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Descrigdo

A inveng8o refere-se ao transporte de
substdncias afins de policatiBes, especialmente de dcidos
nucleicos, para o interior das células, transporte esse que
decorre por meio de endocitose mediada por receptores.

Verificou-se que os ARNs e os ADNs
anti-sentido (antisense) s3o agentes activos para a inibigéo
selectiva de determinadas sequéncias génicas em sistemas
isentos de células bem como no interior das células vivas.

0 modo de acg8o baseia-se no reconhecimento especifico de
uma cadeia de d4cido nucleico complementar e na acumulagHo
deste, prejudicando deste mode a transcrig8o, a tradug8o e o
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processo de cis#o. Este mecanismo de acgdo possibilita
basicamente a utilizagZio de oligonucledtidos anti-sentido
que blogueiam in vivo a expressfo de determinadas genes
(como sejam oncogenes desregulados ou genes virais) para
fins terapeuticos. J4 tinha sido demonstrado que é possf-
vel importar para o interior das células oligonucledtidos
anti-sentido curtos e que a actividade inibitdéria destes
pode ser ai exercida (Zamecnik et al., 1986), mesmo que a
respectiva concentracdio intracelular seja reduzida, entre
outras raz8es por causa da absorg8o limitada através da
membrana celular em virtude da forte carga negativa dos 4ci-
dos nucleicos,

Um outro modo de inibigHo selectiva
de genes baseia-se na utilizag@o de ribozimas, que sZo mo-
léculas de ARN que reconhecem determinadas sequéncias de
ARN, se ligam a estas sequéncias e podem provocar a sua
cisdo. Também neste caso subsiste a necessidade de garantir
uma concentragl8o tfo alta quanto possivel de ribozimas ac-
tivas nas células, sendo o transporte para o interior das
células um factor limitante para esse fim,

A fim de contrariar a acg¢Zio deste fac-
tor limitante foram j4 propostas vérias solugdes.

Uma destas solugdes consiste em modifi-
capdes directas dos 4cidos nucleicos, por exemplo por subs-
tituigdo dos grupos fosfodiéster earregados por grupos
metilfosfonato n#o carregados (Smith et al., 1986), por
compostos de sililo (Cotmier et al., 1988) ou por fosfotio-
natos (Stern et al., 1988). Uma outra possibilidade de modi-
ficag8o directa consiste na utilizag®o de andlogos de nu-
cledsidos (Morvan et al., 1988, Praseuth et al., 1988),

Se bem que algumas destas propostas
bossam contribuir basicamente de modo prometedor para a
solug3o do problema, também apresentam diferentes inconveni-
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entes, por exemplo uma ligag#o reduzida 2 molécula visada be
come um grau mais reduzido da prépria actividade inibiddria.
Um inconveniente importante na utilizac¢Bo in vivo de oligo-
nucledtidos modificdveis & constituido pela possivel toxi-
cidade destes compostos.

Uma solug8o alternativa para a modi-
ficagdo directa dos oligonucledtidos & constituida por
deixar o oligonucleétido propriamente dito sem alteracgfo
e ligd-lo a um grupo que lhe confira as propriedades pre-
tendidas, por exemplo com moléculas que facilitem o trans-
porte para o interior das células. Uma destas propostas
de solug3o no quadro destes principios consiste em con ju-
gar o oligonucleétido com compostos policatibnicos (Lema-
itre et al., 1987).

Para a transformagfio genética de célu-
las de mamifero in vitro s#o conhecidas diferentes técni-
cas cujas possibilidades de utilizacg¢%o in vivo no entanto
é reduzida (podendo ser referidas as técnicas de introdu-
g8o de ADN por meio de virus e os métodos de lipossomas,
electroporagsio, microinjec¢®o, fusZo celular, DEAE-demtrano
ou fosfato de cdlcio-precipitacgfo).

Jéd foram empreendidas investigagdes
a fim de desenvolver um sistema soldvel utilizdvel in vivo
que transporte o ADN dirigido para o interior das células
por meio de endocitose mediaéa por receptores (G. Y. Wu,
C,H. Wu, 1987). Este sistema foi desenvolvido para hepaté-
citos e baseia-se essencialmente nos seguintes factos:

1. Sobre a superficie dos hepatécitos existem recepto-
res que se ligam a determinadas glicoprotefnas e as
transportam para o interior das células.

2. O ADN pode ser ligado por meio de fortes campos
el-ctrostéticos reciprocos com formag#io de comple-
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xos de compostos policatidnicos, por exemplo poli-
lisina.

O sistema baseia-se no principio de
acoplar a polilisina a uma glicoproteina tal que correspon-
de ao receptor e em seguida formar um complexo solivel
glicoproteina/polilisina/ADN que seja transportado para
as células que apresentam receptores de glicoprotelnas e
apés a absorgZo do complexo pelas células possibilite a
expressfo da sequ&ncia de ADN.

O objectivo da presente invencg#o con-
siste em proporciona um sistema de transperte de alta
actividade com um campo de utilizag8o mais alargado ao
contrdrio do sistema conhecido referido que, por causa do
cardcter especifico do receptor sobre um dnico tipo de
células, sé pode ser utilizado neste tipo.

Este obfectivo & alcangado de acorde
com o processo da presente invencg#o por meio da ligag3o do
policatifo & transferrina.

