29+ 13,6+ | 13,7+ 25+
tasona mg/kg 8,46 12 6,3%* 3,1* 19
Tratamento | 0,5 ml 11,72*| 122z 160z 145+ 157+
com 3,18 91 138 33 71
solucéao
salina
Saudaveis - 23,43+ 7,7% - 6, 9% 24+
normais 8,42 2,0% 4,5% 7*
*Comparado com o grupo de tratamento com solucdo salina,

P<0, 05
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Tabela 14. Efeito do péptido na eliminacdo do anticorpo IgG
de ovelha anti-cdértex renal de coelho de coelhos com

nefrite de Masugi

Grupo Dosagem/dia N Contagem da éarea

positiva/glomérulo

CMS-010.26 107,3 pg/kg |5 5,6+1,2%%
CMS-010.26 58,5 ng/kg 4 6,3%1,4**
Dexametasona 0,1 mg/kg 4 7,5%1,0
Tratamento com 0,5 ml 7 8,70, 9

solucdo salina

Saudaveis normais - 3 -

**Comparado com o grupo de tratamento com solucdo salina,

P<0, 01

5.4 Concluséao

Verificou-se que CMS-010.26 é capaz de diminuir a
gravidade da proteinuria e promover a eliminacdao do
anticorpo de ovelha anti-cbébrtex renal de coelho em coelhos
com nefrite de Masugi in vivo, com significdncia estatis-
tica em comparacdo com o grupo de controlo de tratamento

com solucdo salina, P<0,05.

EXEMPLO 6

O efeito dos péptidos em ratos com nefrite de Heymann in

vivo
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6.1 Materiais

6.1.1 Péptido

Todos os aminodcidos utilizados foram da forma L:

CS Bio Co., USA.

6.1.2 Controlos e outros reagentes

Injeccdo de Fosfato Sédico de Dexametasona:
Tianjin Jinyao Aminophenal Ltd., RP China. Solucgédo salina:
OTSUKA Pharmaceutical Co. Ltd., RP China. Vacina de BCG:
Beijing Institute of Biological Products. Lanolina: Tianjin
sixth factory of chemical product, RP China. Parafina
liquida: Tianjin sixth factory of chemical product, RP
China. Reagente de diagnéstico para BUN sérico: BECKMAN
443350, USA. Reagente de diagnéstico para creatinina

sérica: BECKMAN 4.43340, USA.

6.1.3 Animais

Ratos Wistar (SPF, 6-8 semanas de 1idade, peso
150-200 g): Beijing Vital River Laboratory Animais Co.,

Ltd., RP China.

6.2 Métodosg!tt t?]

6.2.1 Preparacdo de homogenato renal de rato
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Os abdbmenes de ratos Wistar sauddveis foram
abertos assepticamente. A velia portal e a vela cava
inferior foram expostas. A veia portal foi cateterizada e a
veia cava inferior cortada. Os rins foram lavados com
solucdo salina até o tecido renal se tornar cinzento. Os
rins foram extirpados e o cébrtex renal isolado. O cbértex

renal foi entdo homogeneizado em gelo e armazenado a -20°C.

6.2.2 Preparacdo do antigénio de cbértex renal de rato

Lanolina foi misturada com parafina ligquida numa
razdo de 1:2 v/v, aquecida a 70°C com agitacdo e depois
autoclavada. Foi adicionada suficiente wvacina de BCG a
mistura de lanolina/parafina para produzir uma concentracdo
de vacina de 3 mg/ml para formar adjuvante completo de
Freund. O homogenato de cértex renal, adjuvante completo de
Freund e a solucdo salina foram misturados numa razdo de

1:1:2 com maceracdo até completamente emulsionados.

