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RESUMO
"DERIVADOS DE CITOCINA"

A invencdo refere-se a polipéptidos que compreendemn
uma porc¢do N-terminal e uma porcdo C-terminal, em que a
dita porgdo N-terminal compreende a gsequéncia assinatura
QGP[P ou L] e a sequéncia de aminodcidos da dita porcdo C-
terminal ¢é pelo menos 70% idéntica a SEQ ID NO: 1, e

utilizacdes dos mesmos.



DESCRICAO

"DERIVADOS DE CITOCINA”

CAMPO TECNICO

Esta invencdo refere-se a derivados de citocina que
tém actividades anti-VIH, anti-inflamatdrias ou outras.
ANTECEDENTES DA INVENGAO

Nenhum fArmaco ¢ conhecido por ser capaz de curar
infecgdes por Virus da Imunodeficiéncia Humana (VIH) e a
Sindrome da imunocdeficiéncia adquirida (SIDA). Até o
momento, nenhuma vacina capaz de prevenir a infecg¢do por
VIH aparece ao alcance.

As infecg¢des por VIH existentes podem hoje, em muitos
casos, ser controladas por terapéutica anti-retroviral
altamente activa (HAART) que envolve uma combinagdo de trés
ou mails farmacos anti-retrovirails. Contudo, a ocorréncia de
estirpes de VIH resistentes a farmacos de classe unica
dupla, ou tripla estd crescendo constantemente sob a
pressao selectiva dos inibidores da transcriptase reversa e
protease (ITR e IP) actualmente empregada em HAART.

Portanto, hé& uma necessidade urgente por novos tipos
de farmacos anti-VIH. Preferentemente, tais novos farmacos
teriam como objectivo aspectos do virus que s8o menos
vulneradveis ao desenvolvimento de resisténcia que processos
de transcrigdo reversa e maturagdo viral que sdo 0s
objectivos dos ITR e IP mencionados acima. Na auséncia de
uma vacina contra o VIH, existe além disso uma necessidade
por agentes que sdo capazes de prevenir a transmissdao de
VIH durante o contacto sexual.

Esta necessidade poderia potencialmente ser preenchida
pelos agentes que inibem a entrada de VIH em células alvo,
isto é, agentes da classe de "inibidores de entrada" (IE).
Tais agentes poderiam, por exemplo, ser localmente e

topicamente aplicados aos genitais humanos a fim de



(3]

prevenir a infecgdo de células pelo VIH durante o contacto
sexual. 0s agentes que podem prevenir a transmissdo de VIH
durante o contacto sexual sdao frequentemente (embora
inapropriadamente) denominados come "microbicidas”.

A entrada de VIH em células alvc humanas depende da
unido do VIH virido a proteina de superficie celular humana
CD4 e um assim chamado co-receptor. Os co-receptores
principais utilizados pelo VIH incluem os sete receptores
transmembrana acoplados a proteina G CXCR4 e CCRS.
Encontrou-se que o0s 1ligandos de qguimiocina naturais de
CCR5, em particular RANTES (CCR5), inibem a entrada de
estirpes de VIH trdficos ao RSL (estirpes de VIH que
utilizam o CCR5 como um co-receptor) em células humanas
[1]. A RANTES ¢é uma citocina pré-inflamatdéria que &
conhecida por promover a acumulagdo e activacdo de células
em doencas inflamatdrias crénicas.

Certos derivados de RANTES com modificacdes no
terminal N mostrou actividade anti-VIH aumentada, por
exemplo, AQP-RANTES, a oxima de aminooxipentano de
[glioxilil]'RANTES (2-68) [2] em que "(2-68)" denota
residuos 2 a 68 do péptido RANTES de ocorréncia natural.
Ademais, derivados de RANTES quimicamente modificados com
actividade anti-VIH incluem NNY-RANTES (n—-nonanoil-
RANTES (2-68) [3, 4]) e PSC-RANTES [5].

Contudo, 0s derivados de RANTES quimicamente
modificados mencionados acima ndo somente inibem a entrada
de VIH em células, mas sdo também agonistas relativamente
fortes de CCR5: AQP-, NNY- e PSC-RANTES provocam uma
cascata de sinalizacgdo pro-inflamatdria gque envolve influxo
de calcio citosdélico. A wutilizacdo de agentes com tal
actividade de sinalizagdo comc fdarmacos anti-VIH poderia
levar a efeitos secundarios ndo desejados gque envolvem, por
exemplo, a inflamacdo. A indug¢do da inflamag¢do é um efeito
secundarico altemente indesejdvel para agentes anti-VIH

profilacticos, uma vez que foi reconhecido que o risco de



infec¢do pelo VIH pode de facto ser aumentado no tecido
inflamado.

Os agentes tails como derivados de RANTES podem também
induzir a sinalizagdo em células alvo devido a falta de
selectividade ou especificidade do agente para CCR5, isto
¢, em que © agente se une também as proteinas de receptor
CCR1 e CCR3.

Uma desvantagem dos polipéptidos quimicamente
modificados é o facto de ndo poderem ser produzidos por
meios biotecnoldégicos a vista (expressdo e fermentacgao). Os
derivados de RANTES anti-VIH completamente codificados,
isto ¢, derivados gque consistem somente em aminoacidos
naturalmente codificados foram também reportados [6, 7].
Contudo, a poténcia anti-VIH de todos os inicialmente
reportados derivados de RANTES completamente codificados
foli menor que aquela do variante quimicamente modificado
PSC-RANTES [5].

REVELAGAO DA INVENGAO
Moléculas da invengdo

Os agentes peptidicos completamente codificados com
alta poténcia anti-VIH foram agora identificados. Estes
agentes peptidicos podem facilmente ser produzidos por meio
de métodos biotecnoldgicos padrdo, evitando a despesa e o
esforgo requeridos para sintese ou modificagdo guimica. De
maneira inesperada, encontrou-se que, em concretizagdes
preferidas, o0s agentes peptidicos da presente invencdo
combinam alta poténcia anti-VIH com uma capacidade para
provocar somente um baixo grau de sinalizacgdo proé-
inflamatéria, evitando assim efeitos secundarios
inflamatérios.

Em concretizagdes adicionais, o0s agentes da invengao
levar a 1internaliza¢do de CCR5 na célula (regulagdo
negativa ou modulag¢do negativa da sequestragdo de
receptor) . Este mecanismo de acg¢do surpreendente &

vantajoso, como (1) protecgdo de duragdoc comparativamente



larga pode ser alcanc¢ada por uma dose unica do farmaco, e
(1i) estirpes de VIH troficas ao RS resistentes sdo menos
provavels de evoluir se nem o CCR5 nem sua forma unida ao
farmaco sdo acessivels na superficie da célula alvo para
interacgdo com o virus.

Os agentes ©peptidicos particularmente preferidos
combinam alta poténcia anti-VIH com tanto alta actividade
de sequestracdo de receptor como baixa actividade de
sinalizacdo. 0Os agentes peptidicos preferidos adicionais da
invencdo combinam pelo menos uma propriedade desejavel
seleccionada do grupo que consiste em alta poténcia anti-
VIH, alta actividade de sequestracdo de receptor e baixa
actividade de sinalizagao com alta selectividade de
receptor, 1isto ¢, unido preferida a CCRS mais que a CCRI
e/ou CCR3.

0Os agentes peptidicos da invencdo compreendem uma
seguéncia assinatura que compreende QGP[P ou L], isto &, a
guarta posicdo da sequéncia assinatura pode ser ou P ou L.
Preferentemente, esta sequéncia assinatura estd localizada
proxima ao terminal N do polipéptido. Preferentemente, a
sequéncia assinatura estd localizada tal que o comeco da
sequéncia assinatura situa-se dentro de 15 residuos do
terminal N do polipéptido, mais preferentemente dentro dos
residuos 12, 10, 8, 6, 5, 4, 3, 2, 1 do terminal N. No
presente documento, a expressdao "o comego da sequéncia
assinatura” refere-se ao terminal N da sequéncia
assinatura. A seguéncia assinatura pode também estar
localizada na extremidade terminal N do polipéptido, isto
€, o0s terminais N do polipéptido como um todo e a sequéncia
assinatura pode coincidir.

Assim, a invencdo refere-se a um polipéptido que
compreende uma por¢do N-terminal e uma porgdo C-terminal,
em que a dita porgdo N-terminal compreende a sequéncia
assinatura QGP[P ou L] e a sequéncia de aminodcidos da dita

porcdo C-terminal ¢ pelo menos 70% idéntica a SEQ ID NO: 1.



Preferentemente, a dita sequéncia assinatura é

QGP[P ou L][L ou G ou S ou M][M ou D ou S ou Q ou G], ou
numa concretizacdo preferida adicional,
QGP[P ou L] [L ou G][M ou D ou S].

Mais preferentemente, a dita sequéncia assinatura é

QGP[P ou L][L ou G ou S ou M][Mou D ou S ou Q ou G]JXX[Q ou
G oulL ou A ou T ou S]X, ou numa concretizacdo preferida

adicional,

QGP[P ou L]J[L ou G]J[M ou D ou SIXX[Q ou L]X, em que X

denota qualquer aminodcido natural ou modificado.

Mais preferentemente, a dita sequéncia assinatura ¢é
QGP [P ou L] LM ou QGPPG[D ou S].

Mais preferentemente, a dita sequéncia assinatura ¢
QGPPLM ou QGPPGD.

Numa concretizacdo, a dita sequéncia assinatura é
QGP[P ou L][L ou M]J[M ou QJ[A ou W ou G ou Q ou NIJX[Q ou G
ou L][S ou V ou T ou G], ou em concretizacles preferidas

adicionais,

QGP[P ou L][L ou M][M ou QJ[A ou W ou G ou Q ou NJ[L ou T
ou Mou S ouGouQouRouVY][QouGoulL]l[SouVouTou

G], ocu

QGP[P ou L]IM[A ou W][L ou T ou M]J[[Q ou G][S ou V ou T ou
G].

Preferentemente, a dita sequéncia assinatura é
QGPPLM[A ou W][L ou T ou M][[Q ou G][S ou V ou T ou G].
Numa concretizacdao adicional, a dita sequéncia

assinatura ¢



QGP[P ou L][L ou G ou S][D ou S ou G ou QJXX[L ou A ou T ou
Qlw ou A ou V], ou em concretizacdes preferidas

adicionais,

QGP [P ou L][L ou G ou S][D ou S ou G ou Q][T ou I ou S ou
WouQ][Voulou®dou Sou®G][LouAdAouTou Q][WouAlA ou
V], ou

QGPPG[D ou S]I[T ou IJVL[W ou A].

Preferentemente, a dita sequéncia assinatura é
QGPPGD [T ou I]JVL[W ou A].
Numa  concretizag¢do adicional, a dita sequéncia

assinatura é

QGPP[G ou LI[M ou QIXX[Q ou S][S ou VI, ou em

concretizacbes preferidas adicionais,

QGPP[G ou L][M ou Q][S ou G ou Wou A ocu T][L ou F ou T ou
S ou G ou Y][Q ou S][S ou V], ou

QGPPLM[S ou G][L ou F ou T]Q[S ou V].

De acordo com concretizag¢des preferidas, o polipéptido
da presente invencgdo compreende uma sSequéncia assinatura
seleccionada do grupo QGPPLMALQS, QGPPLMWMQV, QGPPLMWLQV,
QGPPLMWTQS, QGPPLMWLQT, QGPPLMWTQV, QGPPLMWMQOS, QGPPLMATQS,
QGPPLMWLQS, QGPPLMALQV, QGPPLMWLGG, QGPPLMWRGS, QGPLLMWLQV,
QGPPLMQTTP, QGPPLSWLQV, QGPPLSWLQS, QGPPGQOWSQV, QGPPMMAGLS,
QGPPLSWQQS, QGPPGMWSQS, QGPPLOWRQS, QGPPLMGTQS, QGPPLMQLQV,
QGPPLSWSQV, QGPPMSWSQS, QGPPLMNLQV, QGPPMSAYQV e
QGPPMQGGLS.

De acordo com concretizagdes preferidas adicionais, o

polipéptido da presente invencdo compreende uma sequéncia



assinatura seleccionada do grupo QGPPGDTVLW, OQGPPGDIVLA,
QGPPGSYDYS, QGPPGDGGSV, QGPLSGQSTP, QGPPGDWLQV, QGPPLMSLAV,
QGPPLMSLTV, QGPLSGWAQV, QGPLSQSSQV, QGPLSSQSQV e
QGPLGQOGQV.

De acordo com concretizagdes preferidas adicionais, o
polipéptido da presente invencdo compreende uma sequéncia
assinatura seleccionada do grupo OQGPPLMSEFQS, OGPPLMSIQS,
QGPPLMSLQV, QGPPLMGLQV, QGPLSGWLQV, QGPPLQWFQV, QGPPLOWIQV,
QGPPLMALSV, QGPPLMWSQV, QGPPGQWGQV, QGPPGSWSQV, QGPPLMSSQS,
QGPPLMGLSV, QGPPLMTLQV e QGPPGQWYQS.

De acordo com concretizacdes preferidas adicionais, o
polipéptido da presente invencdo compreende uma sequéncia
assinatura seleccionada do grupo QGPPLMSVLA, OQOGPPGSWSSV,
OGPPLGSMGP, QGPPLQWMQA, QGPPLQWMQV, QGPPLMSTQV, QGPPLMSLSV,
QGPPLMSLQS, QGPPLMSLQA, QGPPLMSVQS, QGPPLMSAQS, QGPPLMSGQS
e QGPPLMSGQV,

Numa concretizacdo adicional, a dita porcdo N-terminal
consiste em ndc mais que 15 aminocdcidos, preferentemente
ndoc mais que 14, 13, 12, 11, 10 amino&cidos. De acordo com
uma concretizagdo preferida, & dita por¢gao N-terminal
consiste em 10 amincacidos.

De acordo com uma concretizagdo, o© terminal-N da
porcado C-terminal Junta-se directamente ao terminal-C da
porcdo N-terminal, isto &, a porgdo N-terminal e a porgédo
C-terminal sdo directamente juntas.