As transferrinas s#o uma classe de gli-
coproteinas modificadas que possuem a capacidade de se 1li-
garem a metais com uma especificidade in vivo para o ferro.
Foram identificadas diferentes transferrinas de mamiferos,
sendo a transferrina do plasma a responsdvel pelo forneci-
wmento de ferro aos tecidos corporais principais. O érgéoe
mais importante para a produgXo de transferrina & o figado.

A transferrina apresenta um pPeso mole-
cular de cerca de 80000, correspondendo cerca de 6 % deste
preso aos residuos de agucar. Uma molécula de transferrina
pode ligar duas poléculas de ferre, podendo a ligac¢3o ter
lugar na presenga de ioes de carbonato ou de bicarbonato.

0 receptor de transferrina, de que
existem possivelmentte formas com pequenas diferengas - como
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por exemplo nos grupos de hidratos de carbono, € uma gli-
coproteina de transmembrana com um peso molecular de cerca
de 180000, podendo uma molécula de receptor ligar-se a uma
ou possivelmente a duas moléculas de transferrina.

0 receptor de transferrina possui a
valores de pH fisioldgicos de 7,4 uma afinidade muito eleva-
da para o complexo Fe,-transferrina, uma afinidade mais re-
duzida para o complexo Fe-transferrina e praticamente ne-
nhuma afinidade para a aprotransferrina, embora esta forme
a pH <5 uam complexo muito aceitdvel com o receptor,

Os receptores de transferrina foram
detectados em numero especialmente elevado em precursores
de eritrécitos, na placenta e no figado e ainda em nudmero
mensurdvel em muitos outros tecidos do corpo. E de especial
interesse a observaglo de que o receptor em células em
crescimento € altamente regulado. Também se observou que o
nimero de receptores em tecidos neopldsticos in vivo se
encontra consideravelmente aumentado em comparac¢do com
les3es benignas, o que indica uma necessidade de ferro mais
elevada. O mecanismo de absorgio do complexo transferrina-
-ferro pelos receptores e o seu cicle intracelular encon-
tram-se bem esclarecidos.

N&o existe ainda uma compreensfio comple-
ta de como decorre exactamente a absorgdo da molécula de
ferre por meio da transferrina, embora predomine a opinifo
de que a absorcgfio é feita principalmente por via intrace-
lular. Num processo dependente de energla e da temperatura
08 complexos Fe-transferrinas ou FE,-transferrina sfo liga-
dos na membrana celular nos receptores. Em seguida o com-
plexo é englobado numa vesicula, chamada endossoma ou recep-
tossoma. Esta vesicula reune-se a outra vesicula que apresen-
ta um valor de pH < 5,5; a acidez resultante provoca a
libertag@io do ferro da transferrinag 0 complexo apetrans-
ferrina-receptor é em seguida transportado novamente em sen-
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tido contrdrio através da membrana celular, onde o valor
de pH neutro provoca a separag8o entre a apotransferrina

e 0 receptor no meio circundante. Existem indicagBes de

que a reciclagem, cujo funcionamento se baseia nas diferen-
tes afinidades do receptor para a apotransferrina e para a
ferro-transferrina, segundo o valor do pH é dcido ou neutro,
¢ levado a efeito em vesfculas do aparelho de Golgi.

N&8o se encontra ainda esclarecido ao nfvel
molecular como se desencadeia o ciclo da transferrina; sim-
plesmente no qua diz respeito a alguns aspectos existem in-
dicagBes, por exemplo sobre o possivel papel da fosforila-
¢do (Huebers et al., 1987).

Com o auxflio da presente imvencZo con-
segue-se pela primeira vez utilizar este sistema de trans-
porte activo a fim de fornecer as células 4cidos nucleicos
que de outro modo encontrariam resisténcia que dificultaria
a sua absorgso pela célula,

Deste modo € um objectivo da presente

inveng¥o a preparagfio de novos conjugados proteina-polica-

t 180 que possuem a capacidade de formar complexos com subs-
téncias que apresentam afinidade para com policatiBes, espe-
cialmente dcidos nucleicos ou andlogos de 4cidos nucleicos,
sendo estes complexos absorvidos pelas células por meio de
endocitose mediada por receptores, de tal modo que a frac-
¢80 proteica do conjugado é constituida por transferrina.

Surpreendentemente verificou-se que com a

ajunda dos conjugados da presente inveng8@o é possivel efectua:

de modo eficaz o transporte de 4cidos nucleicos para o in-
terior das células conservando a sua actividade inibitéria,

Por "transferrina" entende-se no quadro
da presentte inveng¢#o tanto as transferrinas naturais como
as transferrinas modificadas que se ligam aos receptores e
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880 transportados para: o interior das células (estas mo-
dificagBes podem por exemplo ser constituidas por uma alte-
rag8do de dcidos aminados ou por um encurtamento da wmoldécu—
la na fracg3o determinante para a ligag¥8o ao receptor).

A proporg#o molar transferrina:poli-
catifio é de preferé&ncia de 10:1 a l:4, sendo de tomar em
consideragdo que se podem formar agregados. Esta proporgdo
pode no entanto ser tomada em relacgfio a limites mais am-
plos, desde que seja satisfeita a condig&o de que tem lugar
a complex®o do(s) dcido(s) nucleico(s) e se garanta que o
complexo formado pelo receptor de transferrina se liga e é
fornecido & célula, o que pode ser verificado por meio de
experiéncias simples praticdveis conforme os casos.