6.2.3 Agrupamento dos animais e estabelecimento do modelo

Foram distribuidos aleatoriamente em dois grupos
20 ratos Wistar saudaveis: péptido (200 nug/kg/dia) e
tratamento com solucdo salina (2 ml/dia). Foram injectados
intraperitonealmente 2 ml de antigénio em cada rato, uma
vez cada duas semanas, durante um total de 5 ciclos de
injeccdo. A administracdo da substancia de teste através de
injeccdo intraperitoneal foi iniciada no dia apdés a
terceira imunizacdo, uma vez por dia até ao final da

experiéncia.
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6.2.4 Monitorizacdo da eficéacia

6.2.4.1 Quantificacdo da proteina na urina

A quantificacdo da proteina na urina comecou na
terceira semana do estabelecimento do modelo. Uma amostra
de urina foil colhida de cada rato ao longo de um periodo de
24 horas uma vez cada duas semanas e o teor de proteina na
urina quantificado através do método de &cido sulfossali-

cilico.

6.2.5 Estatistica

Os valores da amostra foram comparados através do

teste t utilizando o suporte ldégico SPSS.

6.3. Resultados

Tabela 15. Efeito da administracdo de péptido na
concentracédo de proteina na urina em 24 h (mg/dl) de ratos

com nefrite de Heymann

Grupo N Semana 3 Semana 5 Semana 7/ Semana 9
CMS-010.26 10 6,2%2,3 3,1%+1,4 3,941, 6% 3,8%2,2*
Tratamento com10 4,1+1,3 3,1%0,8 10,9+2,8 12,6+1,2

solucdo salina

*Comparado com o grupo de solucdo salina, P<0,05
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6.4 Concluséo

A dosagens adequadas verificou-se que CMS-010.26
diminui a gravidade da proteintria em ratos com nefrite de
Heymann in vivo, com significdncia estatistica em compa-

racdo com o grupo de tratamento de solucdo salina (P<0,05).
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EXEMPLO 7

Distribuicdo do péptido através de espécies bacterianas de

Lactobacillus geneticamente modificadas

O seguinte é proporcionado como um método
exemplificativo para distribuir o péptido deste invento a
um hospedeiro tal como descrito acima. Uma sequéncia de ADN
que codifica um péptido consistindo na sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID No: 24 é sintetizada por meios
quimicos e esta sequéncia de ADN é inserida num vector de
expressdo utilizando técnicas padrdo de engenharia genética
familiares aos peritos na técnica. 0O vector de expressao
seleccionado contém um promotor constitutivo funcional em
Lactobacilli, um local de c¢lonagem multipla para a

introducdo de sequéncias de ADN numa orientacdo 5' para 3
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especifica bem como um gene marcador seleccionadvel que
confere resisténcia a um antibidético (para ajudar em
procedimentos de clonagem) e pode compreender outras
sequéncias para ajudar na producdo e/ou secrecdo dos
péptidos, tais como sequéncias de péptido sinal. Um exemplo
de um tal vector ¢é proporcionado pela Patente U.S. No.
5592908, para Pavla. Resumidamente, esta patente discute
varios promotores conhecidos que funcionam em espécies de
Cracksbacillus, bem como um método para descobrir novos
promotores nas referidas bactérias, gqualquer um dos quais
pode ser operativamente ligado a um 4cido nucleico
codificando um péptido do presente invento para expressar o
péptido em Lactobacilli. Um acido nucleico codificando um
péptido sinal, tal como péptidos compreendendo de 16 a 35
aminoacidos principalmente hidrdéfobos dque sdo activos em
Lactobacillus lactis descritos na Patente U.S. No. 5529908,
citada acima, ¢ interposto entre o promotor e o é&cido
nucleico codificando o péptido do presente invento para que
o Aacido nucleico codificando o péptido sinal esteja
enquadrado com o &cido nucleico codificando o péptido do

presente invento.