Numa concretizacdo adicional, a dita porcgdo C-terminal
da cadeia de polipéptidos é idéntica a SEQ ID NO: 1.

Numa concretizacdo adicional, a sequéncia assinatura
estd localizada na extremidade terminal N.

As concretizacdes preferidas das sequéncias
assinaturas dos derivados de RANTES da presente invengao

sdo exibidas no Quadro 1:



Quadro 1
SEQ ID NO Sequéncia assinatura
SEQ ID NO: 2 QGPPLMALQS
SEQ ID NO: 3 QGPPLMWMQV
SEQ ID NO: 4 QGPPLMWLQV
SEQ ID NO: 5 QGPPLMWTQS
SEQ ID NO: 6 QGPPLMWLQT
SEQ ID NO: 7 QGPPLMWTQV
SEQ ID NO: 8 QGPPLMWMQS

SEQ ID NO: 9 QGPPLMATQS
SEQ ID NO: 10 QGPPLMWLQS
SEQ ID NO: 11  QGPPLMALQV
SEQ ID NO: 12 QGPPLMWLGG
SEQ ID NO: 13 QGPPLMWRGS
SEQ ID NO: 14 QGPLLMWLQV
SEQ ID NO: 15 QGPPLMQTTP
SEQ ID NO: 16 QGPPGDTVLW
SEQ ID NO: 17 QGPPGDIVLA
SEQ ID NO: 18 QGPPGSYDYS
SEQ ID NO: 19 QGPPGDGGSV
SEQ ID NO: 20 QGPLSGQSTP
SEQ ID NO: 21  QGPPGDWLQV
SEQ ID NO: 22 QGPPLMSFQS
SEQ ID NO: 23 QGPPLMSTQS
SEQ ID NO: 24 QGPPLMSLQV
SEQ ID NO: 25 QGPPLMGLQV
SEQ ID NO: 26 QGPLSGWLQV
SEQ ID NO: 27 QGPPLMSVLA
SEQ ID NO: 28 QGPPGSWSSV
SEQ ID NO: 29 QGPPLGSMGP
SEQ ID NO: 30 QGPPLSWLQV
SEQ ID NO: 31 QGPPLSWLQS
SEQ ID NO: 32 QGPPGQWSQV
SEQ ID NO: 33 QGPPMMAGLS
SEQ ID NO: 34 QGPPLSWOQS



(continuacao)
SEQ ID NO Sequéncia assinatura
SEQ ID NO: 35 QGPPGMWSQS
SEQ ID NO: 36 QGPPLQWRQS
SEQ ID NO: 37 QGPPLMGTQS
SEQ ID NO: 38 QGPPLMQLQV
SEQ ID NO: 39 QGPPLSWSQV
SEQ ID NO: 40 QGPPMSWSQS
SEQ ID NO: 41 QGPPLMNLQV
SEQ ID NO: 42 QGPPMSAYQV
SEQ ID NO: 43 QGPPMOGGLS
SEQ ID NO: 44 QGPPLMSLAV
SEQ ID NO: 45 QGPPLMSLTV
SEQ ID NO: 46 QGPLSGWAQV
SEQ ID NO: 47 QGPLSQSSQV
SEQ ID NO: 48 QGPLSSQSQV
SEQ ID NO: 49 QGPLGQQGQV
SEQ ID NO: 50 QGPPLOWFQV
SEQ ID NO: 51 QGPPLOWTQV
SEQ ID NO: 52 QGPPLMALSV
SEQ ID NO: 53 QGPPLMWSQV
SEQ ID NO: 54 QGPPGQWGQV
SEQ ID NO: 55 QGPPGSWSQV
SEQ ID NO: 56 QGPPLMSSQS
SEQ ID NO: 57 QGPPLMGLSV
SEQ ID NO: 58 QGPPLMTLQV
SEQ ID NO: 59 QGPPGOWYQS
SEQ ID NO: 60 QGPPLOWMQA
SEQ ID NO: o6l QGPPLOWMQV
SEQ ID NO: 62 QGPPLMSTQV
SEQ ID NO: 63 QGPPLMSLSV
SEQ ID NO: b4 QGPPLMSLQS
SEQ ID NO: 65 QGPPLMSLQA
SEQ ID NO: 66 QGPPLMSVQS
SEQ ID NO: 67 QGPPLMSAQS
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(continuacao)
SEQ ID NO Sequéncia assinatura
SEQ ID NO: 68 QGPPLMSGQS
SEQ ID NO: 69 QGPPLMSGQV

A presente invengdo proporciona os agentes peptidicos
como revelado acima e, além disso, os &cidos nucleicos que
codificam os ditos agentes peptidicos. Os ditos 4acidos
nucleicos podem ser denominados como "Adcidos nucleicos de
acordo com a presente invengdo". No seguinte, o termo
"agente" abrange tantc agentes peptidicos da presente
invencdo como os Aacidos nucleicos que codificam os ditos
agentes peptidicos. O perito na especialidade saberia como
desenhar ou identificar os acidos nucleicos que codificam
os ditos agentes peptidicos, de acordo com o cddigo
genético.

A presente invencdo assim revela acidos nucleicos que
compreendem um ou malis segmentos que codificam um ou mais
agentes peptidicos de acordo com a presente invencdo. O
dito &cido nucleico pode ser ARN ou ADN. O dito &cido
nucleico pode além disso ser um vector, isto é, os &cidos
nucleicos que codificam os péptidos da presente invencdo
podem ser incorporados dentro de um vector. Os Acidos
nucleicos que codificam os péptidos da presente invencido
podem além disso ser incorporados num virus. A invencdo
assim também proporciona um virus que contém, dentro do seu
genoma, que compreende um ou mals segmentos que codificam
um ou mails agentes peptidicos de acordo com a presente
invencao.

Preferentemente, o0s agentes peptidicos da presente
inven¢ao sdo 1inibidores altamente potentes de entrada de
VIH em células, isto ¢, tém alta poténcia anti-VIH. De
acordo com a presente invencdo, as expressdes "alta
poténcia anti-VIH", "alta poténcia" ou "altamente potente"

sdo utilizados em relacdo aos agentes ou agentes peptidicos
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gue tém um valor de CI50, como medido pelos ensaios de
fusdo celular e replicacdo de VIH descritos em Materiais e
Métodos, de 1000 pM (1 nM) ou inferior, preferentemente
menos gque 900, 8§00, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 150, 14aQ,
130, 120, 110, 100, 90; 80, 70, 60, 50, 40, 30, ou 20 pM.

Na literatura, a poténcia de agentes é algumas vezes
expressa em termos de valores de "CIZ0" obtidos a partir de
um ensaioc de ligacdo competitiva, isto €, tipicamente, com
relacdo a competigdo com uma molécula tracadora marcada
para a ligagdo ao receptor de interesse. Em cujo caso, a
CI50 ¢é definida como a concentracdoc do agente a qual 50% do
tracador ¢é deslocada do receptor pelo dito agente, e ¢
algumas vezes também denominada como uma "afinidade
aparente". Contudo, para os agentes da presente invenc¢ao,
encontrou-se que tais wvalores de CI50 de afinidade
aparente, obtidos, por exemplo, com relagdo ao MIP-1 beta
ou RANTES nativo, ndo sdo sempre proporcionais a poténcia
anti-VIH da molécula. E assim preferente utilizar valores
de CI50 obtidos dos ensaios descritos sob Material &
Métodos.

Em concretizacdes preferidas, os agentes peptidicos
sdo péptidos ou polipéptidos que estdo relacionados com ©
péptido RANTES. Os agentes peptidicos podem compreender a
seguéncia SEQ ID NO: 1, ou uma variante, homdlogo
(ortdlogo, variante alélica, derivado, mutante funcional)
ou fragmento do mesmo. Preferentemente, a dita sequéncia ou
a variante, homélogo, ou fragmento ou do mesmo constitui,
ou estad localizada dentro de, uma parte diferente do agente
peptidico que a sequéncia assinatura.

Contudo, a sequéncia assinatura pode também estar contida
dentro da variante ou homélogo SEQ ID NO: 1.

As ditas variantes, homdlogos ou fragmentos podemn

conter substitui¢des, 1insergdes, delecgdes, adigdes ou

truncagdes de sequéncia.
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De acordo com a presente invencdo, diz-se gque uma
sequéncia possui similaridade a, ou é uma homéloga de, SEQ
ID NO: 1, se a dita sequéncia é mais que 70% idéntica a SEQ
ID NO: 1. Preferentemente, a dita seguéncia tem mais que
70% de 1identidade de sequéncia com SEQ ID NO: 1, mais
preferentemente mais que 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98%, 99%
ou 99,9% de identidade de sequéncia com SEQ ID NO: 1.

Diz-se que uma sequéncia também possul similaridade a
ou ¢ uma homdloga da SEQ ID NO: 1, se contém uma ou mais
substitui¢des conservativas com respeito a SEQ ID NO: 1.
Substituicdes conservativas sdo substituicbdes na sequéncia
de um agente peptidico ou polipeptidico que ndo levam a uma
significativa perda de fungdo do dito agente, ou que levem
somente a uma pequena perda de fungdo. Tal perda de fung¢do
devido a uma ou mais substitui¢des conservativas pode ndo
ser considerada significativa se a dita perda representa
menos que 20% (preferentemente menos que 15%, 10%, 6% ou
4%) com relacdo a funcdo do agente que tém a sequéncia néo
substituida. As substituicdes conservativas Sao
frequentemente substitui¢des em gque uma cadeia lateral de
aminocacidos ¢ substituida por wuma cadeia lateral de
amincacidos que estd relacionada, ou ¢ similar em
propriedades fisico-quimicas, ao residuo substituido. Tais
substituig¢des conservativas podem ser feitas, por exemplo,
de acordo com ¢ Quadro a seguir. Os aminocidcidos no mesmo
bloco na coluna do meio e preferentemente na mesma linha na

coluna da direita podem ser substituidos entre si:

Quadro 2
alifatico |ndo polar GAP
I LV
polar nao carregado [C S T M
N O
polar carregado D E
K R
aromdtico HF WY
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De acordo com a presente invencdo, diz-se gque uma
sequéncia possul similaridade a, ou é uma homdloga de, SEQ
ID NO: 1, se mais que 30% de residuos na dita sequéncia séo
idénticos ou conservativamente substituidos com respeito a
SEQ ID NO: 1. Preferentemente, mais que 35%, 40%, 45%, 50%,
55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% ou 99% da
dita sequéncia sS40 idénticos ou conservativamente
substituidos com respeito a SEQ ID NO: 1.

A  dinvencgdo ademais proporciona polipéptidos que
compreendem fragmentos da SEQ ID NO: 1 ou os ditos
homélogos do mesmo. Os fragmentos devem compreender pelo
menos n aminodcidos consecutivos da SEQ ID NO: 1 ou os
ditos homélogos do mesmo e, dependendo da sequéncia
particular, n é 5 ou mais (preferentemente mais que 6, 8§,
10, 12, 14, le, 18, 20, 22, 24, 26, 28, 30, 32, 34, 36, 38,
40, 42, 44, 46, 48, 50, 52, 54, 55, 56, 57).

Os agentes peptidicos da invencgdo preferentemente tém
baixa actividade de sinalizacdo, isto é, sua administracédo
e/ou ligagdo a CCR5 causa somente um baixo grau de
sinalizacdo proé-inflamatdéria em células alvo. Agentes
peptidicos com "baixa actividade de sinalizacdo" de acordo
com a presente inveng¢do levam a uma resposta de sinalizacgdo
de 30% ou menos da resposta maxima (E,.x) provocada por PSC-
RANTES, quando testados a uma concentragdo de 300 nM no
ensaio de sinalizagdo de Fluxo de Céalcio (veja-se sob
Materiais e Métodos) . Preferentemente, 05 agentes
peptidicos da invengdo tém actividades de sinalizagdo, como
medido no dito ensaio, de menos que 30%, mais
preferentemente menos que 26%, 22%, 20%, 18%, 16%, 14%,
12%, 10%, 8%, 6%, 4%, 2% ou 1%.

Os agentes peptidicos da inven¢do preferentemente sdo
selectivos para CCR5 mais que o0s receptores CCR1 e CCR3. De
acordo com a presente invengdo, um agente que se une a CCRI
e/ou CCR3 Dbem como CCR5 ¢é considerado como tendo

selectividade para CCRS mais que CCR1 e CCR3 se ndo
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substancialmente activar o} CCR1 ou CCR3. Mais
preferentemente, 0s agentes da presente invencao nac sao
substancialmente ligados a e nem substancialmente activam o
CCR1 e CCR3. No contexto da presente invengdo, considera-se
gue um agente ndo se liga substancialmente a CCR1 e/ou CCR3
se o valor de CI50 do agente com respeito a ligagdo de CCRL
e/ou CCR3 é maior que 50 nM, mals preferentemente maior que
€0, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 20Q, 300,
400, 500, 600, 700, 800, 900 ou 1000 nM, como medido
utilizando o Ensaio de Ligacdo para Discriminacdc de CCR1
e/ou o Ensaio de Ligagdo para Discriminacdo de CCR3 (veja-
se Materiais e Métodos). A selectividade de activacdo de
CCR5 mais que a activagdo de CCR1 e/ou CCR3 pode ser
avaliada por meio do Ensaio de Fluxo de Calcio como
descritos sob Materiais e Métodos. No contexto da presente
invengdo, considera-se que um agente substancialmente néo
activa o CCR1 e/ou CCR3 se a sua actividade de sinalizacdo
¢ inferior a 30%, mais preferentemente inferior a 26%, 22%,
20%, 18%, 16%, 14%, 12%, 10%, 8%, 6%, 4%, 2% ou 1% da Enpux
provocada naquele receptor pelo RANTES/CCL5 nativo, como
medido pelo Ensaic de Fluxo de Cdlcio.