A proporgdo escolhida em cada caso depen-
de principalmente da dimensfo da molécula de policatifio
bem como do numero e da distribuig#o dos agrupamentos car-
regados positivamente, dos critérios, da dimensfo, da
estrutura bem como das eventuais modifica¢Bes existentes
qQue forem introduzidas no(s) dcido(s) nucleico(s) a trans-
portar. Os policatiBes podem ser iguais ou diferentes.

Os policati®ts usados podem ser seleccio-
nados de entre os seguintes compostos:

a) Protaminas: Neste caso trata-se de proteinas de
pequena dimens%o (P.M. até cerca de 8000) e forte-
mente bdsicos cujos residuos de 4cidos aminados de
carga positiva (principalmente arginina) se encon-
tram habitualmente em grupos e neutralizam a carga
negativa dos 4cidos nucleicos em virtude do seu ca-
rdcter policatidénico (Warrant et al., 1978). As pro-
tefnas util izdveis no quadro da presente inveng@o
podem ser de origem natural ou ter sido preparadas
por via recombinante, podendo neste caso ser pre-
paradas vdrias cépias ou introduzidas modificacdes

-7 -




no que respeita & dimens#o da molécula e A sequéncia
de dcides aminades. Os compostos correspondentes
podem também ser sintetizados por mia qufmica. Na
sintese de uma protamina nZo natural & possivel por
exemplo proceder de tal modo que se substituam os
residuos de 4cidos aminados que nas fungdBes da
protamina natural s#@o indesej4veis para a fungdo

de transporte (por exemple condensag3io de ADN)

por outros dcidos aminades apropriados e/ou €é
possivel colocar numa extre midade um 4cido aminado
(por exemplo cisteina) que possibilite a conjugaclo
dirigida com a transferrina.

b) Histonas: Estas s#io pequenas protefnas que se li-
gam a ADN existentes na cromatografia com uma alta
fracg8o de dcidos aminados carregados (lisina e
arginina) que possuem a capacidade, independente-
mente da sequéncia de nucledtidos, de se ligarem
a ADN e de provocar o respectivo enrolamento em nu-
cleossomas. sendo especialmente apropriado as histo-
nas H3 e H4 ricas em arginina (Felsenfeld, 1978).
Com respeito & preparacfo e 3s modificagdes é v4lido
bagicamente o que foi dito sobre as protaminas.

c) Polipeptideos sintéticos, como polipeptideos homd-
loges (polilisina e poliarginina) ou polipeptideos
heterélogos (formados por dois ou mais dcidos ami-
nados substituidos com cargas positivas).

d) Catides n#o peptfdicos como polietileniminas.

A dimensde dos policatiBes & de preferén-
cia escolhida de tal modo que a soma das cargas positivas é
de cerca de 20 a 500, sendo determinada de acordo com o8
dcidos nucleicos a transportar.

Os conjugados transferrina-policatiZo
de acordo com a presente inveng8o podem ser preparados por
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via quimica ou, no caso do policatiZio ser um polipeptideo,
por via recombinante. O acoplamento por via quimica pode sex
levado a efeito de um modo conhecido apropriado para o
acoplamento de peptideo, sendo se necessdrio os componentes
isolados feitos reagir com subst&ncias promotoras de liga-
¢80 antes da reacgfio de acoplamento (esta medida é necess4-
ria se no inicio n#¥o e stiver disponivel qualquer grupo
funcional, por exemplo um grupo mercapto ou 4lcool. As
substéncias promotoras de ligag¢3io podem ser compostos bi-
funcionais que s#o em primeiro lugar feitos reagir com
grupos funcionais dos componentes isolados, sendo deste
modo levado a efeito o acoplamento dos componentes modifi-
cados um a um.

De acordo com as propriedades dos
conjugados, especialmente no que se refere a respectiva
estabilidade, o acoplamento pode ser levado a efeito por
meio de

a) Pontes de dissulfureto, as quais em condigdes redu-
toras podem ser novamente cindidas (por exemplo
usando piridilditiopropionato de succinimidilo
(Jung et al., 1981)).

b) Compostos suficiemtemente estdveis sob condigdes
bioldégicas (por exemplo tioéteres por reacg¢do de
ligantes de maleimido com grupos sulfidrilo do
ligante ligado ao segundo componente).

c) Pontes ldbeis sob condig¢des bioldégicas, por exem-
plo ligag3des de éster, ou ligagBes de acetal ou de
cetal instdveis sob condig¢des fracamente 4cidas.

A preparag¥o dos conjugados da presen
te inveng8o por via recombinante apresenta a vantagem de
ser possivel ebter compostos homogéneos bem definidos,
enquanto que no acoplamento quimico resultam misturas de
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conjugados que tem de ser separados.

A preparag8o por via recombinante dos
conjugados da presente invencso pode ser levada a efeito
por meio de métodos conhecidos para a preparacgfo de poli-
peptideos qumiricos. Nesta preparagfio &€ possivel variar os
polipeptideos policartidnicos no que se refere a respectiva
dimensZo e a sequéncia de 4cidos aminados. 4 preparacgHo
por tecnologia genética apresenta também a vantagem de que
é possivel deste modo por exemplo modificar a fracgfo de
transferrina do conjugado, sendo possivel deste modo por
exemplo por meio de mutagdes apropriadas aumentar a facili-
dade de ligag#3o ao receptor ou encurtar a molécula na frac-
¢do de transferrina no sector responsdvel pela ligag8o ao
receptor. E especialmente conveniente para a preparagdo por
via recombinante dos conjugados da presente inveng8o a uti-
lizag8io de um vector que contenha a sequéncia que codifica
para a fracg¢do de transferrina bem como um poliadaptador,
em que se encorpora a sequéncia que codifica para a poli-
peptideo policatidnico necessdrio em cada caso. Deste modo
é possivel obter um conjunto de plasmideos de expre ssfo a
partir dos quais em caso de necessidade se provoca a expres-
s8o dos conjugados da presente invencl#o que contém a s equén-
cia pretendida.