Para além da sequéncia de codificacdo do péptido,
a sequéncia de ADN sintetizada pode compreender sequéncias
para auxiliar na ligacdo e clonagem do referido ADN no
vector de expressdo. Por exemplo, locais de reconhecimento
de enzimas de restricdo que correspondam aos verificados no
local de clonagem multipla do vector podem ser incorporados

no ADN sintetizado nas extremidades 5' e 3' da sequéncia,
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para que a sequéncia possa ser clonada na orientacao
correcta dentro do vector. Tanto o vector como o ADN
sintetizado s&do digeridos com as enzimas de restricéo
particulares e depois purificados. As reaccdes de ligacédo
com o vector e o ADN sintetizado sdo seguidas de trans-
formacdo numa estirpe adequada de E. coli. As bactérias
transformadas sdo plagqueadas em meio contendo o antibidtico
ao qual o vector confere resisténcia. Uma coldnia de
bactérias transformadas é seleccionada para crescer
culturas e procedimentos de preparacdo de plasmideos; a
presenca do ADN sintetizado na orientacdo correcta é

confirmada.

Este vector de expressdo é entdo transformado
numa célula hospedeira de uma espécie de Lactobacillus, tal
como L. acidophilus. As células transformadas sé&do selec-
cionadas em virtude do marcador seleccionavel verificado
dentro da sequéncia do vector e a secrecdo do péptido pode
ser verificada através de - realizacdo de um western blot,
realizacdo de electroforese em gel de péptidos presentes no
meio de crescimento ou outras técnicas padrédo. Uma coldnia
transformada de Dbactérias ¢é escolhida e utilizada para
preparar culturas em grande escala das bactérias geneti-
camente modificadas. Uma cultura das bactérias geneticamen-
te modificadas expressando o péptido desejado é criada e
pelo menos uma porcdo desta é administrada ao canal alimen-
tar, & vagina, a traqueia ou a outra &rea do organismo
hospedeiro na qual as bactérias sejam capazes de se repli-

car. Se desejado, as culturas bacterianas podem ser
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tratadas de uma variedade de modos para produzir um
suplemento para consumo entérico pelo hospedeiro. Este
tratamento inclui liofilizacdo ou outros métodos de
conservacdo das bactérias, além da combinacdo das bactérias
com agentes transportadores, tais como solucdes, solventes,
meios de dispersdo, agentes de retardamento, emulsdes e
semelhantes. A utilizacdo destes agentes para preparar
suplementos é bem conhecida na técnica. Por exemplo, as
bactérias podem ser utilizadas para produzir produtos
lacteos em cultura ou outros produtos alimentares para
consumo humano, para dque O organismo expressando o péptido
colonize o intestino do organismo hospedeiro. Varios
métodos diferentes para a incorporacdo de estirpes especi-
ficas de bactérias de &cido léactico em produtos alimentares
tais como iogurte, kimchi, queijo e manteiga sdo divulgados
na Patente U.S. No. 6036952, para Oh. Apdbs consumo das
bactérias através de uma de véarias vias, 0s organismos
modificados podem colonizar o intestino e permitir a
apresentacdo e/ou absorcdo dos péptidos deste invento

através da camada mucosa do intestino.

EXEMPLO 8

Distribuicdo de péptidos através de uma forma geneticamente

modificada de Bacillus subtilis

O seguinte ¢é proporcionado como outro método
exemplificativo para distribuir o péptido deste invento a

um hospedeiro tal como descrito acima. Uma sequéncia de ADN
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que codifica um péptido consistindo na sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID No: 24 é sintetizada através de meios
quimicos e esta sequéncia de ADN é inserida num vector de
expressdo através de técnicas de engenharia genética, sendo
todas as técnicas conhecidas na técnica. O vector de
expressdo seleccionado compreende um vector wvaivém, tal
como pPTZ18R (Pharmacia, Piscataway, NJ), capaz de ser
propagado tanto em E. coli como em B. subtilis e contendo
um gene de resisténcia a antibidticos para seleccao de
coldbnias das bactérias transformadas. Este vector pode
conter um promotor constitutivo activo em B. subtilis, tal
como um promotor derivado do gene Sac B de B. subtilis bem
como uma sequéncia nucleotidica codificando um péptido
sinal activo em B. subtilis que dirija a exportacdo efi-
ciente das proteinas heterdélogas expressas a partir da
célula bacteriana. Um exemplo de um tal vector é divulgado
na Patente U.S. No. 6268169, para Fahnestock. Resumida-
mente, tal como detalhado acima, o ADN codificando um
péptido deste 1invento serd sintetizado com locais de
enzimas de restricdo e/ou outras sequéncias para facilitar
a clonagem do ADN através de técnicas familiares aos peri-
tos na técnica. Apds transformacdo em E. coli, plaquea-
mento, seleccdo e propagacdo do plasmideo para criar uma
reserva de plasmideo, o plasmideo é entdo transformado em
B. subtilis e os transformantes sdo seleccionados em vir-
tude da resisténcia a um antibiético no meio de

plagueamento.