Os agentes peptidicos da invencgdo preferentemente tém
alta actividade de sequestracdc de receptor, isto é, a
administragdo e/ou ligagdo a CCR5 causa um alto grau de
sequestracao de receptor. A dita sequestracg¢ido é
preferentemente a 1nternalizagdoc de receptor, regulacgdo
negativa ou modulagdo negativa. 0s agentes peptidicos com
"alta actividade de sequestracdo de receptor" de acordo com
a presente invencdo levam a sequestracido de pelo menos 50%
do nivel de controlo de moléculas CCR5 de superficie,
gquando testados no Ensaio de sequestragdo de receptor /
modulacdo negativa de superficie de CCR5> (veja-se so0b
Materiais e Métodos) . Preferentemente, 08 agentes
peptidicos da inveng¢do tém actividade de sequestracado de

receptores de mais que 50% do nivel de controlo de CCR5 de
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superficie, por exemplo, pelo menos 55%, 60%, 65%, 70%,
80%, 85%, 90%, ou 95% do nivel de controlo de CCR5 de
superficie.

Preferentemente, o0s agentes da inven¢do combinam a
alta ©poténcia anti-VIH com & baixa actividade de
sinalizacdo, ou combinam a alta poténcia anti-VIH com a
alta actividade de sequestragdo de  receptor. Mais
preferentemente, o0s agentes da invencdo combinam a alta
poténcia anti-VIH com tanto a baixa sinalizacdo como a alta
actividade de sequestracdo de receptor. Além disso, 0s
agentes da invencdo preferentemente combinam pelo menos uma
propriedade seleccionada do grupo que consiste em alta
poténcia anti-VIH, alta actividade de sequestrag¢do de
receptor e baixa actividade de sinalizacgao com
selectividade para CCR5. De acordo com certas
concretizagdes preferidas da invengdo, o0s agentes da
invengdo sdo caracterizados por uma combinacdo de niveis
intermedidrios de poténcia anti-VIH (niveis de CI50, como
medido pelo Ensaio de Fusdo Celular, de, por exemplo, entre
0,15 e 1 nM, entre 0,15 e 0,7 nM, entre 0,3 e 1 nM ou entre
0,5 e 1 nM) com niveis intermedidrios de actividade de
sinalizagdo (por exemplo, entre 30% e 50%, ou entre 30% e
45% como medido pelo Ensaio de Fluxo de Célcio) e niveis
intermedidrios de actividade de sequestracgdo de receptor
(por exemplo, entre 20% e 60%, entre 30% e 50%, entre 20% e
50%, ou entre 30% e 60%, como medido pelo Ensaio de
Modulacdo Negativa de Superficie de CCR5). 0Os Ensaios séo
descritos a seguir, sob Materiais e Métodos.

Os termos proteina, "péptido" ou "polipéptido" sédo
utilizados intercambiavelmente e referem-se a polimeros de
amincacidos de qualquer comprimento. O polimero pode ser
linear ou ramificado, pode compreender aminodcidos
modificados, e pode ser interrompidos por ndc aminocacidos.
Os termos também abrangem um polimero de amincdcido que foi

modificado naturalmente ou por intervengdo; por exemplo,
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formacdo de 1ligacao dissulfeto, glicosilagdo, 1lipidacgao,
acetilacdo, fosforilagdo, ou qualgquer outra manipulacdo ou
modificacdo, tal como conjugagdo com um componente de
marcagdo. Também incluidos dentro da definicdo estdo, por
exemplo, polipéptidos que contém um ou mais andlogos de um
aminoacido (incluindo, por exemplo, aminodcidos nao
naturais, etc.), bem como outras modificac¢des conhecidas na
técnica. Os polipéptidos podem ocorrer como cadeias simples
ou cadeias associadas. 0Os polipéptidos da invencgdc podem
ser naturalmente ou ndo naturalmente glicosilados (isto ¢&,
0 polipéptido tem um padrdoc de glicosilagdo que difere do
padrdao de glicosilag¢do encontrado no correspondente
polipéptido de ocorréncia natural).

Preparagdo dos agentes peptidicos

Os agentes peptidicos da invencdo podem ser preparados
de muitas maneiras, por exemplo, utilizando conhecidas
técnicas de biologia molecular (isto é, engenharia genética
e fermentagdo - em geral, biotecnologia) ou quimica de
proteinas (por exemplo, sintese quimica de péptidos).

O agentes ©peptidicos e de 4Acido nucleico sé&o
preferentemente preparados utilizando as conhecidas
técnicas de engenharia genética como descrito, por exemplo,
em [1l3]. A invengdo proporciona assim um processo para
produzir agentes peptidicos ou polipéptidos da invengéo,
gque compreende a etapa de cultivar uma célula hospedeira
sob condig¢des que induzem a expressdo de polipéptidos.

Por exemplo, ©s8 agentes peptidicos da presente
invencao podem ser preparados de forma recombinante pela
expressdo numa célula hospedeira. Tals métodos de expressao
sdo bem conhecidos dagqueles peritos na especialidade e
muitos sdo descritos em detalhe em [13]. Um vector de
expressdo adequado pode ser escolhido pela hospedeira de
escolha. O wvector ©pode conter uma molécula de ADN
recombinante que codifica um agente peptidico

operativamente ligado a uma sequéncia de controlo de
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expressdo gque € reconhecida pela maquinaria de transcrigdo
da hospedeira. Quando um agente peptidico da invencdo é
assim produzido por expressdao recombinante, o agente ¢é
recuperado por purificagdo de wuma cultura de células
hospedeiras.

Um método preferido envolve a sintese quimica in vitro
[8, 9]. A invencdo proporciona assim um processo para
produzir um agente peptidico, em que o agente peptidico ¢
sintetizado em parte ou por completo utilizando meios
guimicos. A sintese de ©péptidos em fase sdlida ¢é
particularmente preferida, tal como métodos baseados na
guimica de tBoc ou Fmoc [10]. A sintese enzimatica [11]
pode também ser utilizada em parte ou por completo.

A sintese bioldgica que ndo é pela expressdo numa
célula hospedeira pode ser wutilizada, por exemplo, 08
polipéptidos podem ser produzidos por tradugcdo de ARN in
vitro. 0Os agentes peptidicos da invencdo podem, por
exemplo, também ser preparados pela digestéao de
polipéptidos maiores utilizando proteases.

Os métodos biolégicos, que incluem engenharia
genética, fermentacdo, e expressdo, sdo em geral restritos
a produgdo de polipéptidos baseados em L-aminocacidos, mas a
manipulagdo de maquinaria de tradugdoc in vivo ou in vitro
(por exemplo, de moléculas tARN de amincacilo) pode ser
utilizada para permitir a introdu¢do de D-aminodcidos (ou
de outros aminoacidos ndo naturais, tails como iodotirosina
ou metilfenilalanina, azidohomoalanina, etc.) [12]. Onde D-
amincacidos estdo incluidos, contudo, prefere-se utilizar a
sintese guimica. Os polipéptidos da invencdo podem ter
modificacdes covalentes no terminal-C e/ou terminal-N.
Células hospedeiras

A presente invengdo também proporciona uma célula
hospedeira que compreende um acido nucleico de acordo com a

presente invenc¢éo,
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De acordo com um aspectoc da invencdo, a célula
hospedeira ¢ adequada para producdo biotecnoldgica dos
agentes da presente invengdo. As hospedeiras adequadas para
a produgdo biotecnoldgica dos agentes da presente invencgdo
incluem espécies procaridticas comummente utilizadas, tal
como E. coli, ou leveduras eucaridticas que podem ser
feitas para  expressar altos niveis de proteinas
recombinantes e que podem facilmente ser crescidas en
grandes quantidades. As 1linhas celulares que crescem 1In
vitro sdoc também adequadas, particularmente guando sé&o
utilizados sistemas de expressdo dirigidos a virus tal como
0 sistema de expressao de Baculovirus que envolve a
utilizacdo de «c¢élulas de insecto como hospedeiras. Os
agentes peptidicos podem também ser expressos in vivo, por
exemplo, em larva de insecto ou em tecidos de mamiferos.
Preferentemente, o agente peptidico é expresso em E. coli;
por exemplo, a estirpe BLR(DE3) ¢ adequada, embora sistemas
equivalentes sdo igualmente apropriados, como o leitor
perito estard ciente.

De acordo com um aspecto adicional da invenc¢do, uma
célula hospedeira é proporcionada de modo que seja capaz de
sobreviver e ser propagada no intestino (tripa) ou vagina
humana ou animal, e preferentemente de expressar na mesma o
agente peptidico codificado pelo dito A&cido nucleico.
Preferentemente, a c¢élula hospedeira de acordo com este
aspecto da invencdo também secreta o dito agente peptidico
no periplasma ou meic. A seguir no presente documento, o
termo "agente" além disso compreende células hospedeiras
como descrito no presente documento.

Preferentemente, a célula hospedeira é um
microrganismo altamente colonizador e ndo patogénico. Os
microrganismos altamente colonizadores de acordo com a
presente invengdo sdo estirpes que sdo capazes de competir
com micrdébios nativos para a colonizagdo prolongada das

superficies mucosas internas. A c¢élula hospedeira &
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preferentemente um microrganismo que pertence a flora
intestinal ou wvaginal humana, mais preferentemente um
microrganismo que & comummente encontrado na @ flora
intestinal ou vaginal humana. Mails preferentemente, a
célula hospedeira ¢ um microrganismo probidtico e/ou
comensal, isto ¢é, um género, espécie ou estirpe que é
benéfica pelo menos a hospedeira humana. Preferentemente, a
célula hospedeira de acordo com a presente invengdo é parte
da flora intestinal ou vaginal humana ou animal normal ou
saudavel. De acordo com uma concretizacgdo, a célula
hospedeira pertence a um género seleccionado do grupo que
consiste em Bacteroides, Clostridium, Fusobacterium,
Eubacterium, Ruminococcus, Peptococcus, Peptostreptococcus,
Bifidobacterium, Streptococcus, Escherichia e
Lactobacillus. A c¢élula hospedeira ¢é preferentemente uma
espécie seleccionada do grupo que consiste em Escherichia
coli, Lactobacillus acidophilus, Lactobacillus crispatus,
Lactobacillus gasseri, Lactobacillus 1iners, Lactobacillus
jensenii, Lactobacillus casei, Lactobacillus plantarum,
Lactobacillus rhamnosus, Lactobacillus GG, Bifidobacterium
bifidum, Bifidobacterium breve, Bifidobacterium infantis,
Bifidobacterium longum e Streptococcus gordonii.
Preferentemente, o0 microrganismo altamente colonizador de
acordo com a presente invengdoc é Escherichia coli Nissle
1917, Contudo, qualquer outra estirpe altamente
colonizadora de ou Escherichia coli ou outras das espécies
j& mencionadas ¢ também uma estirpe preferida de acordo com
a presente invencdo. Em outra concretizacdo, a célula
hospedeira é uma levedura. Preferentemente, a levedura €
uma levedura comensal tal como Pichia guelliermondii ou
Saccharomyces boulardii. Em ainda outra concretizagde, a
célula hospedeira é uma célula humana.

O perito na especialidade estd bem familiarizado com
métodos de transformacdo de microrganismos com Acidos

nucleicos exdgencs e subsequentemente utilizando os
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microrganismos transformados para expressar um polipéptido
codificado pelos ditos acidos nucleicos, na forma
intracelular, periplasmica ou secretada [veja-se
referéncias 13, 15, 16, 17].

Composigles farmacéuticas

A presente invengdo proporciona composicdes que
compreendem um agente de acordo com a presente invencgdo e
um portador farmaceuticamente aceitdvel. Os agentes da
presente invencgdo, ou um sal farmaceuticamente aceitédvel
dos agentes peptidicos ou correspondentes acidos nucleicos,
sdo proporcionados assim para a utilizagdc como um
medicamento. As composicgdes de acordo com a presente
invengao podem compreender gqualquer agente da presente
invengdo, isto é, a seguir no presente documento, um agente
peptidico, um sal farmaceuticamente aceitdvel do mesmo, um
dcido nucleico, wum sal farmaceuticamente aceitavel do
mesmc, ou uma célula hospedeira de acordo com a presente
invencgdo. A preparacdo de composigBes farmacéuticas é bem
conhecida a aquele perito na especialidade.

As composicBes farmacéuticas da presente invencédo
podem, em particular, compreender mais gque um agente
(maltiplo) da presente invencdo, por exemplo, dois ou mais
agentes. A invencdo também proporciona uma preparagido ou
sistema farmacéutico, gue compreende (a) um primeiro
agente, que ¢ um agente da invenc¢do; e (b) um segundo
agente farmacéutico. De acordo com certas concretizacgdes, o
segundo agente farmacéutico pode incluir inibidores de
transcriptase reversa (ITR), inibidores de protease (IP),
inibidores de integrase e inibidores de montagem viral. De
acordo com concretizag¢des adicionais, © segundo agente
farmacéutico pode incluir outros inikbidores de entrada que
aqueles da presente invenc¢do, por exemplo, substéncias
polianidénicas (por exemplo, sulfato de celulose), agentes
de ligagdo a glicanos ou lectinas, ligantes de receptor de

glicanos (por exemplo, manana soluvel), anticorpos,
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inibidores de entrada de pequenas moléculas, inibidores de
entrada de ©péptido, ou agentes de 1ligacdo a CXCR4
(blogqueadores de CXCR4). De acordo com ainda concretizag¢des
adicionais, © segundo agente farmacéutico pode incluir um
detergente, ou um agente que modifica o pH, por exemplo, um
acido ou um agente tampdo de pH. De acordo com ainda
concretizagdes adicionais, o segundo agente farmacéutico
pode incluir um ARN inibitdério (siARN), em que o SiARN pode
ser guimicamente modificado.

De acordo com outros aspectos da invengdo, o dito
segundo agente pode também ser um farmaco anti-inflamatdrio
ou um imunossupressor. O0Os ditos agentes mualtiplos da
invengao ou o0s ditos primeiro e segundo agentes sdo
formulados ou em mistura ou como composigdes separadas, por
exemplo, para administracdo simulténea embora separada, ou
para administragdo sequencial (veja-se a seguir).

Os sals farmaceuticamente aceitdveis dos agentes da
invencdo podem claroc ser feitos por procedimentos
convencionais, tais como por meio da reaccdo da base e/ou
acido 1livre do agente com pelo menocs uma quantidade
estequiométrica do desejado adcido ou base formador de sal.