No que se refere aos 4cidos nucleicos
a transportar para o interior das células pode tratar-se
de ADN ou de ARNs, n3o existindo qualquer limitagZ%o com
respeito & sequéncia nucleotidica. Os dcidos nucleicos podem
ser modificados desde que a modificagfo n#o prejudique o
cardcter polianidénico dos dcidos nucleicos; entre essas mo-
dificag¥es contam~se por exemplo a substituig#o dos grupos
diésteres fosféricos por fosfotioato ou a utilizagZo de ané-
logos de nucledésidos.

Os dcidos nucleicos a considerar no
quadro da presente invenc¢#o s#o principalmente os que podem
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ser transportados para o interior da célula com o fim
de inibir sequéncias especificas de genes. Neste ndmero
contam-se oligonucledtidos anti-sentido e ribozimas,

eventualmente em conjunto com um 4cido nucleico de transporte.

Com respeito & dimens3o dos 4cidos
nucleicos, a presente invengf#o possibilita igualmente a
utilizagdo de uma ampla gama. No que se refere ao limite
inferior nZo existe qualquer limitagZ3o dependendo do siste-
ma de transporte da presente inveng#io; uma eventual limita-
¢8o inferior resulta de razdes especificas do modo de uti-
lizag8o, porque por exemplo os oligonucledtidos anti-
-sentido abaixo de 10 nuclebétidos raramente podem ser consi-
derados para utilizag3o por causa da sua reduzida especi-
ficidade. Com o auxflio dos conjugados da presente inven-
¢8o € possivel também fornecer plasmideos is células,
sendo especialmente importantes os plasmideos de pequena
dimens8o que podem ser utilizados na sua fungHo de transpor+
tadores de dcidos nucleicos (possivelmente vectores retro-
virais até um mdximo de 5000 pb). ¥ também possivel forne-
cer &s células simultaneamente diferentes 4cidos nucleicos
com o auxflio dos conjugados da presente invengé&o.

Uma outra vantagem da presente invencHo
reside na circunsténcia de que existem polimorfismos entre
a transferrina e o repeptor que podem ser aproveitados pa-
ra o transporte dirigido a um objectivo de 4cidos nuclei-
cos inibidores para determinadas células.

No quadro da presente inveng¢Ho foi
possivel demonstrar que os conjugados transferrina-poli-
catifio s83o absorvidos e s8o internalizados de forma eficaz
pelas células vivas. 0Os conjugados e os complexos da
presente in en¢do n¥o sfo prejudiciais para o crescimento
celular. Este facto possibilita uma administrag3o repetida
e em consequéncia uma express3o constante elevada do gene
introduzido na célula.
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Para além disso foi possivel demons-

trar que os conjugados policatifo-transferrina podem subs-
tituir o complexo transferrina-ferro nativo de modo funcio-
nal. Confirmou-se com o auxflio do gene de luciferase como
componente de ADN que os complexos transferrina-policatife/
/ADN s¥o absorvidos relas células através do receptor

de transferrina. Demonstrau-se que a transferrina nativa
desloca eficazmente o complexo transferrina—policatiﬁo/ADN,
o que foi medido por meio da redug8o de actividade de lu-
ciferase na célula.

Por meio das inwestigagdes levadas a
efeito no quadre da presente invenglo foi também possivel
demonstirar que é possfvel introduzir em células de galinha
transfermadas por erbB um gene de ARNt-ribozima (a rivozima
foi dirigida contra uma sequéncia V-erbB) com o auxflio de
um conjugado da presente invencg#o (polilisina-transferrina)
e enfraquecer a actividade de transformag#io do oncogene.
Este resultado é significativo uma vez que nestas investiga-
¢¥es apenas se usou uma quantidade reduzida de gene de
ribezima,

A proporgéie dcido nucleico : conjugado
pode variar num domfnie ample, nZEo devendo ser necessdrio
neutralizar sem limite a carga total dos dcidos nucleicos.
Esta propergio deve ser a justada em cada caso de acordo
com critérios de dimens¥o e e strutura des 4cidos nucleicos
a transportar, dimens#io do pelicatifle, numero e distribui-
¢do das suas cargas de modo a que exista uma proporcae
entre a transportabilidade e a actividade bioldégica dos dci-~
dos nucleices faverdvel para cada utilizag8e. Esta propor-
¢8o pode ser em primeiro lugar ajustada apenas aproximada-
mente, como seja por meio de retardamento da velocidade de
migragdo do ADN num gel (por exemple por meie do desvio
de mobilidade (mobility shift) num gel de agarese) ou por
meio de centrifuga¢fio de gradiente de densidade. Apés obten-
¢80 desta proporgHe preliminar que pode vantajose ser, com
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respeito & actividade méxima utilizdvel nas células, levar a
efeito ensaios de transporte de dcidos nucleicos com o com-
plexe marcado com radioisdétopos, e eventualmente reduzir

a fracgde do conjugade de tal modo que as cargas negativas
restantes ndo sejam impeditivas do transporte dos 4cidos
nucleicos para o interior das células.