A producdo do péptido e a secrecdo a partir da B.
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subtilis geneticamente modificada s&do verificadas utili-
zando técnicas bem conhecidas dos peritos na técnica, tais
como radiomarcacdo de péptidos para deteccéo auto-

radiografica apds anédlise de SDS-PAGE ou Western blotting.

Uma cultura de bactérias geneticamente modifica-
das é criada e pelo menos uma porcdo desta é administrada
ao canal alimentar, a vagina, a traqueia ou a outra area do
organismo hospedeiro em que as bactérias sejam capazes de

se replicar.

EXEMPLO 9

Distribuicdo de péptidos através de espécies de levedura

Saccharomyces geneticamente modificadas

O seguinte ¢é proporcionado como outro método
exemplificativo para distribuir o péptido deste invento a
um hospedeiro tal como descrito acima. Uma sequéncia de ADN
que codifica um péptido consistindo na sequéncia de
aminoacidos de SEQ ID No: 24 é sintetizada através de meios
quimicos e esta sequéncia de ADN é inserida num vector de
expressdo através de técnicas de engenharia genética, sendo
todas as técnicas conhecidas na técnica. O vector de
expressdo seleccionado compreende um vector de expressdo de
proteinas em levedura estavelmente mantido, compreendendo
um promotor de levedura constitutivo tal como pADH1, locais
para replicacdo do vector tanto em levedura como em E.

coli, um gene ou genes que conferem prototrofia a um
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mutante de levedura auxotrédfico para fins de seleccdo, um
local de clonagem multipla (MCS) e, se desejado, sequéncias
que codificam para um péptido sinal. Vectores tais como
este estdo comercialmente disponiveis e sdo bem conhecidos
na técnica ou podem ser facilmente construidos utilizando
técnicas padrdo. Apds insercdo do ADN sintetizado no vector
de levedura, transformacdo em E. coli, plagqueamento da E.
coli transformada em meios selectivos, seleccdo de uma
colébnia de Dbactérias transformadas e preparacadao de ADN
plasmidico a partir de uma cultura de crescimento de
bactérias da referida coldénia, o vector é transformado em
Saccharomyces cerevisiae através de técnicas bem conhecidas
tais como transformacédo com acetato de litio ou
electroporacdo. A estirpe de Saccharomyces cerevisiae
seleccionada para transformacdo é uma estirpe auxotrdfica
mutante que requererd um gene no plasmideo para crescer em
placas de meio minimo. As colbédnias de levedura transfor-
madas sdo 1isoladas através de plagqueamento da levedura em
meio de crescimento sem o gene proporcionado no vector.
Apenas as leveduras dque receberam o vector e o seu gene
selectivo e expressam esse produto génico serdo capazes de
crescer em coldénias no meio minimo. A verificacdo da
secrecdo peptidica pode ser obtida através de realizacdo de
um Western blot, realizacdo de electroforese em gel dos
péptidos presentes no meio de crescimento ou outras técni-

cas padrao.