Os sals farmaceuticamente aceitaveis de agentes da
invengdo incluem sais com catides i1norganicos tails como
sédic, potéassio, calcio, magnésio, zinco, e aménio, e sais
com bases orgdnicas. As bases orgdnicas adeguadas incluem
N-metil-D-glucamina, arginina, benzatina, diolamina,
olamina, procaina e trometamina. Os sais farmaceuticamente
aceitaveils dos agentes da invencdo também incluem sais
derivados de acidos organicos ou 1inorganicos. 0Os anides
adequados incluem acetato, adipato, besilato, brometo,
cansilato, cloreto, citrato, edisilato, estolato, fumarato,
gluceptato, gluconato, glucuronato, hipurato, hiclato,
hidrobrometo, hidrocloreto, iodeto, isetionato, lactato,
lactcobionato, maleato, mesilato, metilbrometo,

metilsulfato, napsilato, nitrato, oleato, pamocato, fosfato,
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poligalacturonato, estearato, succinato, sulfato,
sulfosalicilato, tanato, tartrato, tereftalato, tosilato e
trietiodeto.

As formas de dosagem farmacéuticas de um agente da
inveng¢ao podem ser proporcionadas numa libertacéo
instanténea, libertacdo controlada, libertacdo sustentada,
ou sistema de administracdo de fé&rmacos alvo.

As formas farmacéuticas comummente utilizadas incluem,
por exemplc, solugbes e suspensdes, (micro-) emulsdes,
pomadas, géis, cremes, pastas, espumas, supositoérios,
évulos, implantes, pensos, lipossomas, comprimidos,
drageias, pastilhas, céapsulas duras ou moles, pds amorfos
ou cristalinos, pos ou comprimidos efervescentes,
aerossodis, e formulagBes liofilizadas. Dependendo da via de
administra¢do utilizada, dispositivos especiais podem ser
requeridos para aplicagdo ou administragdo do farmaco, tal
como, por exemplo, seringas e agulhas, inaladores, bombas,
canetas de 1njeccdo, aplicadores, frascos especials, ou
outros dispositivos para administracdo, que podem também
ser implantados dentro do corpc. Em particular, o0s agentes
da presente inveng¢do podem, por exemplo, também estar
compreendidos dentro de, ou associados a, um dispositivo ou
agente anticoncepcional, por exemplo, um dispositivo intra-
uterino ou intracervical, DIU ou diafragma, ou distribuidos
num preservativo, por exemplo, contidos na forma de um
liguido, solucgdo, gel ou pd de revestimento. Contudo, de
acordo com a presente invencdo, os agentes da presente
inven¢dao ndo precisam necessariamente ser associados a um
dispositivo ou agente anticoncepcional. Preferentemente,
agente da invengdo estd compreendido dentro de e
administrado por um sistema de administra¢do depot.
Preferentemente, o dito sistema de administrag¢do depot
compreende um anel wvaginal ou outro implante que seja

adequado para inser¢do e/ou implantacdo na vagina ou colo
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uterino e proporciona libertacdo lenta (controlada e/ou
sustentada) do agente da presente invencao.

As formas de dosagem farmacéuticas sac frequentemente
compostas do farmaco, um(ns) excipiente(s), e um sistema
recipiente/de encerramento. Um ou multiplos excipientes,
também denominados como ingredientes inactivos, podem ser
adicionados a um agente da inveng¢do para melhorar ou
facilitar o fabrico, estabilidade, administracao, e
seguranca do férmaco, e podem proporcionar um meio para
alcancar um desejado perfil de libertacdo de farmaco.
Portanto, o tipo de excipiente(s) a ser adicionado ao
farmaco pode depender de variocs factores, tais como, por
exemplo, as propriedades fisicas e quimicas do farmaco, a
via de administrag¢do, e o0 procedimento de fabrico. Os
excipientes farmaceuticamente aceitdveis estdo disponiveis
na técnica, e incluem aqueles listados em varias
farmacopeias. (Veja-se, por exemplo, [18, 19])

As formas de dosagem farmacéuticas de um agente da
presente invencdo podem ser fabricadas por qualquer dos
métodos bem conhecidos na técnica, tais como, por exemplo,
por processos convencionais de mistura, peneiracao,
dissoclucao, fusao, granulacao, produ¢do de drageias,
producdo de comprimidos, suspensido, extrusido, secagem por
atomizacgao, levigacdo, emulsificacao, (nano/micro-)
encapsulamento, compressao, ou liofilizacéo. Como
mencionado acima, as composigbes da presente invencgdo podem
incluir um ou mais ingredientes inactivos fisiologicamente
aceitdvels que facilitam o processamento de moléculas
activas em prepara¢des para utilizacdo farmacéutica.

A formulacdo apropriada é dependente da desejada via
de administra¢ac. Para injec¢do intravenocsa, por exemplo, a
composigdo pode ser formulada em solugdo agquosa, Se
necessdrio utilizando tampdes fisiologicamente compativeis,
gque incluem, por exemplo, fosfato, histidina, ou citrato

para o ajuste do pH da formulacdo, e um agente de
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tonicidade, tal como, por exemplo, cloreto de sé6dioc ou
dextrose. Para administracdoc transmucosal ou nasal, as
formulagdes semi-sélidas, 1iquidas, ou pensos podem ser
preferidas, possivelmente que contenham melhoradores de
penetracdo. Tails penetrantes sdo geralmente conhecidos na
técnica. Para administrag¢do oral, os agentes podem ser
formulados em formas farmacéuticas liquidas ou sdlidas e
como formulacges instanténeas ou de libertacéo
controlada/sustentada. As formas farmacéuticas adequadas
para ingestdo oral por um sujeito incluem comprimidos,
pilulas, drageias, capsulas duras e moles, liquidos, géis,
Xaropes, pastas, suspensdes, e emulsdes. 0s agentes podenm
também ser formulados em composicdes rectals, tals como
supositérios ou enemas de retengdo, por exemplo, gue contém
bases de supositdrios convencionais tais como manteiga de
cacau ou outros glicéridos. Para supositérios vaginais,
muitas diferentes bases de supositdrios conhecidas ao
perito na especialidade podem ser utilizadas, por exemplo,
gelatina glicerinada, gelatina despolarizada, manteiga de
cacau, polietileno glicol, polisorbato, ou outros.

Para administracdo oral, 0s agentes da invencao serao
geralmente proporcionados em formas farmacéuticas sélidas,
por exemplo, na forma de comprimidos ou capsulas, ou como
uma solugdo ou suspensdo aquosa.

As formas farmacéuticas orais sdélidas podem ser
obtidas utilizando excipientes, que podem incluir
diluentes, cargas, desintegrantes, 1ligantes (secos e
htumidos), retardantes de dissolucac, lubrificantes,
deslizantes, antiaderentes, resinas de permuta catidnica,
agentes humectantes, antioxidantes, conservantes,
colorantes, adogantes e agentes arcomatizantes inertes.
Estes excipientes podem ser de fonte sintética ou natural.
Os exemplos de tais excipientes incluem derivados de
celulose, &cido citrico, fosfato de dicadlcio, gelatina,

carbonato de magnésio, lauril sulfatc de magnésio/sddio,
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manitol, polietileno glicol, polivinil pirrolidona,
silicatos, didxido de silicio, benzoato de sddio, sorbitol,
amidos, acido estedrico ou um sal do mesmo, acgucares (isto
¢, dextrose, sacarose, lactose, etc.), talco, mucilagem de
tragacanto, ¢leos vegetals (hidrogenados), e ceras. Etanol
e Agua podem servir como auxiliadores de granulagdo. Em
certos exemplos, © revestimento de comprimidos com, por
exemplo, um filme gue mascara o sabor, um filme resistente
ao acido estomacal, ou um filme retardante de libertacdo é
desejavel. Os polimeros naturais e sintéticos, em
combina¢do com colorantes, aclcares, e solventes organicos
ou 4gua, sao frequentemente wutilizados para revestir
comprimidos, resultando em drageias. Quando uma capsula é
preferida mais que um comprimido, o© pd de farmaco,
suspensao, ou solu¢do do mesmo pode ser administrado numa
capsula dura ou mole compativel,

Os diluentes inertes adequados incluem carbonato de
sédio e cdlcio, fosfato de sdédio e cédlcio e lactose. Com
amido e acido alginico s&o adequados agentes
desintegrantes. 0Os agentes de ligacdo podem incluir amido e
gelatina. O agente lubrificante, se estd presente, sera
geralmente estearato de magnésio, &cido estearico ou talco.
Se desejado, o0s comprimidos podem ser revestidos com um
material tal como monoestearato de glicerilo ou diestearato
de glicerilo, para retardar a absorcdo no tracto
gastrointestinal.

As cdapsulas para utilizacdo oral incluem cépsulas de
gelatina dura em que o0 ingrediente activo é misturado com
um diluente sdélidc e cépsulas de gelatina moles em gue O
ingrediente activo ¢ misturado com agua ou um 6leo tal como
6leo de amendoim, parafina liquida ou azeite de oliva.

Numa concretizag¢do, o©0s agentes da presente invengdo
pode ser administrados topicamente, via a pele ou membrana
mucosa, tal como através de um penso para pele, uma

formulagdo semi-sélida ou uma formulacdo liquida, por
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exemplo, um gel, uma (micro-) emulsdo, uma pomada, uma
solugdo, uma (nano/micro)-suspensdo, ou uma espuma. A
penetracdo do farmaco na pele ou membrana mucocsa e tecidos
subjacentes pode ser regulada, por exemplo, utilizando
melhoradores de penetracdo; a escolha e combinacgéao
apropriadas de excipientes lipofilicos, hidrofilicos, e
anfifilicos, que incluem A&gua, solventes orgdnicos, ceras,
6leos, polimeros sintéticos e naturais, tensicactivos,
emulsificantes; por ajuste de pH; e utilizacdo de agentes
complexantes. Outras técnicas, tais como iontoforese, podem
ser utilizadas para regular penetracdo na pele de um agente
da invencdoc. A administracdo transdérmica ou tépica seriam
preferidas, por exemplo, em situagdes em que a
administragdo local com minima exposicdo sistémica seja
desejada.

Para administragdo por inalagdoc, ou administragdo ao
nariz, o0s agentes para utilizacdo de acordo com a presente
invencdo sdo convenientemente administrados na forma de uma
solucgdo, suspensdo, emulsdo, ou aerossol semi-sdlido de
embalagens pressurizadas, ou um nebulizador, usualmente com
a utilizacdo de um propelente, por exemplo, carbonos
halogenados derivados de metano e etano, didxido de
carbono, ou qualquer outro gas adequado. Para aerossédis
tépicos, hidrocarbonetos como butano, isobuteno, e pentano
sao Uteis. No caso de um aerossol pressurizado, a unidade
de dose apropriada pode ser determinada pela provisdo de
uma valvula para administrar uma gquantidade medida. Podem
ser formuladas capsulas e cartuchos de, por exemplo,
gelatina, para utilizacdo num inalador ou insuflador. Estes
tipicamente contém uma mistura em pd do agente e uma
adequada base de pd tal como lactose ou amido.

As composigdes formuladas para administracédo
parentérica por injec¢do sdo usualmente estéreis e podem
ser apresentadas em formas farmacéuticas unitarias, por

exemplo, em ampolas, seringas, canetas de injecg¢do, ou em
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recipientes multi-dose, o Uultimo wusualmente contendo um
conservante. As composi¢des podem tomar tais formas como
suspensdes, solucgdes, ou emulsdes em Oleo ou veiculos
aquosos, e podem conter agentes de formulagdo, tais como
tampdes, agentes de tonicidade, agentes melhoradores da
viscosidade, tensiocactivos, agentes de suspensao e
dispersdo, antioxidantes, polimeros biocompativeis, agentes
guelantes, e conservantes. Dependendo do local da injeccdo,
o veiculo pode conter &gua, um 6leo sintético ou vegetal,
e/ou co-solventes organicos. Em certos exemplos, tal como
com um produto liofilizado ou um concentrado, a formulacgao
parentérica seria reconstituida ou diluida antes da
administragdao. As formulag¢des depot, que proporcionam
libertag¢do controlada ou sustentada de um agente da
invenc¢ao, podem incluir suspensdes injectaveis de
nano/micro particulas ou nano/micro cristais ou cristais
ndc micronizados. 0Os polimeros tais como poli(acido
lactico), poli(dcido glicdlico), ou co-polimeros do mesmo,
podem servir COomo matrizes de libertacéao
controlada/sustentada, além de outros bem conhecidos na
técnica. Outros sistemas de administracgdo depot podem ser
apresentados na forma de implantes e bombas que requerem
inciséo.

Os portadores adequados para injecc¢do intravenosa para
as moléculas da invenc¢do sdo bem conhecidos na técnica e
incluem solucdes a base de Agua que contém uma base, tal
como, por exemplo, hidrdéxido de sdédic, para formar um
cloreto de sdédio, sacarose ou agente ionizado como um
agente de tonicidade, por exemplo. A scolucdo a base de Agua
pode compreender um tampdo que contém fosfato ou histidina.
Os co-solventes, tals como, por exemplo, polietileno
glicdéis, podem ser adicionados. Estes sistemas a base de
agua sao efectivos em dissolver os agentes da invencdo e
produzem uma baixa toxicidade mediante administracgdo

sistémica. As propor¢des dos componentes de um sistema de
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soluc¢do podem ser variadas consideravelmente, sem destruir
as caracteristicas de solubilidade e toxicidade. Além
disso, a identidade dos componentes pode ser variada. Por
exemplo, tensiocactives de baixa toxicidade, tais como
polisorbatos ou poloxémeros, podem ser utilizados, como
podem o polietilenc glicol ou outros co-solventes,
polimeros biocompativeis tais como polivinil pirrolidona
podem ser adicionados, e outros aclcares e polidis podem
substituir a dextrose.

Aspectos adicionais da invengao

A presente invencdo além disso propcrciona um kit, por
exemplo, um kit de diagnéstico, que compreende um ou mais
agentes peptidicos, os acidos nucleicos ou células
hospedeiras de acordo com a invengo.