A preparagfie dos complexos transferri-
na-policatisie/4cido nucleice, que é igualmente um objectivo
da presente invenglo, pode ser efectuada mediante a utiliza-
¢do de métodos conhecidosa para a complexde de compostos
poliidnicos. Uma possibilidade de evitar a agregac@io ou a
precipitagéio descontrolada consiste em misturar em primeiro
lugar os dois compenentes numa concentragdo elevada de clore-
to de sédie (cerca de 1 molar) e em seguida ajustar a con-
centracldo de sal até um nfvel fisiologico por meio de didlise
ou de diluig#e. Na reacce de formag&o de complexos slo
usadas de preferéncia elevadas concentragBes de ADN e de
conjugado (superiores a 100 ,ng/ml) @ fim de evitar uma pre-
cipitag8o dos complexos.

A fracg#ie de dcido nucleico do complexe
transferrina-policatifo~dcido nucleice da presente invencgdo
é de prefer8ncia um ADN anti-sentide, um ARN anti-sentido ou
uma ribozima ou o gene que codifica para uma ribozima. Na
utilizag@io de ribozimas e de ARNs antisentido & especialmente
vantajoso utilizar os genes que codificam para os ARNs que
inibem esta fungdo do ARN, de preferéncia em conjunto com uam
gene de transporte. Por meio da introdugdo do gene nas cé-
lulas garante-se uma amplificag8o em alto grau de ARN, em
comparacgfo com a importacg3o simples do ARN na célula, e des-
te modo um abastecimento suficiente para a inibig#o pretendi-
da da reacgfo biolégica. Szo genes de transporte especialmen-
te apropriados as unidades de transcrigdo necessdrias para a
transcrig¢&e por meio da polimerase III, por exemplo ARNt-
-genes, é possivel introduzir nestas unidades por exemplo gends
de ribezimas de tal modo que na transcrig3o a fracg¢3o de ribo-
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zima € um predute transcrite compacto de polimerase III.
Com o auxflie do sistema de transporte de acordo com a
presente invengdo € possivel reforgar a actividade destas
unidades genéticas garantindo uma concentragdo de partida
mais elevada do gene nas células.

¥ ainda um objectivo da presente in-
vengdo um processo para a introdug¥o de 4cido(s) nucleico(s)
em células humanas ou animais, sendo de preferé&ncia formado
um complexe soldvel em condi¢Bes fisioldgicas.

E ainda um outro objective da presente
inveng#3o um processe para a preparagdo de composig¢des far-
maceuticas por incerporag¢fio como ingrediente activo de um
dcido nucleico que inibe de modo especifico um gene, comple-
xade com um conjugado transferrina-policatifie, por exemplo
sob uma forma liefilizada. Estas composicdes farmaceuticas
podem ser usadas a fim de inibir com oligonucledtides anti-
~-sentido, andlogos de oligonucleétidos anti-sentido ou ri-
bozimas ou os ADNs que as codificam, eventualmente em
conjunto com um dcido nucleico de transporte, no organismo
humane eou de animais, virus patogénicos, como o HIV ou re-
trovirus aparentados, oncogenes ou outros genes fundamen-
tais que controlam o crescimento e/ou a diferenciagfo das
células, por exemple o gene c-fos ou o gene c-myc.

Un outro dominio de util izag&io € o com-
bate a doengas pela inibigZo da produgsie de produtos génicos
indese jados, por exemplo da proteina principal das placas
("major plaque protein") que ocorre na doenga de Alzheimer
ou de protelna ocasionalmente ocasionadas por doengas auto-
imunes.

A presente inveng#o é ilustrada por meio
dos exemplos que se seguem.

- 14 -
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Exemplo 1
Preparagfio de conjugados transferrina-polilisina 90

0 acoplamento foi efectuado de modo
andlogo ao método conhecido da literatura (Jung et al.,
(1981)) por introdugBe de pontes de disulfureto apés modi-
ficagdo com pirididitiopropionato de succinimidilo.

a) Transferrina modificada por 3~-(2-piridiltio)-pro-
pionate:

Irataram-se 6 ml de uma solugde filtrada através
de gel de Sephadex G-25 de 120 mg (1.5 umol) de
transferrina (de clara de ovo de galinha), Sigma,
Conalbumina Tipe I, isenta de ferro) em 3 ml de tam+
p3o de fosfato de sédio 0.1 M (mH 7,8) com agitacgie
vigorosa com 200 ul de uma solugfio etandlica 15

@M de 3-(2-piridilditio)-propionato de succinimi-
dile (3 uM, SPDP, Pharmacia) e deixou-se reagir
durante 1 hera & temperatura ambiente e com agita-
¢8e ocasional. Eliminaram-se os produtos reaccio-
nais e os resfduos da reacc¢fo de baixo peso molecu-
lar através de uma coluna de gel (Sephadex G-25,

14 x 180 am, tampde de fosfato de sddio 0,1 M pH
7.8) e obtiveram-se 7 ml das fracgdes do produto;

o conteddo de resfduos de piridilditiopropionate
ligados a transferrina numa aliquota apés reducgHo
com ditiotreitol por determinagZo fotométrica da
quantidade de piridina-2-tiona libertada era de
cerca de 2,6 umol,

De modo andlogo modificaram-se transferrina humana
(Sigma, isenta de ferro).

b) Polilisina 90 (pL 90) modificada por mercaptopro-
pionato:
- 15 -




c)