Uma coldnia transformada de levedura é escolhida

e utilizada para preparar culturas em larga escala. Uma
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cultura da levedura dJdeneticamente modificada expressando o
péptido desejado é criada e pelo menos uma porcado desta é
administrada ao canal alimentar, a vagina, a traqueia ou a
outra 4rea do organismo hospedeiro em dgue as Dbactérias
sejam capazes de se replicar. Se desejado, as culturas de
levedura podem ser tratadas numa variedade de modos para
produzir um suplemento para consumo entérico pelo hospedei-
ro. Estes tratamentos incluem liofilizacdo ou outros
métodos de conservacdo de leveduras, além da combinacdo das
bactérias com agentes transportadores, tais como solucdes,
solventes, meios de dispersido, agentes de retardamento,
emulsdes e semelhantes. A utilizacdo destes agentes para
preparar suplementos é bem conhecida na técnica. Noutra
concretizacdo, as leveduras transformadas sdo utilizadas em
criacdo de produtos alimentares, tais como produtos de
leite fermentado como iogurte e kefir, através de técnicas
conhecidas dos peritos na técnica. Tal como com as culturas
bacterianas de &acido lactico vivas nestes produtos alimen-
tares, as leveduras transformadas colonizam o intestino
pelo menos transientemente e servem para apresentar os

péptidos ao hospedeiro através do lumen do intestino.

EXEMPLO 10

Direccionamento de um péptido para um determinado local

O seguinte é proporcionado como um método exem-
plificativo para distribuir selectivamente o péptido deste

invento a um determinado compartimento, o&érgdo, tipo celular
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ou local dentro do corpo. Neste caso, um disturbio de
células proliferativas é tratado através do direccionamento
de um péptido consistindo na sequéncia de aminodcidos de
SEQ ID No: 24 para tecidos no rim de um individuo. Por
exemplo, o péptido é ligado através de ligacdes covalentes
por meio de reaccdes quimicas conhecidas na técnica a uma
lisozima de baixo peso molecular (LMW), uma porcdo proteica
comercialmente disponivel gque se concentra especificamente
no tecido renal. As técnicas para alcancar conjugacdo de
moléculas com uma lisozima LMW estdo documentadas (Folgert
et al., Br. J. Pharmcology, 136: 1107, 2002). As técnicas
gerais para conjugar proteinas ou péptidos uns aos outros
sdo também ensinadas na literatura do campo (Fischer et
al., Bioconj. Chem., 12: 825, 2001). A amostra de péptido
conjugado recentemente criado é entdo purificada de reagen-
tes qgquimicos utilizados no processo de ligacdo através de
métodos de cromatografia tais como FPLC de permuta catid-
nica e/ou centrifugacdo em gradiente. Uma vez purificado, o
péptido conjugado é administrado a um individuo necessitado
de terapia para disturbio nefritico de células prolife-
rativas. Para esta actividade anti-proliferativa, 0s
péptidos do invento s&do de preferéncia direccionados para
tecido renal em virtude da ligacdo entre eles e a lisozima
IMW, dque é selectivamente concentrada no tecido renal em
virtude da afinidade da lisozima IMW para as células dos
tubulos proximais do rim. Esta distribuicdo preferencial
permite um maior efeito anti-proliferativo em comparacdo
com o de uma quantidade molar equivalente dos péptidos por

si proéprios. Inversamente, pode reduzir a quantidade de
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fdrmaco peptidico necessdria para alcancar um certo nivel

de actividade anti-proliferativa.

EXEMPLO 11

Aumento da distribuicdo de um péptido ao seu local activo

0 seguinte é apresentado Como um método
exemplificativo para aumentar a distribuicdo de um péptido
neuroactivo ao cérebro. O péptido do presente invento que
exerce 0s seus efeitos em receptores expressos por
neurdnios do cérebro ¢é sintetizado através de métodos
quimicos conhecidos dos peritos na técnica. Alternativa-
mente, pode ser expresso por um microrganismo modificado e
recuperado a partir de uma cultura de tais organismos, tal
como detalhado nos exemplos acima. Uma vez obtido numa
forma purificada, o péptido ¢é utilizado numa série de
reaccbdes quimicas orgédnicas para criar uma porcédo éster de
triglicérido conjugada, ligado ao péptido. A porcdo conju-
gada consiste num centro de carbono quaterndrio substituido
unido ao péptido do invento através de uma ligacdo amida
com O carbono do carboxilo terminal do péptido. Os outros
trés grupos ligados ao centro de carbono quaternéario
consistem em ligacdes éster de carbono a 16 cadeias de
dcidos gordos de carbono. As cadeias de é4acido gordo
terminam elas proéprias num grupo terminal dipeptidico,
conhecido como méscara peptidica, que torna as cadeias mais
hidréfilas e as direcciona especificamente para a membrana

de células endoteliais da barreira hematoencefdlica. O
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procedimento para esta sintese é explicado detalhadamente
em Patel et al., Bioconjugate Chem., 8(3): 434, 1997, e
utiliza reagentes comuns e equipamento familiar aos peritos

na técnica.