Utilizagbes das moléculas da invengéo
Utilizagdes com base na fungdo biolégica; tratamento e
prevengao de doengas

A presente invencdo proporcicna a utilizacdo dos
agentes peptidicos da presente invencgdo para bloguear e/ou
causar a sequestracdo de CCRbL. A sequestracdo pode ser na
forma de internalizacdo de CCR5 em células alvo e/ou a
regulagdo negativa (modula¢do negativa) de CCR5S em células
alvo. A invencdo também proporciona a utilizacdo de acidos
nucleicos que codificam os ditos agentes peptidicos, ou de
uma célula hospedeira de acordo com a presente invengdo
(veja—-se acima que compreende um Acido nucleico da presente
invencdo, para a expressdo e opcionalmente a secrecdo dos
ditos agentes peptidicos.

Como mencionado acima, com relacao a presente
invencdo, o termo "agente" abrange agentes peptidicos, os
acidos nucleicos que codificam os ditos agentes peptidicos
e células hospedeiras de acordo com a inveng¢do. A invencgdo
proporciona a utilizagdo dos ditos agentes para o
tratamento e/ou profilaxia (prevencdo) de doengas que podem

ser tratadas bloqueando e/ou causando a sequestragdoc de
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CCR5. Os agentes da presente invencao Sao assim
proporcionados para utilizagdo como medicamentos.

Um ou mais dos agentes da presente invencdo podem ser
administrados a um sujeito. Quandoc mais de um agente é
administrado, os ditos agentes podem ser administrados
juntos (como uma mistura ou separadamente, embora
substancialmente simultaneamente) ou sequencialmente. O
dito um ou mais agentes da presente 1invencdo podem ser
administrados em combinagdo com um ou mais outros agentes
farmaceuticamente activos gque ndo estdo compreendidos
dentro dos agentes da presente invencdo. O agente ou
agentes da presente 1nvengdo pcdem entdo também ser
administrados Jjuntos (como uma mistura ou separadamente,
embora substancialmente simultaneamente) com © dito um ou
mais outros agentes farmaceuticamente activos, ou
sequencialmente.

De acordo com um aspecto preferido, a presente
invengdo proporciona a utilizacdo dos ditos agentes
peptidicos, ou de acidos nucleicos que codificam os agentes
peptidicos, para o tratamento e/ou prevencgdo de infecgdes
por VIH e/ou o surto da sindrome da imunodeficiéncia
adquirida (SIDA), e/ou disturbios e doencas associados ao
mesmo, num sujeito.

A presente invenc¢do proporciona assim um método de
tratamento ou prevencgdo da infecgdo por VIH (a transmissao
de VIH) num sujeito que compreende a administracdo de uma
composigdo que compreende um agente da presente invencdo.
Além disso, proporciona-se um método de tratamento, ou
prevencao do surto da sindrome da imunodeficiéncia
adguirida (SIDA) num sujeito que compreende a administracao
de um que compreenda um agente da presente invengdo.

Por exemplo, a transmissdo de VIH, isto ¢, a infeccgéo
de células alvo por VIH, pode ser prevenida pela aplicacgdo
de uma composig¢do de acordo com a invencgdo (por exemplo, um

supositdério, creme, gel, espuma, pasta, solugdo, liquido ou
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pd gque contém um agente de acordo com a presente invencgao).
Nesta concretizacido, a dita composicdo ¢é preferentemente
aplicada aos genitais humanos (vagina, recto, intestino)
antes ou durante ou apdés o contacto sexual a fim de
prevenir a transmissdo de VIH durante o contacto sexual.
Mais preferentemente, a dita composigdo é aplicada antes do
contacto sexual.

A presente invencgdo também proporciona a utilizacgdc de
agentes da presente invencgéo como agentes anti-
inflamatérios. Os agentes sdo assim Uteis para o tratamento
e/ou prevencdo de doencas inflamatdérias e doencas auto-
imunes. De acordo com um aspecto adicional da invenc¢do, 0S8
agentes da presente inven¢do sdo uteis para o tratamento
e/ou prevengdo de doencas malignas e também para o
tratamento e/ou prevengdo de infecgdes Dbacterianas e
virais. No presente documento, o virus pode ser VIH ou um
virus diferente do VIH.

De acordo com aspectos adicionais da invencéo,
proporciona-se também um método de tratamento ou prevengio
da inflamagédo, doencas inflamatdrias, doencas auto—imunes,
ou infecg¢des Dbacterianas e virais que compreende a
administra¢do de uma composigdo que compreende um agente da
presente invengdo. Em particular, por exemplo, proporciona-
se um método de tratamento ou prevengdo da doenga
inflamatdéria intestinal, artrite reumatdide, atercma ou
arteriosclerose, asma, rinite alérgica ou dermatite
atépica, a rejeicdo de dbrgdos, tecidos ou células
transplantadas, esclerose multipla e/ou outras doencas
desmielinizantes, neuropatia periférica, bem como cancros,
gue incluem cancros metastaticos.

Numa  concretizag¢dao preferida da invencgao, para
qualguer das doengas e condigdes acima, proporciona-se um
método de tratamento ou profilaxia, em que uma célula

hospedeira como revelado anteriormente ¢ administrada a um
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sujeito, a dita célula hospedeira expressando e secretando
um agente peptidico de acordo com a presente invencgdo.

A invengdo também proporciona a utilizagdo de &acidos
nucleicos da presente invencdo para terapéutica génica, enm
que os ditos &acidos nucleicos sdc incorporados num virus
para administrac¢do a um sujeito.

Modos de administracgao

As composigbGes da presente 1nvencdo podem @ ser
administradas directamente ou em composicdes farmacéuticas
gue contém excipientes (veja-se acima), como ¢é Dbem
conhecido na técnica. 0Os presentes métodos de tratamento
envolvem a administracdc de uma quantidade terapeuticamente
efectiva de um agente da presente inven¢do a um sujeito.

O termo "quantidade terapeuticamente efectiva" como
utilizado no presente documento refere-se a uma quantidade
de um agente de acordo com a presente invengdo necessaria
para tratar, melhorar, ou prevenir a condigdoc patoldgica
alvo, ou para exibir um efeito terapéutico ou preventivo
detectdvel. Em geral, a dose terapeuticamente efectiva pode
ser estimada inicialmente ou em ensaios de cultura celular
ou em modelos animais, por exemplo, em primatas nao
humanos, ratinhos, coelhos, c¢des, ou porcos. 0O modelo
animal pode também ser utilizado para determinar o
intervalo de concentracgado e via de administracao
apropriados. Tal informag¢do pode entdo ser utilizada para
determinar doses e vias Uteis para administracdo em seres
humanos.

A exacta quantidade efectiva para um sujeito humano
dependera da gravidade do estado patoldgico, saude geral do
sujeito, idade, peso, e sexo do sujeito, dieta, tempo e
frequéncia de administracdo, combinacgdo(des) de fdrmacos,
sensibilidades de reacgéo, e tolerancia/resposta a
terapéutica. Esta quantidade pode ser determinada por
experimentacdo de rotina e estd dentro do Jjulgamento do

clinico. Geralmente, uma quantidade efectiva, isto &, dose,
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de um agente, sera desde 0,005 mg/kg até 50 mg/kg,
preferentemente 0,125 mg/kg até 20 mg/kg.

Os regimes de tratamento efectivos para os preferidos
agentes da inven¢dao incluem a administracdo uma, duas ou
trés vezes ao dia, e/ou uma, duas, trés, quatro, cinco ou
seis wvezes por semana). Estes regimes sdo, portanto,
particularmente preferidos para a utilizag¢do na presente
invencdo.

Uma via de administracdo efectiva e conveniente e uma
formulacdo apropriada dos agentes da invencao em
composicbes farmacéuticas (veja-se acima) podem também ser
prontamente determinadas por experimentacac de rotina.
Varias formulagdes e sistemas de administragdo de farmacos
estdo disponiveis na técnica (veja-se, por exemplc, [20,
21]) .

As vias de administracdo adequadas podem, por exemplo,
incluir & administracgdoc vaginal, rectal, intestinal, oral,
nasal (intranasal), pulmonar ou outra administracdo na
mucosa, tdépica, transdérmica, ocular, auricular, e
parentérica.

As wvias primarias para administragdc parentérica
incluem a administracdoc intravenosa, intramuscular, e
subcutanea. As vias secundarias de administracdo incluem a
administracao intraperitoneal, intra-arterial, intra-
articular, intracardiaca, intracisternal, intradérmica,
intralesional, intraocular, intrapleural, intratecal,
intrauterina, e intraventricular. A indicagdo a ser
tratada, Jjuntamente com as propriedades fisicas, quimicas,
e bicldgicas do férmaco, ditam o tipo de formulacao e a via
de administracdc a serem utilizados, bem como se seria
preferida a administrag¢do local ou sistémica.

Para composi¢bes uteis para o0s presentes métodos de
tratamento, uma dose terapeuticamente efectiva pode ser
estimada inicialmente utilizando uma variedade de técnicas

bem conhecidas na técnica. As doses iniciais utilizadas emn
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estudos em animais podem ser baseadas em concentracdes
efectivas estabelecidas em ensaios de cultura celular. Os
intervalos de dosagem apropriados para sujeitos humanos
podem ser determinados, por exemplo, pela utilizagdo de
dados obtidos de estudos em animais e ensaios de cultura
celular.

Uma dose terapeuticamente efectiva ou quantidade de um
agente, agente, ou farmaco da presente invencdo refere-se a
uma quantidade ou dose do agente, agente, ou farmaco que
resulta na melhoria de sintomas ou uma prolongagcdc da
sobrevivéncia num sujeito. Toxicidade e eficécia
terapéutica de tais moléculas podem ser determinadas por
procedimentos farmacéuticos padrdo em culturas celulares ou
animais de experiéncias, por exemplo, pela determinagdo da
DL50 (a dose letal para 50% da populac¢do) e a DELS0 (a dose
terapeuticamente efectiva em 50% da populacgado). A razdo de
dose de toxicos para efeitos terapéuticos é o indice
terapéutico, gque pode ser expresso como a razdoc DL50 /
DE50. 0Os agentes que exibem altos indices terapéuticos sédo
preferidos.

A quantidade efectiva ou quantidade terapeuticamente
efectiva ¢é a quantidade do agente ou composigdo
farmacéutica que provocard a resposta bioldgica ou médica
de um tecido, sistema, animal, ou humano gque esta sendo
procurada pelo investigador, veterindrio, doutor médico, ou
outro clinico, por exemplo, a regulacdo de metabolismo da
glicose, diminuicdo nos niveis de glicose sanguineos
elevados ou aumentados, tratamento ou prevengcdo de um
disturbio associado ao metabolismo alterado da glicose, por
exemplo, diabetes, etc.

As dosagens preferentemente caem dentro de um
intervalo de concentra¢des circulantes gue inclui a DE50
com pequena ou nenhuma toxicidade. As dosagens podem variar
dentro deste intervalo dependendo da forma farmacéutica

empregada e/ou a via de administracdo utilizada. A
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formulacdo exacta, via de administracéo, dosagem e
intervalo de dosagem devem ser escolhidos de acordo com
métodos conhecidos na técnica, em vista das especificacdes
da condig¢do de um sujeito.

A quantidade e intervalo de dosagem podem ser
ajustados individualmente para proporcionar niveis de
plasma da fracgdo activa que sao suficientes para alcangar
os efeitos desejados, isto €, concentracdo efectiva minima
(CEM). A CEM variard para cada agente, mas pode ser
estimada a partir de, por exemplo, dados in vitro e
experiéncias em animal. As dosagens necessarias para
alcancar a CEM dependerdo das caracteristicas individuais e
a via de administragao. Nos casos de administrac¢dao local ou
captagdo selectiva, a concentragdo local efectiva do
farmaco pode ndo estar relacionada com a concentracgdo de
plasma.

A quantidade de agente ou composicdo administrada pode
ser dependente de uma variedade de factores, que incluem ©
sexo, 1idade, e peso do sujeito a ser tratado, a gravidade
da aflicdo, a maneira de administracdo, e o Jjulgamento do
clinico que prescreve.

As presentes composi¢des podem, se desejado, ser
apresentadas num pacote ou dispositivo de dosagem que
contém uma ou mais formas farmacéuticas unitarias que
contém o© ingrediente activo. Tal pacote ou dispositivo
pode, por exemplo, compreender folha metdlica ou plastica,
tal como um pacote de blister, ou rolhas de vidro e
borracha tais como em viais. 0O pacote ou dispositivo de
dosagem pode estar acompanhado por instruc¢cbdes para
administracdo. As composi¢des que compreendem um agente da
invengdo formulado num portador farmacéutico compativel
podem também ser preparadas, colocadas num recipiente
apropriado, e marcadas para tratamento de uma condigdo
indicada. A presente invengdo proporciona assim um agente

peptidico, Acido nucleico ou célula hospedeira de acordo
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com a 1nven¢ao para utilizag¢do no tratamento ou na
prevencdo de infecgbes por VIH, no tratamento e/ou
prevencdo da sindrome da imunodeficiéncia adquirida (SIDA),
no tratamento e/ou prevencdo da transmissdc do VIH, e/ou na
prevengdo de transmissdo do VIH durante o contacto sexual.

A  presente inven¢do proporciona assim um agente
peptidico, 4&cido nucleico ou célula hospedeira de acordo
com a invengdo para utilizacgdo no tratamento e/ou prevencdo
da inflamacdo, doencgas inflamatdrias, doencas auto-imunes,
infecc¢des bacterianas e virais, doenca inflamatdria
intestinal, artrite reumatdide, ateroma ou arteriosclerose,
asma, rinite alérgica ou dermatite atdpica, a rejeicdo de
6rgaos, tecidos ou células transplantadas, esclerose
multipla e/ou outras doengas desmielinizantes, neuropatia
periférica, doengas malignas, cancros ou cancros
metastaticos.

A presente invengdo proporciona assim a utilizacdo de
um agente peptidico, acido nucleico ou célula hospedeira de
acordo com a invenc¢do para o fabrico de um medicamento para
tratar e/ou prevenir infecgdes por VIH, para tratar e/ou
prevenir sindrome da imunodeficiéncia adguirida (SIDRA), ou
0 surto do mesmo, e prevenir a transmissdo de VIH, por
exemplo, durante o contacto sexual.