Filtrou-se uma solug8o de 18 mg (cerca de 1.0 ,umol)
de bromidrato de poli(L)lisina (Sigma, marcada por
isotiocianato de fluoresceina (=FITC), peso molecu-
lar cerca de 18000 / correspondente a um grau de
polimerizag8o médio de cerca de 90) através de
Sephadex G-25 ( a marcagdo fluorescente foi realiza-
da em tampHoe de bicarbonato de sédio a pH 9 durante
3 h). Diluiu-se a solug#o de polilisina com 4gua
até 7 ml, tratou-se com boa agitac®o com 270 wul

de uma solugdo etandlica de 15 mM de SPDP e deixou-
-se reaglr durante 1 h ao abrigo da luz & tempera-
tura ambiente e com agitagSo ocasional. Apés adigdoe
de 0,5 ml de tamp3o de acetato de sédio 1 M (pH
5,0) filtrou-se através de Sephadex G-25 para
eliminag&o das substfncias de baixo peso molecular
(Eluente: tampZ3o de acetato de sédio 20 aM de pH
5,0). Concentrou-se & secura sob vdcuo o produto da
filtrag8o )coloraglio por ninidrina, fluorescéncia),
ajustou-se com tamp3o a cerca de pH 7, adiciomou-se
uma solugdo de 23 mg (150 umol) de ditiotreitol em
200 ul de dgua e deixou-se em repouso durante 1 h
4 temperatura ambiente sob atmosfera de 4rgon e ao
abrigo da luz. Separou-se o excesso de redutor

por uma nova filtrag#o em gel (Sephadex G-25, co-
lupa de 14 x 130 mm, tampZio de acetato de sédio

10 aM de pH 5,0) e obtiveram-se 3,5 ml de solug#o
contendo o produto polilsina marcada por fluores-
céncia com um conteddo de 3,8 umol de grupos mer-
capto (determinag8o fotométrica por melo de reagen-
te de Ellman, 4cido 5,5'-ditiobis-(2-nitrobenzéico).

Conjugado transferrina - polilisina:

Purgou-se com drgon a solug¥o obtida em a) de
transferrina modificada (7 ml em tamp#o de fosfato
de sédio 0,1 M de pH 7.8, cerca de umol de transfe-
rrina com cerca de 2,6 umol de resfduo de piridil-
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ditioptropionato): adicionaram-se 2,0 ml de solugHo
obtida em b) de polilisina modificada por mercapto
(em tampdo de acetato de sédio 10 mM de pH 5,0, que
corresponde a cerca de 0,6 umol de polilisina coam
cerca de 2,2 umol de grupos mercapto), purgou-se
com 4rgen, agitou-se e deixou-se reagir durante

18 horas & temperatura ambiente ao abrigo da luz.
Dildiu-se a mistura reaccional com dgua até 14 ml
e submeteu-se a cromatografia de permuta idénica
(Coluna Pharmacia Mono S HR 10/10, eluig#o por
gradiente, tamp3o A : HEPES 50 mMd rH 7,9, tampZe

B 3 A + cloreto de sédio 3 M, 0,5 ml/min, Fig, 1),
A transferrina n#o conjugada foi elufda no infcio
e as fracgBes contendo o produto foram obtidas a
cerca de 0,66 a 1,5 M em cloreto de sédio.

Obtiveram-se nas fracg8es reunidas conjugadas que
apresentam uma proporg#o transferrina-polilisina
de 1,3:1l.

Os produtos conjugados (coloragio por minidrina, de-
terminag8o da absorgfo da protefna em UV a 280 nm e
da fluoresc8@ncia da polilisina marcada por FITC a
495 nm) foram reunidos em 6 fracgBes com um conted-
do de 10 mg de transferrina cada.

Dialisaram-se em primeiro lugar as fracg¢des contra
uma solugdo de citrato de ferro (III) 100 aM (ajus-
tado com hidrogenocarbonato de sédio a pH 7,8)

e em seguida duas vezes contra tampZo HEPES 1 mM
(pH 7,5).

Por electroforese em gel de dodecilsulfato de sédio
(10% de SDS, 8 % de poliacrilamida, ver Figura 2)

verificou-se com pré-tratamento com 2-mercaptoeta-
nol um conteddo aproximadamente igual a transferrina
(Fig. 2A), enquanto que nas amostras n3o reduzidas
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Exemplo 2

Preparag8o de conjugados transferrina-polilsina 270 e
transferrina-polilisina 450 (pL270 e pL450)

a)
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néo era visivel qualquer banda de transferrina

livre, mas apenas uma pequena quantidade de conju-
gados de migragdo rdpida (Fig. 2B, T= transferrina
n&o tratada; 1 a 6 = fracgdes de conjugados 1 a 6).

Preparag8o de transferrina modificada foi efectua-
da de modo andlogo ao do Exemplo 1 a)

Preparag8o de polilisina modificada 270 e polilisi-
na modificada 450

Ajustou-se a pH 8,5 por adigZo de tamp3o de carbo-
nato de sédio uma solugZo filtrada por gel de 0,33
umol de polilisipna 270 (com um grau de poliderizagéq
médio de 270 resfduos de lisina, com ou sem marca-
¢8o por fluorescéncia; correspondente a 19 mg do
bromidrato) em 1,2 ml de tamp8o de acetato de sédio
75 mM. Adicionaram-se 182 ul de uma solug3o etand-
lica de 15 mM de SPDP (1,9 umol) com agitagZo forte.
Uma hora mais tarde adicionaram-se 200 ul de
acetato de sédio 1 M a pH 5; apés filtrag3o por
gel com acetato de sédio 20 mM obteve-se uma solugdo
que continha 0,27 umol de polilisina 270 com 1,3
umol de grupos mercapto (4,8 ligantes por cadeia
de polilisina).