Uma vez introduzido num individuo num local peri-
férico, o composto viaja ao longo do corpo através do
sistema circulatério, interagindo com a membrana endotelial
da barreira hematoencefalica. A degradacdo passo—-a-passo da
mascara dipeptidica e das cadeias 1lipidicas durante o
transporte da molécula através da camada epitelial da
barreira hematoencefédlica resulta na libertacdo do péptido
do invento para o compartimento cerebral. Al o péptido pode
interagir com receptores a superficie dos neurdnios para
exercer o seu efeito na funcdo cerebral. O tempo necesséario
para que o farmaco alcance a barreira hematoencefalica e
seja transportado para o cérebro, com a concomitante
degradacdo da porcdo transportadora, altera a cinética da
actividade do farmaco, criando um efeito mais estéavel e
mais duradouro em comparacdo com a injeccdo intra-

cerebroventricular do péptido livre.

EXEMPLO 12

Criacdo de formulacdes peptidicas que s&do resistentes a

degradacdo enzimatica

O seguinte ¢é ©proporcionado como um método

exemplificativo para a criacdo de uma formulacdo de um
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péptido biologicamente activo para administracdo oral que é
resistente a actividade de proteases e peptidases
verificadas ao longo da superficie do tracto digestivo.
Neste exemplo, um péptido consistindo na sequéncia de
aminocadcidos de SEQ ID No: 24 é utilizado na producdo de uma
formulacdo farmacéutica para administracdo oral a um
paciente. Tal como descrito em Larionova et al. (Int. J.
Pharma., 189: 171, 1999), o péptido é utilizado na criacéao
de microparticulas com amido soluvel e um 1inibidor de
proteases, aprotinina, que é um forte inibidor de uma
variedade de proteases segregadas para o lumen e ligadas a
membrana com microvilosidases. Resumidamente, o amido
soluvel, a aprotinina inibidora de proteases e o péptido do
invento s&do dissolvidos num tampdo aquoso. As razdes de
amido soluvel, aprotinina e ©péptido sdo determinadas
através de métodos experimentais familiares a um perito na
técnica; por exemplo, Larionova et al. utilizaram ensaios
de digestdo simulada in vitro para determinar as razdes e
as condicbes de preparacdo mais eficazes para a proteina
utilizada no seu estudo. A solucdo aquosa é emulsionada sob
agitacdo mecdnica em ciclo-hexano (razdo 1:3, v/v) contendo
Span-80 a 5%, um tensiocactivo ndo idénico. Uma solucdo de
cloreto de tereftaloilo em cloroférmio ¢é adicionada a
emulsdo e a agitacdo é continuada 30 minutos, durante os
quals as moléculas de amido sdo ligadas de forma cruzada
com a aprotinina e o péptido. As microparticulas criadas
nesse processo sdo lavadas sequencialmente com ciclo-
hexano, uma solucdao de etanol a 95% com detergente Tween 85

a 2% v/v, etanol a 95% e &agua. As microparticulas sé&o
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ressuspensas em agua e liofilizadas. O composto liofilizado
pode ser colocado em cépsulas de gelatina para distribuicéo

oral ao individuo a necessitar de tratamento.

Uma vez ingerido, o composto é libertado a medida
que a céapsula de gelatina é dissolvida. As microparticulas
sdo degradadas no intestino delgado através da accdo da o-
amilase nas moléculas de amido, conduzindo a libertacédo
gradual de aprotinina e do péptido do invento. A libertacéo
concorrente do potente inibidor de proteases aprotinina ao
mesmo tempo e no local do péptido diminui a degradacéo
enzimdtica do péptido e aumenta a proporcdo de péptido
intacto disponivel para absorcdo através da membrana do

intestino.