A presente inven¢do proporciona a utilizagdo de um
agente peptidico, &cido nucleico ou célula hospedeira de
acordo com a invenc¢do para o fabrico de um medicamento para
tratar e/ou prevenir inflamacdo, doengas inflamatdrias,
doencas auto-imunes, ou infecc¢bdes bacterianas e virais,
artrite reumatdide, ateroma ou arteriosclerose, asma,
rinite alérgica ou dermatite atdépica, a rejeicdo de o6rgaos,
tecidos ou células transplantadas, esclerose miltipla e/ou
outras doencgas desmielinizantes, neuropatia periférica,
doengas malignas, cancros ou cancros metastaticos.

BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS
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A figura 1 mostra detalhes da caracterizacdo de um
tipico derivado de citocina polipeptidica, que consiste na
SEQ ID NO: 21 fusionada ao terminal N da SEQ ID NO: 1. O
polipéptido foi preparado pela quimica sintese total como
descrito sob Materiais e Métodos. UA: Unidades de Absorcéao.
0O Painel A mostra o HPLC analitico de material bruto apds
clivagem por HF. O Painel B mostra um HPLC analitico do
material desejado purificado da preparacdo bruta. 0 Painel
C mostra o traco de um HPLC analitico da mistura de reacgdo
apés a purificacdo e redobramento / formagdo de pontes
dissulfeto. O Painel D mostra o tracc obtido por HPLC
analitico com material purificado, redobrado.

MODOS PARA LEVAR A CABO A INVEN(;iO
Materiais e Métodos
Preparagdo de polipéptidos por sintese quimica

A preparagdo de quimiocinas por sintese quimica total
foi levada a cabo num sintetizador de péptidos ABI 430
modificado personalizado para realizar a guimica Boc com a
neutralizacdo in situ [22]. A estratégia de sintese também
caracterizou uma etapa de capeamento quimico (para terminar
guaisquer cadeias com grupos amino livres na extremidade da
etapa de acoplamento) utilizando acetilglicina em cada
ciclo. Apdés a clivagem por HF, produtos brutos foram
analisados por HPLC analitico e espectrometria de massa
MALDI, Apds purificacido em escala preparativa do desejado
produto, o redobramento de proteinas e a formacdo de pontes
dissulfeto fol levada a cabo de acordo com procedimentos
publicados [23], e o material redobradc foi verificado por
HPLC analitico (tempo de retencdo mais curto) e
espectrometria de massa por electrospray (perda de unidades
de massa devido a oxidacido do grupo tiol da cisteina
durante & formag¢édo de pontes dissulfeto). O0s produtos
finais foram submetidos a purificagdc em escala preparativa
e entdao licifilizados. Os detalhes da caracterizacdo de

material intermediariamente e parcialmente purificados por
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HPLC para uma sintese tipica, de uma proteina da invencéo
que consiste na SEQ ID NO: 21 fusionada ao terminal N da
SEQ ID NO: 1, sao mostrados na Figura 1. Os resultados da
caracterizag¢do do material purificado da dita proteina por
espectrometria de massa Ssado proporciconados no Sseguinte
quadro:
Quadro 3 Caracterizagdo de material purificado por
espectrometria de massa

Proteina que consiste na SEQ Massa Massa

ID NO: 21 fusionada ao calculada observada
terminal-N da SEQ ID NO: 1

Material antes do redobramento |7976,26 7976,76 = 0,24
Material apds o redobramento 7922,26 7972,68 £ 0,36

A andlise do produto final por HPLC analitico é
mostrada na figura 1.
Preparagdo de polipéptidos por expressio em organismos
hospedeiros

0Os agentes polipeptidicos foram preparados por
expressdo em organismos hospedeiros utilizando técnicas de
rotina que sdo conhecidas na técnica, seguidas de
procedimentos descritos, por exemplo, nas referéncias [13]
e [14].
Ensaio de Fusdo Celular

Este procedimento foil levado a cabo como descrito em
[5] utilizando as linhas de c¢élulas Hela-PbL [2] e Hela-
Env-ADA [26]. As células Hela-P5L foram semeadas em placas
de 96 pocos (10° células por pogo). Vinte e quatro horas
depois, o© meio foi retirado e substituido por meio que
contém 10° de células HelLa-Env-ADA por pogo mais agentes
peptidicos de quimiocina da presente invencdo. Apds mais 24
h, as células foram lavadas uma vez em PBS, lisadas e
testadas pela actividade p-galactosidase pela adi¢ao do

substrato colorigénico CPRG (clorofenol vermelho-pB-D-
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galactopiranosideo). 0Os resultados foram expressos de

acordo com a seguinte foérmula:

100 x (absorvidncia média [tratado] - absorvincia média
[células sem envelope]) / (absorvincia média [sem

quimiocina] - absorvancia média [células sem envelope])

As medigbes foram realizadas em triplicado para cada
experiéncia independente, e valores de CI50 obtidos de
curvas de dose-inibicdo ajustadas utilizando o software
Prism® (GraphPad). O valor de CI50 representa a
concentracdo de um agente peptidico ac qual a fusdo celular
fol inibida em 50%, em compara¢do com um controlo que nao
foi exposto a qualquer agente inibitdrio.

Ensaio de Replicagdo Viral

A replicacdo viral foi testada como descrito nas
referéncias [24] e [25], com a modificacdo de que as
células HeLa foram utilizadas material de partida e células
repérter SX22-1 foram adicionadas somente apds a expressio
do virus.

Ensaio de Fluxo de Calcio

Os agentes foram testados pela estimulagdo de
sinalizacdo de calcio via ou CCR5, CCR1 ou CCR3 utilizando
células (por exemplo, células de Rim Embrionario Humano
(HEK) ) transfectadas para dar a expressdo estédvel de ou
CCR5, CCR1 ou CCR3, respectivamente. O procedimento foi
levado a cabo essencialmente como descrito na referéncia
[6], utilizando as placas de 96 pocos e um fluorimetro
FLEXstation (Dispositivos Moleculares [Molecular Devices]).
As medicdes fluorescentes foram levadas a cabo nas ditas
células carregadas com Fluo-4 (Sondas Moleculares
[Molecular Probes]) de acordo com as recomendagdes do
fabricante e mantidas a 37°C. As medig¢des foram realizadas

em sextuplicado (n = 6) numa Unica concentragdo de agente
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(300 nM; uma concentragcdo que d& Ep.x para PSC- RANTES e
nativo RANTES) .
Ensaio de Modulagdo Negativa de Superficie de CCR5

As células CHO-CCRS [5] foram semeadas em 80.000
células/ml em placas de 96 pogos. No dia seguinte, o meio
foi retirado e substituido por meio que contém quimiocinas
em diferentes concentragdes e as células foram incubadas
durante 1 h a 37°C. No final deste periodo, o meio foi
retirado e as células foram fixadas com paraformaldeido a
4%. Apds duas lavagens com PBS, as solucdes de ou anticorpo
anti-CCR5S conjugado com ficoeritrina (clone 3A9,
Pharmingen) ou anticorpo anti-CCR1 conjugado com
ficoeritrina (para controlo negativo) em PBS-BSA a 1% foram
adicionados as células. As placas foram deixadas em gelo
durante 1 h, entdo lavadas trés vezes com PBS-BSA a 1%
antes dos valores de fluorescéncia serem determinados
utilizando um fluorimetro FLEXstation. Os resultados foram
expressos como % de nivel de contrclo de CCRS de

superficie:

100 x (fluorescéncia média [quimiocina adicionada, anti-
CCR5] - fluorescéncia média de controlo negativo [anti-
CCR1]) / (fluorescéncia média de controlo positivo [nenhuma
quimiocina adicionada, anti-CCR5] - fluorescéncia média
[anti-CCR1)

Cada determinacdo foi realizada em sextuplicado (n=6),
e PSC-RANTES foi wutilizado como uma qguimiocina de
referéncia em cada experiéncia.
Ensaio de Discriminacdo de CCR1

A selectividade para CCR5 mais gue CCR1 fol medida num
ensaio de ligacdo em competig¢dco CCR1 utilizando um ligando
de CCR1 natural radiomarcado como um tracgador. Ou o MIP-

RANTES/CCL5 pode, por exemplo, ser utilizado como um
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tracador para este Ensaio de Discriminagdo de CCR1. O
ensaio foi levado a cabo como descrito na referéncia [27].
Ensaio de Discriminagido de CCR3

A selectividade para CCR5 mais gue CCR1 foli medida num
ensaio de 1ligacdo em competicdo de CCR3 wutilizando um
ligando de CCR3 natural radiomarcado como um tragador.
Eotaxin/CCL1l ou RANTES/CCL5 pode, por exemplo, ser
vtilizado como um  tragador para este Ensaio de
Discriminacdo de CCR3. O ensaio foi levado a cabo como
descrito na referéncia [28].

Exemplos
Exemplo 1 Medigdo da poténcia anti-VIH pelo Ensaio de Fusdo
Celular

0Os agentes peptidicos foram preparados por sintese
gquimica como descrito sob Materiais e Métodos. Os agentes
foram individualmente avaliados wutilizando o Ensaio de
Fusdo Celular como descrito sob Materiais e Métodos, e o0s
valores de CI50 foram cbtidos por comparacdo do resultado
do ensaio na presenga dos agentes com o resultado do ensaio
obtido na auséncia dos agentes. 0s valores de CI50 obtidos
sao listados no Quadro 4.

Em geral, baixos wvalores de CI50, isto ¢é, altos
valores de poténcia anti-VIH, foram encontrados para oS
agentes peptidicos que conformaram bem com a sequéncia
assinatura consenso N-terminal Q G P [P/L] [L/G] [M/D] X X
[Q/L] X ou QGP [P ou L][L ou G ou S ou M][MouD ou S ou Q
ou G]XX[Q ou G ou L ou A ou T ou S5]X, em gque X representa
gualgquer aminocdcido e "/" representa "ou". Os exemplos de
tais compostos sac aqueles derivados de RANTES que
consistem nas seguéncias assinaturas N-terminal SEQ ID NO:
2 -69- fusionada a posi¢des 10-68 da sequéncia RANTES
nativa (SEQ. ID. NO: 1)
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Quadro 4 Caracterizagdo dos agentes peptidicos da invengéao

sequéncia | poténecia | poténcia |sinalizagdo|sequestragdo
assinatura | anti-VIH | anti-VIH CCR5 CCR5
SEQ ID (CI50, nM)|(CI50, nM) (%) (%) *
NO: por ensaio|por ensaio
de fusao de
celular |replicagdo
viral

2 0,02 0,194 1,4 5
3 0,02 <5 3
4 0,02 0,380 4,6 3
5 0,02 0,576 5,3 0
6 0,02 0,289 1,4 3
7 0,02 0,179 0,7 10
8 0,03 0,278 2,5 0
9 0,03 0,187 4,8 2
10 0,03 0,403 2,3 0
11 0,03 1,6 9
12 0,03 0,204 4,1 4
13 0,07 <5 9
14 0,13 1,4 8
15 0,65 2,4 2
16 0,02 0,091 96,3 70
17 0,02 129 87,7 70
18 0,08 90,1 69
19 0,28 85,1 60
20 0,66 95,6 71
21 0,54 14,2 54
22 0,02 0,470 2,4 12
23 0,03 0,625 5,3 35
24 0,03 0,174 2,4 35
25 0,03 0,0 13
26 0,58 9,4 41
27 0,03 14,6 40
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(continuacao)
sequéncia | poténcia | poténcia [sinalizagdo|sequestragdo
assinatura | anti-VIH | anti-VIH CCR5 CCR5
SEQ ID (CI50, nM)|(CI50, nM) (%)M (%) ®
NO: por ensaio|por ensaio
de fusao de
celular |replicagéo
viral

28 0,03 0,213 45,0 59
29 0,39 22,6 36
30 0,01 4,1 4
31 0,02 3,6 6
32 0,03 6,0 5
33 0,03 0,2 0
34 0,03 5,1 8
35 0,05 4,9 5
36 0,05 5,1 7
37 0,09 0,7 3
38 0,10 0,3 3
39 0,10 1,7 5
40 0,11 0 6
41 0,12 0 9
42 0,16 0,2 0
43 0,29 0,3 4
44 0,02 68,5 60
45 0,02 77,4 62
46 0,40 97,6 72
47 0,44 96,9 78
48 0,64 100,5 78
49 0,74 97,2 77
50 0,02 7,6 11
51 0,02 5,0 12
52 0,02 8,3 11
53 0,02 5,1 16
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(continuacao)
sequéncia poténcia | poténecia [sinalizagdo|sequestragao
assinatura | anti-VIH | anti-VIH CCR5 CCR5
SEQ ID (CI50, nM)|(CI50, nM) (%)@ (%)@
NO: por ensaio|por ensaio
de fusao de
celular |replicagéo
viral

54 0,06 2,1 12
55 0,07 7,3 33
56 0,15 7,5 15
57 0,16 4,9 18
58 0,23 0,7 25
59 0,23 6,0 15
60 0,02 11,8 8
61 0,02 12,7 7
62 0,03 29,6 45
63 0,03 42,7 50
64 0,04 17,2 28
65 0,04 11,5 30
66 0,07 33,4 42
67 0,12 10,3 15
68 0,17 10,6 24
69 0,22 20,1 38

Q

(1) A % de sinalizacdo é expressa como a % da resposta
maxima (FEp.x) provocada por PSC-RANTES, quando testados a
uma concentracdo de 300 nM no ensaio de sinalizagao de
Fluxo de Cédlcio como descrito sob Materiais e Métodos.