De modo a nédlogo modificaram-se 0,20 umol de polil-
isina 450 (com um grau médio de polimerizagdo de
450 de resfduos de lisina) com 2,25 umol de SPDP,
tendo obtido um produto de 0,19 umol de polilisina
450 com 2,1 umol de grupos mercapto (1l ligantes
por cadeia de polilisina). De modo andlogo ao do
Exemplo 1 b) reduziram-se os grupos ditiopiridina
~ 18 -
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com ditiotreitol a fim de obter os componentes de
sulfiridrilo livres.

Preparagfio de conjugados transferrina-polilisina

Preparam-se conjugados de transferina-polilisina

270 por mistura de 1,0 mmol de transferrina modi-
ficada em tamp3o de fosfato 100 mM de rH 7,8 com
0,14 umol de polilisina 270 modificada (em tamp#o

de acetato de sdédio 20 mM) ao abrigo do oxigénio
numa atmosfera de drgon. Apés 18 h A temperatura am-
biente diluiu-se a mistura reaccional com 4gua até
um volume de 10 ml e por meio de cromatografia

de permuta catiénica (coluna Pharmacia Mono 8 HR
10/10; eluigZo por gradiente, tamp3io A ; HEPES 50

aM pH 7,9 ; tampZio B : A + cloreto de sddio 3 M;
Absorg3o de UV a 280 nm e determinac8o da fluorescén-
cia, excitagZo a 480 nm, emissZo a 530 nm), Nesta
operag8o eluiu-se em primeiro lugar o excesso de
transferrina n&o acoplada; as fracgdes contendo o
produto foram elufdas entre 30 % e 50 % do gradiente
de B e foram reunidas em 3 fracgdes de conjugado
(propor¢#o molar entre a transferrina e a polilisina:
Conjunto A : 5,5 a 1 ; conjunto B : 3,4 a 1 : con-
Junte C : 1,8 a 1). Os conjugados foram obtidos nuam
rendimento médio de 0,23 umol de transferrina com
0,075 umol de polilisina 270.

De modo andlogo foram preparados conjugados de trans-
ferrina-polilisina 450 partindo de 1,2 amol de
transferrina modificada de acordo com o Exemplo 1 a)
(em HEPES 20 aM pH 7,9 contendo cloreto de cdlcio
80 mM) e 71 nmol is polilisina 450 modificada por
mercapto de acordo coam o Exemplo 2 b) em tampdo de
acetato,

Efectuou~se a purifica¢do da mistura reaccional por
meio de cromatografia de permeagdo em gel (coluna de
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Pharmacia Superose 12, cloreto de guanidina 1 M a pH
7,3) e obteve-se apés didlise (HEPES 20 aM pH 7,3,
contendo cloreto de sédio 100 mM) um conjugado trans-
ferrina-polilisina, contendo 0,40 umol de transferri-
na com 38 nmol de polilisina 450.

A incorporagfio de ferro fol efectuada por adigfo a
amostra 6 de 12 ,ul de tamp3o de citrato de ferro
100 mM (contendo carbonato de sédio, ajustado a pH
7,8) por mg de fracg#io de transferrina.

W

Preparacdo de conjugados transferrinesprotamina

A preparagdo de transferrina modificada foi efectua-
da de modo andlogo ao do Exemplo 1 a)

Preparag8o de protamina modificada por 3-mercapto-
propionato

A uma solugldo de 20 mg (3,umol) de trifluoroacetato
de protamina (preparada por cromatografia de permuta
iénica de sulfato de protamina de salm3o (= Salmin,

Sigma) em 2 ml de DMSO e 0,4 ml de isopropanol, conten-

do 2,6 ml (15 umol) de etildiisopropilamina, adi-
cionou-se em vdrias ppr¢des no decurso de uma hora
uma solug@io de 30 umol de SPDP em 250 _ul de iso-
propanol e 250 ul de DMSO. Apds 3,5 h & temperatura
ambiente eveporou-se a solugZo 3 secura sob alto v4-
cuo e retmou-se em 4cido acético a 0,5 % com um
contéddo de 10% de metanol. Por filtragZ3o em gel
(Sephadex G10; 4cido acético a 0,5 % com 10 % de
metanol) obteve-se apds liofilizag%o 16 mg (2,5 umol)
de acetato de protamina modificada com 2,5 amol de
ligante de ditiopiridina. Por redugHo de 1,75 nmol
de protamina (contendo 1,75 umol de adaptador) com
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16 mg de ditiotreitol em tamp#o de bicarbonato de
sécio de pH 7,5 durante 1 h sob drgon seguida de ajus-
te do pH a 5,2 com tamp3o de acetato de sddio de pH
5,2 obteve-~se uma solugfo de protamina modificada
com 1,6 umol de adaptador de mercaptopropionato.

c) Preparag8do de conjugades transferrina-protamina

Por reacgfo da solug8o de protamina obtida de

acordo com b) (1,6 umol de ligante) com 1,34 umol de
transferrina (modificada com 3,1 umpl de ligante de
ditiopiridina) seguida de purificag#so por cromatogra-
fia de permuta catidnica, conforme descrito para os
conjugados transferrina-polilisina, obtiveram-se
quatro fracgdes A a D elufdas sucessivamente de
produto, contendo 90, 320, 240 e 120 nmol respecti-
vamente de transferrina modificada com quantidades
crescentes de protamina (determinadas por meio de
electroforese em gel de SDS; 10 % de SDS, 8 % de
poliacrilamida, coloragfo por azul de Coomassie).
Na Figura 3 apresenta-se o resultado da electroforese
em gel de SDS. As fracg8es de conjugados Tfprot A a
D apresentam bandas de migragZo lenta (a), enquanto
que nas amostras reduzidas por /3 -mercaptoetanol

(b) apenas era visivel a banda de transferrina.
Efectuou-se a didlise e a incorporag8o de ferro como
para os conjugados transferrina-polilisina TfpL270

e TfpL450 descritos no Exemplo 2.