LISTAGEM DAS SEQUENCIAS

<110> CMS Peptides Patent Holding Company Limited

<120> Derivados Biologicamente Activos do Péptido VAPEEHPTLLTEAPLNPK
<130> P88671EPO1

<140> Pedido divisiondrio de EP 05743126.4
<141> 25 Abril 2005

<150> US 60/566,455
<151> 28 Abril 2004

<150> PCT/EP05/04419
<151> 25 Abril 2005

<160> 31

<170> PatentIn versdo 3.3
<210> 1

<211> 18

<212> PRT

<213> Sus scrofa

<400> 1
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Val Ala Pro Glu Glu His Pro Thr Leu Leu Thr Glu Ala Pro Leu Asn
1 5 10 15

Pro Lys

<210> 2

<211> 17

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia peptidica sintética

<400> 2

Ala Pro Glu Glu His Pro Thr Leu Leu Thr Glu Ala Pro Leu Asn Pro
1 5 10 15

Lys

<210> 3

<211> 17

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia peptidica sintética

<400> 3

Val Ala Pro Glu Glu His Pro Thr Leu Leu Thr Glu Ala Pro Leu Asn
1 5 10 15

Pro

<210> 4

<211> 16

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia peptidica sintética

<400> 4

Pro Glu Glu His Pro Thr Leu Leu Thr Glu Ala Pro Leu Asn Pro Lys
1 - 5 10 15
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<210> 5

<211> 16

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia peptidica sintética

<400> 5

Val Ala Pro Glu Glu His Pro Thr Leu Leu Thr Glu Ala Pro Leu Asn
1 5 10 15

<210> 6

<211> 15

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia peptidica sintética

<400> 6

. .Val Ala Pro Glu Glu His Pro Thr Leu Leu Thr Glu Ala Pro Leu
1 - 5 10 15

<210> 7

<211> 14

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia peptidica sintética

<400> 7
Val Ala Pro Glu Glu His Pro Thr Leu Leu Thr Glu Ala Pro
1 5 - 10

<210> 8

<211> 14

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia peptidica sintética

<400> 8
Glu His Pro Thr Leu Leu Thr Glu Ala Pro Leu Asn Pro Lys
1 5 10

<210> 9

<211> 13
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<212> PRT
<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia peptidica sintética

<400> 9
His Pro Thr Leu bLeu Thr Glu Ala Pro Leu Asn Pro Lys
1 5 10

<210> 10

<211> 12

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia peptidica sintética

<400> 10
Val Ala Pro Glu Glu His Pro Thr Leu Leu Thr Glu
1 5 10

<210> 11

<211> 12

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia peptidica sintética

<400> 11
Pro Thr Leu Leu Thr Glu Ala Pro Leu Asn Pro Lys
1 5 10

<210> 12

<211> 11

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia peptidica sintética

<400> 12
Val Ala Pro Glu Glu His Pro Thr Leu Leu Thr
1 5 10
<210> 13
<211> 11
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial
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<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

Sequéncia peptidica sintética

13
Thr Leu Leu Thr Glu Ala Pro Leu Asn Pro Lys
1 5 10

14

10

PRT

Sequéncia Artificial

Sequéncia peptidica sintética

14
Val Ala Pro Glu Glu His Pro Thr Leu Leu
1 5 10
15
10
PRT

Sequéncia Artificial

Sequéncia peptidica sintética

15
Leu Leu Thr Glu Ala Pro Leu Asn Pro Lys
1 5 10
16
9
PRT

Sequéncia Artificial

Sequéncia peptidica sintética

16
Val Ala Pro Glu Glu His Pro Thr Leu
1 5

17

9

PRT

Sequéncia Artificial

Sequéncia peptidica sintética
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<400> 17
Leu Thr Glu Ala Pro Leu Asn Pro Lys
1 - 5