(2) A % de sequestragdo ¢é expressa como a quantidade de
sequestragdo com respeito ao nivel de controlo de
moléculas CCRS de superficie, quando testados no Ensaio de
sequestracdo de receptor /  modulagéo negativa de

superficie de CCR5 como descrito sob Materiais e Métodos.
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Exemplo 2 Medigdo da poténcia anti-VIH pelo Ensaio de
Replicagdo Viral

Os agentes peptidicos da invenc¢do foram preparados por
sintese quimica como descrito sob Materiais e Métodos. Os
agentes foram individualmente avaliados utilizando o Ensaio
de Replicagdo Viral como descrito sob Materiais e Métodos,
e o0s valores de CI50 foram obtidos por comparagdo do
resultado do ensaio na presenga dos agentes com o resultado
do ensaio obtido na auséncia dos agentes. 0Os valores de
CI50 obtidos sao listados no Quadro 4.

Em geral, os baixos valores de CI50, isto é, altos
valores de poténcia anti-VIH, foram encontrados para os
agentes peptidicos que conformaram bem com a sequéncia
assinatura consenso N-terminal Q G P [P/L] [L/G] [M/D] X X
[Q/L] X em que X representa qualquer aminocdcido e "/"
representa "ou". Os exemplos de tais compostos sdo aqueles
derivados de RANTES que consistem  nas sequéncias
assinaturas N-terminal SEQ ID NO: 2 - 29 fusionada a
posicdes 10-68 da sequéncia RANTES nativa (SEQ. ID. NO: 1).
Exemplo 3 Medigdo da sinalizagdo celular pelo Ensaio de
Fluxo de Calcio

0Os agentes peptidicos preparados por sintese quimica
como descritoc sob Materiais e Métcdos foram avaliados
utilizando o Ensaio de Fluxo de Calcio como descrito sob
Materiais e Métodos. 0Os valores de "sinalizacdo" obtidos
vtilizando 0 dito ensalo para agentes peptidicos
individuais da presente invencdo sdo listados no Quadro 4.

Em geral, os baixos valores de sinalizacdo de, por
exemplo, como méximo 6% ou 10% foram encontrados para oS
agentes peptidicos que conformaram bem com a sequéncia
assinatura consenso N-terminal Q G P P L M [S/G] [L/F/T] Q
[S/V] em que "/" representa "ou". O0s exemplos de tais
compostos sdo aqueles derivados de RANTES que consistem nas
sequéncias assinaturas N-terminal SEQ ID NO: 22, SEQ ID NO:
23, SEQ ID NO: 24, ou SEQ ID NO: 25 fusionadas a posicdes
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10-68 da sequéncia RANTES nativa (SEQ. ID. NO: 1). Contudo,
derivados de RANTES da presente invencdo com outras
segquéncias assinaturas, tails como SEQ ID NO: 27 e SEQ ID
NO: 21 também mostraram baixos valores de sinalizacdo de
20% ou menos, o agente peptidico que porta a sequéncia
assinatura SEQ ID NO: 29 alcan¢gou um baixo valor de
sinalizacdo de 30% ou menos, e o agente peptidico que porta
a sequéncia assinatura SEQ ID NO: 28 alcangou um valor de
sinalizacdo abaixo de 46%. No total, os baixos valores de
sinalizacdo foram observados para agentes peptidicos que
conformaram com a sequéncia assinatura consenso N-terminal
QGPP [G/L] [M/Q] XX [Q/8]1[8/V], ou
QGPP [G/L] [M/Q] [S/G/W/A/T] [L/F/T/S/G/Y] [Q/S]1[S/V], por
exemplo, que incluem derivados de RANTES que tém as
sequéncias assinaturas N-terminal SEQ ID NO: 50, SEQ ID NO:
51, SEQ ID NO: 52, SEQ ID NO: 53, SEQ ID NO: 54, ou SEQ ID
NO: b5.

Exemplo 4 Ensaio de sequestragdo de receptor pelo Ensaio de
Modulagdo Negativa de Superficie de CCR5

Os agentes peptidicos preparados por sintese quimica
como descrito sob Materiais e Métodos foram avaliados
utilizando o Ensaio de Modulacdo Negativa de Superficie de
CCR5 como descrito sob Materiais e Métodos. Os valores de
"sequestragdo de CCR5S" obtidos utilizando o dito ensaio
para agentes peptidicos individuais da presente invencao
sdo listados no Quadro 4. Os valores de sequestracgdo de
CCR5 obtidos nos testes equivalentes dos documentos da
técnica anterior sdo listados no Quadro 5.

Em geral, altos valores de sequestracac de CCR5 de,
por exemplo, pelo menos 60% ou 65% ou mais foram,
encontrados para agentes peptidicos que conformaram bem com
a sequéncia assinatura consenso N-terminal Q G P P G D
[T/I] V L [W/A], em que "/" representa "ou". Os exemplos de
tais compostos sdo aqueles derivados de RANTES que

consistem nas segquéncias assinaturas N-terminal SEQ ID NO:
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16 ou SEQ ID NO: 17 fusionada a posic¢des 10-68 da sequéncia
RANTES nativa (SEQ. ID. NO: 1). Contudo, os derivados de
RANTES da presente inven¢do com outras sequéncias
assinaturas, tais como SEQ ID NO: 18, SEQ ID NO: 19, SEQ ID
NO: 20 foram também caracterizadas pela alta actividade de
sequestragdo de CCR5 de, por exemplo, 60% ou 65%, ou mais.
Além disso, os agentes peptidicos de derivados de RANTES
com as sequéncias assinaturas SEQ ID NO: 21 e SEQ ID NO: 28
foram também caracterizadas pela alta actividade de
sequestracdo de CCR5, isto é, de pelo menos 50%, ou pelo
menos 54, 55 ou 59%. No total, altos valores de
sequestracdo de CCR> foram observados para agentes
peptidicos que conformaram com a seguéncia assinatura
consenso N-terminal QGP[P/L] [L/G/S] [D/S/G/Q]XX[L/A/T/Q]
(W/A/V], ou QGP[P/L][L/G/S][D/S/G/QI[T/1/S/W/Q][V/L/A/S/G]
[L/A/T/Q] [W/A/V], por exemplo, que incluem derivados de
RANTES que tém as sequéncias assinaturas N-terminal SEQ ID
NO: 44, SEQ ID NO: 45, SEQ ID NO: 46, SEQ ID NO: 47, SEQ ID
NO: 48, SEQ ID NO: 49.
Exemplo 5 Exemplo comparativo

Os derivados de RANTES da técnica anterior como
listado no Quadro 5 foram avaliados utilizando ensaios como
descrito para o©s agentes da inven¢do no Exemplo 1 ao
Exemplo 4. Os resultados obtidcs nestes ensaiocs com o0s
derivados de RANTES da técnica anterior sdo listados no
Quadro 5.
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Quadro 5 Caracterizagdo de derivados de citocina da técnica

anterior seleccionados

Nome do poténcia poténcia | sinalizagdo |sequestragdo
agente anti-VIH anti-VIH de CCR5 de CCR5
(CI50, nM)| (CI50, nM) (%) (%)@
por ensaio| por ensaio
de fusado de
celular | replicagao
viral
Met-RANTES''| 75,14 15,0 26
AOP-RANTES'* 1,12 80,7 71
NNY-RANTES "”' 0,29 84,5 77
PSC—RANTES " 0,02 0,281 100, 0 75
p1'” 6,59 0,0 5
p2'" 1,61 93,8 68
(1) A % de sinalizacdo ¢é expressa como a % da resposta
maxima (E;.x) provocada por PSC-RANTES, quando testados a uma

concentracdo de 300 nM no ensalio de sinalizacdo de Fluxo de
Cadlcio como descrito sob Materiais e Métodos.

(2) A % de
sequestracdo com respeito ao nivel de controlo de moléculas
CCR5 de CCR3 de

sequestragdo de receptor / modulacdo negativa de superficie

sequestracdo ¢é expressa como a quantidade de

superficie, quando testados no Ensaio

como descrito sob Materiais e Métodos.

(3) composto reportado na ref. [13]
(4) composto reportado na ref. [2]
(5) composto reportado na ref. [3]
(6) composto reportado na ref. [5]
(7) composto reportado na ref. [6]

Exemplo 6 Testagem da eficdcia in vitro de novas moléculas
contra clades mundiais de VIH

As moléculas sdao testadas contra estirpes R5

representativas do mundo todo.
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Em resumo, ©os 1solados de VIH primarios obtidos de
diferentes locails de campo ao redor do mundo e tornados
disponiveis através de repositdrios de reagentes sdo
testados pela sua sensibilidade a inibig¢do em ensaios de
replicagdo utilizando células primarias humanas.

O procedimento pode ser levado a cabo como descrito na

referéncia [29], ou como segue:

Culturas celulares. As PBMC sdo purificadas do sangue de
diferentes dadores humanos VIH-negativo pela centrifugacdo
em gradiente Ficoll-Pagque. As PBMC purificadas sao
ressuspendidas em RPMI (Mediatech, Inc., Herndon, Pa.) meio
suplementado com 10% de soro fetal bovino (FBS; Life
Technologies, Inc., Rockville, Md.), 100 U de penicilina e
100 pg de estreptomicina (pen/strep; Mediatech, Inc.) por
ml, 1 ng de interleucina-2 recombinante humana (IL-2; Life
Technologies, Inc.) por ml, e 1 U de fitohemaglutinina

(PHA; Life Technologies, Inc.) por ml.

Virus. As seguintes estirpes NSI RS> VIH-1 sdo obtidas
da AIDS Research and Reagent Program: RA-92RW009, A-92RW008,
A-93UG075, B-92BR021, B-92TH026, B-Bal, C-92BR025, C-
93IN101, D-94UG108, E/A-92TH022, E-92TH001, B/F-93BR019, F-
93BR0O29, G-92NG083-Jv1083, e G-92NGO03-G3. Duas estirpes SI
X4 (HXB2 e F-93BR020) sé&o também obtidas da AIDS Reagent
Program para utilizac¢do como controlos. Para a maloria das
estirpes listadas acima, a letra antes do trago indica o
subtipo do envelope viral e é seguido do ano de isolamento,
pais de origem, e numero da estirpe, por exemplo, A-92RW009
¢ uma estirpe de clade A VIH-1 isclada em Ruanda em 1992.
Todos estes virus sdo propagados em culturas de PBMC até
altos titulos de virus (como determinado pela actividade de
transcriptase reversa [RT]) serem obtidos em sobrenadantes

de cultura. Os valores de dose infectiva em cultura de



49

tecido de 50% sdoc entdo calculados para cada virus
utilizando a técnica Reed-Muench [30].

Ensaios de replicagdo. As PBMC tratadas com PHA/IL-2
sao adicionadas a placas de 96 pogos (2 x 10° células/pogo)
gque contém inibidores diluidos em série. O isolado de VIH-1
apropriado em meio RPMI completo (aproximadamente 0,1 de
multiplicidade de infecg¢do [MOI]) é entdo adicionado. As
experiéncias em triplicata sdo realizadas com todos os
isclados de NSI R5 VIH-1. No dia 3 apds a infeccdo, cada
placa ¢é centrifugada durante 5 min a 1,200 x g numa
centrifuga com cesto giratdrio. Uma aliquota (150 nul) de
sobrenadante livre de células é entdo retirado de cada pogo
e substituidec por 150 pl de meio RPMI completo gque contém
as concentracgdes apropriadas de inibidor. Nos dias 5, 10, e
15 apds a infecgdo, cada placa ¢é centrifugada de novo
durante 5 min, e amostras de sobrenadante livre de células
(25 pl) sdo retiradas e armazenadas a -70°C para
subsequente andlise. As culturas sdo descartadas no dia 15.

A produgdo de virus na presenga de inibidores é medida
em sobrenadantes livre de células utilizando ensaios RT
como descrito anteriormente [31].

Exemplo 7 Demonstragdo de eficdcia in vivo de inibidores de
CCR5 num modelo de primata ndo humano de transmissdo
vaginal de VIH

0 modelo de macaco para a prevencdao de VIH descrito a
seguir é utilizado para demonstrar a eficdcia in vivo das
moléculas da invencéo.

Em resumo, ©S grupos de macaccs rhesus fémeas adultas
tratados com progesterona sao pré-tratados com 4 mL de ou
PBS ou soluc¢des de inibidores em PBS. Quinze minutos
depois, ©s animais sao desafiados com 300 TCIDsy de SVIH SF
162 e monitorizados por até 24 semanas para o
desenvolvimento de viremia em plasma [32].

O procedimento pode ser levado a cabo como descrito na

referéncia [33], ou como segue:
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0s macacos rhesus fémeas adultos de ciclo normal (Macacca
mulatta) variando desde 5 até 12 anos de idade séo
utilizados. Todos os estudos aderem ao Guia para o Cuidado
e Utilizacdo de Animais de Laboratério (Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals), preparados pelo Conselho de
Pesquisa Nacional (National Research Council), Institutos
Nacicnais de Saude (National Institutes of Health), e com
as Directrizes do Comité Institucional de Utilizacdo e
Cuidado Animal do Centro Nacional de Pesquisa de Primatas
de Tulane (Tulane National Primate Research Center
Institutional Animal Care e Use Committee). Todo © pessoal
chave (treinadores de animais, tratadores e técnicos de
laboratério engajados na preparagdo de inoculagdo viral e
em andlises viroldgicas) desconhecem a designacado do

tratamento.

Os animais sdoc tratados c¢om uma Unica injecgdo
intramuscular de 30 mng de acetato de
depomedroxiprogesterona (Depo—Provera@). Ap6s 30-33 dias,
sdc sedados com telazol, colocados em inclinacdao ventral
com 0s quadris elevados, & 4 ml de solugdo de inibidor em
PBS, ou PBS sozinho ¢é introduzido sem trauma na cupula
vaginal utilizando um cateter flexivel francés. Este volume
proporciona a cobertura mais efectiva das paredes da cupula
vaginal sem vazamentos indevidos. Os animais sdo desafiados
15 min depois com 300 TCIDsy de SVIH SF162 obtidos do
Programa de Reagente de Referéncia e Pesquisa sobre SIDA do
NIH (NIH AIDS Research e Reference Reagent Program) em 1 ml
de meio RPMI 1640. O sangue é colectado em tubos com EDTA
todas as semanas apds o desafio. Os niveis virais no plasma
sdo determinados pela quantificagdo de ARN SIV gag
utilizando um ensaio de RT-PCR em tempo real, como descrito
anteriormente [32]. O ensaio tem um limiar de sensibilidade

de 60 codpias de ARN/ml com um co-eficiente de inter-ensaio
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de variacdo de <25%. O status livre de infecgdo é definido
como uma viremia no plasma consistentemente indetectavel
para todos das andlises. A soroconversio é monitorizada por
Western Blot utilizando o kit de Western Blot Zeptometrix

SIV (Zeptometrix, Buffalo NI).
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LISTA DE SEQUENCIAS

LISTA DE SEQUENCIAS

<110> THE MINTAKA MEDICAL RESEARCH FOUNDATION

<120> Derivados de citocinas

<130> P043725W0O

<150> GB0614755.7
<151> 25-06-2006

<160> 69

<170> SeqWin99, versédo 1.02
<210> 1

<211> 59

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1
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Cys Cys Phe Ala Tyr Jle Ala Arg Pro Leu Pro Arg gla His Ile
Lys
1 5 10 15

Glu Tyr Phe Tyr Thr Ser Gly Lys Cys Ser Asn Pro Ala Val Val
Phe
20 25 30

Val Thr Arg Lys Asn Arg Gln Val Cys Ala Asn Pro Glu Lys Lys
Trp

35 40Q 45

Val Arg Glu Tyr Ile Asn Ser Leu Glu Met Ser
50 55

<210> 2
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 2

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ala Leu Gln Ser
1 5 10

<210> 3
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial
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<220>

<223> sintético

<400> 3

Gln Gly Pro Pro Leu Met Trp Met Gln Val
1 5 10

<210> 4
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético
<400> 4

Gln Gly Pro Pro Leu Met Trp Leu Gln Val
1 5 10

<210> 5
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 5

Gln Gly Pro Pro Leu Met Trp Thr Gln Ser
1 5 ' 10
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<210> 6
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 6

Gln Gly Pro Pro Leu Met Trp Leu Gln Thr
1 5 10

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

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 7

Gln Gly Pro Pro Leu Met Trp Thr Gln Val
1 5 10

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

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 8
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Gln Gly Pro Pro Leu Met Trp Met Gln Ser
1 5 10

<210> 9
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 9

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ala Thr Gln Ser
1 ' 5 10

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

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 10

Gln Gly Pro Pro Leu Met Trp Leu Gln Ser
1 5 10

<210> 11
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial



62

<220>

<223> sintético

<400> 11

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ala Leu Gln Val
1 5 10

<210> 12
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 12

Gln Gly Pro Pro Leu Met Trp Leu Gly Gly
1 5 10

<210> 13
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 13

Gln Gly Pro Pro lLeu Met Trp Arg Gly Ser
1 S 10

<210> 14
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<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 14

Gln Gly Pro Leu Leu Met Trp Leu Gln Val
1 5 10

<210> 15
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

223> sintético

<400> 15

Gln Gly Pro Pro Leu Met Gln Thr Thr Pro
1 5 10

<210> 16
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223>» sintético

<400> 16
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Gln Gly Pro Pro Gly Asp Thr Val Leu Trp
1 ) 10

<210> 17
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 17

Gln Gly Pro Pro Gly Asp Ile Val Leu Ala
1 5 10

<210> 18
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 18

Gln Gly Pro Pro Gly Ser Tyr Asp Tyr Ser
1 5 10

<210> 19
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial
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<220>

<223> sintético

<400> 19

Gln Gly Pro Pro Gly Asp Gly Gly Ser Val
1 5 10

<210> 20
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223>» sintético

<400> 20

Gln Gly Pro Leu Ser Gly Gln Ser Thr Pro
1 5 10

<210> 21
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 21

Gln Gly Pro Pro Gly Asp Trp Leu Gln Val
1 5 10

<210> 22
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<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 22

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Phe Gln Ser
1 5 10

<210> 23
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 23

Gln Gly Pro Prc Leu Met Ser Thr Gln Ser
1 5 10

<210> 24
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 24
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Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Leu Gln Val
1 5 10

<210> 25
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 25

Gly Gly Pro Pro Leu Met Gly Leu Gln Val
1 5 10

<210> 26
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 26

Gln Gly Pro Leu Ser Gly Trp Leu Gln Val
1 5 10

<210> 27
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial
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<220>

<223> sintético

<400> 27

Gly Gly Pro Pro Leu Met Ser Val Leu Ala
1 5 10

<210> 28
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 28

Gln Gly Pro Pro Gly Ser Trp Ser Ser Val
1 5 10

<210> 29
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223>» sintético

<400> 29

Gln Gly Pro Pro Leu Gly Ser Met Gly Pro
1 5 10
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<210> 30
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 30

Gln Gly Pro Pro Leu Ser Trp Leu Gln Val
1 5 10

<210> 31
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 31

Gln Gly Pro Pro Leu Ser Trp Leu Gln Ser
1 5 10

<210> 32
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 32
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Gln Gly Pro Pro Gly Gln Trp Ser Gln Val
1 5 10

<210> 33
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 33

Gln Gly Pro Pro Met Met Ala Gly Leu Ser
1 5 10

<210> 34
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 34

Gln Gly Pro Pro Leu Ser Trp Gln Gln Ser
1 5 10

<210> 35
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial
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<220>

<223> sintético

<400> 35

Gln Gly Pro Pro Gly Met Trp;Ser Gln Ser
1 5 10

<210> 36
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 36

Gln Gly Pro Pro leu Giln Trp Arg Gln Ser
1 5 10

<210> 37
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 37

Gln Gly Pro Pro Leu Met Gly Thr Gln Ser
1 5 10
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<210> 38
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 38

Gin Gly Pro Pro Leu Met Gln Leu Gln Val
1 S 10

<210> 39
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 39

Gln Gly Pro Pro Leu Ser Trp Ser Gln Val
1 3 10

<210> 40
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 40



73

Gln Gly Pro Pro Met Ser Trp Ser Gln Ser
1 5 10

<210> 41
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético
<400> 41

Gln Gly Pro Pro Leu Met Asn Leu Gln Val
1 5 10

<210> 42
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 42

Gln Gly Pro Pro Met Ser Ala Tyr Gln Val
1 5 10

<210> 43
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial
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<220>

<223> sintético

<400> 43

Gln Gly Pro Pro Met Gln Gly Gly Leu Ser
1 5 10

<210> 44
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 44

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Leu Ala Val
1 5 10

<210> 45
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 45

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Leu Thr Val
1 5 10

<210> 46
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<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 46

Gln Gly Pro Leu Ser Gly Trp Ala Gln Val
1 5 10

<210> 47
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 47

Gln Gly Pro Leu Ser Gln Ser Ser Glm Val
1 5 10

<210> 48
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 48
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Gln Gly Pro Leu Ser Ser Gln Ser Gln Val
1 5 10

<210> 49
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

223> sintético

<400> 49

Gln Gly Pro Leu Gly Gln Gln Gly Gln Val
1 5 10

<210> 50
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 50

Gln Gly Pro Pro Leu Gln Trp Phe Gln Val
1 5 10

<210> 51
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
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<223> sintético

<400> 51

Gln Gly Pro Pro Leu Gln Trp Thr Gln Val
1 5 10

<210> 52
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 52

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ala Leu Ser Val
1 5 10

<210> 53
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 53

Gln Gly Pro Pro Leu Met Trp Ser Gln Val
1 5 10

<210> b4
<211> 10
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<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 54

Gln Gly Pro Pro Gly Gln Trp Gly Gln Val
1 5 10

<210> 55
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 55

Gln Gly Pro Pro Gly Ser Trp Ser Gln Val
1 5 10

<210> 56
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

220>

<223> sintético

<400> 56
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Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Ser Gln Ser

1

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

<220>
223>

<400>

5

57
10
PRT

Sequéncia Artificial

sintético

57

10

Gln Gly Pro Prc Leu Met Gly Leu Ser Val

1

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

<220>
<223>

<400>

5

58
10
PRT

Sequéncia Artificial

sintético

58

10

Gln Gly Pro Pro Leu Met Thr Leu Gln Val

1

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

<220>

5

59
10
PRT

Sequéncia Artificial

10
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<223> sintético

<400> 59

Gln Gly Pro Pro Gly Gin Trp Tyr Gln Ser
1 5 10

<210> 60
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 60

Gln Gly Pro Pro Leu Gln Trp Met Gln Ala
1 5 10

<210> 61
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> o1

Gln Gly Pro Pro Leu Gln Trp Met Gln Val
1 5 10

<210> 62
<211> 10
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<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 62

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Thr Gin Val
1 5 10

<210> 63
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 63

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Leu Ser Val
1 5 ' 10

<210> 64
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> o4
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Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Leu Gln Ser
1 5 10

<210> 65
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 65

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Leu Gln Ala
1 5 10

<210> 66
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 66

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Val Gln Ser
1 _ 5 10

<210> 67
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
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<223> sintético

<400> o7

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Rla Gln Ser
1 5 10

<210> 68
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> sintético

<400> 68

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Gly Gln Ser
1 5 10

<210> 69
<211> 10
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

223> sintético

<400> 69

Gln Gly Pro Pro Leu Met Ser Gly Gln Val
1 5 10
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REIVINDICAGOES
1. Um polipéptido que compreende uma porgdo N-terminal e
uma por¢ao C-terminal, em gue a dita porcdo N-terminal
compreende a sequéncia assinatura QGP[P ou L] e a sequéncia
de aminodcidos da dita porg¢do C-terminal é pelo menos 70%
idéntica a SEQ ID NO: 1.

N

Um polipéptido de acordo com a reivindicacgdo 1, em que
a sequéncia assinatura é QGP[P ou L][L ou G ou S ou M][M ou

D ou S ou Q ou GJ.

3. Um polipéptido de acordo com & reivindicacdo 1, em que

a sequéncia assinatura é QGP[P ou L]I[L ou G][M ou D ou S].

4. Um polipéptido de acordo com & reivindicag¢do 1, em que
a sequéncia assinatura € QGP[P ou L][L ou G ou S ou M][M ou
D ousS ouQ ou GJXX[Q ou Goul ou A ouT ou S]X, em que X

denota qualquer aminodcido natural ou modificado.

5. Um polipéptido de acordo com a reivindicacdo 1, em que
a sequéncia assinatura é QGP[P ou L][L ou G][M ou D ou
SIXX[Q ou G ou L]X, em que X denota qualquer aminoacido

natural ou modificado.

6. Um polipéptido de acordo com qualquer das
reivindicacdes anteriores, ou um sal farmaceuticamente

aceitdvel do mesmo, para utilizacdo como um medicamento.

7. Uma molécula de acido nucleico que compreende um ou
mais segmentos/sequéncias que codificam os polipéptidos das

reivindicacdes 1 a 6.

8. Um &cido nucleico de acordo com a reivindicacdo 7, ou
um  sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo, para

utilizacdo como um medicamento.



(3]

9. Uma célula hospedeira que compreende um acido nucleico

de acordo com qualgquer uma das reivindicacgdes 7 a 8.

10. Uma composigdo farmacéutica que  compreende um
polipéptido de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 6 ou um sal farmaceuticamente aceitavel do mesmo; um
acido nucleico de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 7 a 8 ou um sal farmaceuticamente aceitédvel

do mesmo; ou a célula hospedeira da reivindicacdo 9.

11. Um polipéptido como definido em gqualgquer uma das
reivindicagdes 1 a 6 ou um acido nucleicc como definido em
qualquer uma das reivindicagGes 7 a 8 ou uma célula
hospedeira como definideo na reivindicacdo 9 para utilizacgdo
no tratamento ou na prevencdo de infecgdes por VIH,
sindrome da imunodeficiéncia adquirida (31DA), ou

transmissdo do VIH.

12. Utilizacdo de um polipéptido como definido em qualguer
uma das reivindicagdes 1 a 6 ou um acido nucleico como
definido em qualgquer uma das reivindicagbes 7 a 8 ou uma
célula hospedeira como definido na reivindicagdo 9 para o
fabrico de um medicamento para tratar ou prevenir infec¢des
por VIH, sindrome da imunodeficiéncia adguirida (SIDA), ou

a transmissdo de VIH.

13. Um polipéptido como definido em qualguer uma das
reivindicagbes 1 a 6 ou um acido nucleico como definido em
qualquer uma das reivindicagbes 7 a 8 ou uma célula
hospedeira como definidec na reivindicagdo 9 para utilizacgao
no tratamento ou na prevencdo de 1inflamacgdo, doencas
inflamatérias, doengas auto-imunes, infec¢des bacterianas e
virais, doenca inflamatdria intestinal, artrite reumatdide,

ateroma ou arteriosclerose, asma, rinite alérgica ou



dermatite atdépica, a rejeicdo de 6rgdos, tecidos ou células
transplantados, esclerose multipla e/ou outras doencas
desmielinizantes, neuropatia periférica, doencas malignas,

cancros ou cancros metastaticos.

14. Utilizacdo de um polipéptido como definido em qualguer
uma das reivindicagbes 1 a 6 ou um Aacido nucleico como
definido em qualquer uma das reivindicacbes 7 a 8 ou uma
célula hospedeira como definido na reivindicagdo 9 para o
fabrico de um medicamento para tratar ou prevenir a
inflamac¢do, doencas inflamatdérias, doencas auto-imunes,
infecc¢des bacterianas e virais, doenca inflamatdria
intestinal, artrite reumatdide, ateroma ou arteriosclerose,
asma, rinite alérgica ou dermatite atdpica, a rejeicido de
drgdos, tecidos ou células transplantados, esclerose
multipla e/ou outras doencas desmielinizantes, neuropatia
periférica, doencas malignas, cancros ou cancros

metastdticos.

15. Kit gue compreende um polipéptido como definido em
gualguer uma das reivindicagdes 1 a 6, um Acido nucleico
como definido em qualquer uma das reivindicag¢bes 7 a 8, ou

uma célula hospedeira como definido na reivindicacdo 9.
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FIG. 1B

0,06] L
0,04/
0,02 ey

0,00 \

710,00 15,00 20,00 25,00 30,00 35,00 40,00 45.00 50,00 55,00
Minutos



UA

3/4

FIG. 1C
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FIG. 1D
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