<210> 18

<211> 8

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia peptidica sintética

<400> 18
val Ala Pro Glu Glu His Pro Thr
1 5

<210> 19

<211> 8

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia peptidica sintética

<400> 19
Thr Glu Ala Pro Leu Asn Pro Lys
1 5

<210> 20

<211> 7

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia peptidica sintética

<400> 20
Val Ala Pro Glu Glu His Pro
1 5

<210> 21

<211> 7

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia peptidica sintética

<400> 21
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Glu Ala Pro Leu Asn Pro Lys
1 5

<210> 22

<211> 6

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia peptidica sintética

<400> 22
Ala Pro Leu Asn Pro Lys
1 5

<210> 23

<211> 6

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia peptidica sintética

<400> 23
Val Ala Pro Glu Glu His
1 5

<210> 24

<211> 5

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia peptidica sintética

<400> 24
Pro Leu Asn Pro Lys
1 5
<210> 25
<211> 5
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia peptidica sintética

<400> 25
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

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

<220>
<223>

<400>

Val Ala Pro Glu Glu
1 5

26

4

PRT

Sequéncia Artificial

Sequéncia peptidica sintética

26
Leu Asn Pro Lys
1

27

4

PRT

Sequéncia Artificial

Sequéncia peptidica sintética

27
Val Ala Pro Glu
1

28

3

PRT

Sequéncia Artificial

Sequéncia peptidica sintética

28
Asn Pro Lys
1

29

2

PRT

Sequéncia Artificial

Sequéncia peptidica sintética

29
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val Ala
1

<210> 30

<211> 5

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia peptidica sintética

<400> 30
Val Ala Leu Leu Thr
1 5
<210> 31
<211> 5
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Sequéncia peptidica sintética

<400> 31

Val Ala Asn Pro Lys
1 5

Lisboa, 17 de Junho de 2011
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REIVINDICACOES

1. Péptido substancialmente puro consistindo na

sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO. 24.

2. Composicdo farmacéutica compreendendo um
péptido substancialmente puro e um transportador farmaceu-
ticamente aceitavel, em que o referido péptido consiste na

sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO. 24.

3. Método de producdo de uma composicdo farma-
céutica compreendendo o proporcionar de um péptido consis-
tindo na sequéncia de aminoidcidos de SEQ ID NO. 24, e a
mistura do referido péptido com um transportador farmaceu-

ticamente aceitével.

4, Péptido substancialmente puro consistindo na
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO. 24 para utilizacéo

em reducdo dos efeitos de uma doenca humana.

5. Péptido substancialmente puro de acordo com
a reivindicacdo 4 para utilizacdo em reducdo dos efeitos de
uma doenca humana em que a referida doenca humana é uma
condicdo seleccionada a partir do grupo consistindo em

nefrite e um disturbio imunolégico.

6. Utilizacdo de um péptido substancialmente

puro consistindo na sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO.
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24 no fabrico de um medicamento para tratamento de uma
condicdo seleccionada a partir do grupo consistindo em

nefrite e um disturbio imunolégico.

7. Péptido substancialmente puro consistindo na
sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO. 24 para utilizacéo

em modulacdo do sistema imunitéario.

8. Utilizacdo de um péptido substancialmente
puro consistindo na sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO.
24 no fabrico de um medicamento para modulacdo do sistema

imunitéario.

9. Péptido substancialmente puro de acordo com
a reivindicacdo 7 para utilizacdo em modulacdo do sistema
imunitério ou utilizacdo de acordo com a reivindicacdo 8,
em que a referida modulacdo do sistema imunitério é uma
modulacdo seleccionada a partir do grupo consistindo em
transformacdo de 1linfdédcitos T in vivo, transformacdo de
linfécitos T através de ConA 1in vitro, supressao de

formacdo de anticorpos e supressido de células NK.

10. Utilizacdo de um péptido substancialmente

puro como suplemento nutricional, em que o referido péptido

consiste na sequéncia de aminocdcidos de SEQ ID NO. 24.

Lisboa, 17 de Junho de 2011
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