Exemplo 4

Preparagfo de complexos de conjugados transferrina-polica-
tido com ADN

Prepararam-se os complexos por mistura
de solugdes dilufdas de ADN (30 ,ug/ml ou menos) com os
conjugados transferrina-policatifio. A fim de evitar uma pre-
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cipitagde de complexos de ADN, usou-se tampXo isento de
fosfato (es fosfatos reduzem a solubilidade dos conjuga-
dos). A ligag#o do ADN aos conjugados de policatiZio em con-
di¢Bes idnicas fisiologicas foi confirmado por meio de um
ensaio de desvio de mobilidade em gel (gel mobility

shift assay) usando ADN lambda marcado na extremidade 3¢t
por 32p, cortado com EcoR I/Hind III (Fig. 4), A cada’amos-
tra com 1 ,ul (35 mg) de ADN adicionaram-se 3 ul de um
tamp&o HEPES 100 mM de pH 7,9 contendo cloreto de sédio 1 M
e misturaram-se as amostras com quantidades crescentes (10
ng a 1000 ng) de conjugados de transferrina em 11 ul de
solugZo aquosa, o que deu origem a uma concentragdo final
de cloreto de sddio de 200 mM. Efectuou-se electroforese
sobre um gel de agarose a 1 % com tamp8o de desenvolvimen-
to 1 x TAE a 50 Volt (45 mA) durante 2,5 h; secou-se o

gel e visualizou-se por auto-radiografia durante 2 horas a
-80°C usando uma pelfcula XAR (Kodak).

Exemplo 5

Transporte de conjugados transferrina-polilisina em célu-
las vivas

A fim de verificar se os conjugados
transferrina-polilisina descritos no Exemplo 1 sZ3o absorvi-
dos eficazmente pelas células vivas, usaram-se conjugados
marcados por FITC. E sabido (Schmidt et al., 1986) que a
transferrina marcada por FITC apds algumas horas de incuba-—
¢80 com eritroblastos, cuja transferrina foi previamente
removida, € detectdvel em vesfculas no interior das célu-
las (observagio ao microscdépio de fluorescencia).

No presente exemplo incubaram-se eritro-
blastos (transformados por meio de um retrovirus com o
receptor de EGF, Khazaie et al., 1988) durante 18 horas
em meio de diferenciag3@o isento de cransferrina (composi-
¢80 em Zenke et al., 1988) a 37°C (concentragfo celular
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1,5 x 106/ml). Apés adigdo dos diferentes conjugados de trang-
ferrina-polilisina (ou, para branco de comparaggo, duma quan-+
tidade igual de 4gua bidestilada) incubaram-se as células a
3709 na presenca de 10 ng/ml de EBF (a fim de conservar

0 eétado de transformag¢#o). Apés 24 a 48 horas tomaram-se
cerca de 5 x lO5 células, lavaram-se uma vez com solucgdo
salina fisiolégica tamponizada por fosfato (PBS; pH 7,2),
fixou2se com um volume de 50 vezes de uma mistura de 3,7 %
de formaldefdo e 0,02 % de glutaraldefdo em PBS (10 min,
40°C), lavou-se uma vez em PBS, incorporou-se em elvanol e
observou-se no microscépio de fluorescéncia (Zeiss Axiophot,
banda estreita de FITC e extitagZo com TRITC). Simulta-
neamente determinaraw-se em outras alfquotas os diferentes
parfmetros da taxa de crescimento das células. Para este

fim tomaram-se 100 ul da suspensdo celular e determina-se

a incorporacgfo de 3H-timidina (8 uCi/ml, 2 horas), conforme
deascrito em Leutz et al., 1984. A partir da Figura 5 ve-
rificou-se que os eritroblastos incubados com transferrina
polillsina apresentam apés 24 horas 2 a 10 vesfculas de for-
te fluorescéncia que n¥o s#o detectdveis nas amostras de
comparagdo., O Quadro A wmostra queé com excepgdo da Fracgfo 6
todos os conjugados foram assimilados por praticamente

todas as células.

A Figura 5 mostra a asimilagdo de
fluorescéncia por eritroblastos de galinha que foram incuba-
dos durante 24 horas seam (A) ou com conjugados de transferri-
na-pelilisina marcados com FITC (B, C). Por estimilag3o
com luz azul (B), para a detecgdo de FITC) sdo visiveis niti-
damente vdrias vesiculas fluorescentes em cada célula., A es-
pecificidade desta fluoresc8ncia foi demonstrada pele facto
de que a excitag#o com luz verde (C: com a qual se pode ob-
servar uma fluoresc&ncia inespecf{fica das células como em A)
ndo se verifica (C).

O facto de que as células enm todas as
amostras crescem com igual velocidade (como se verifica por
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medida da incorporag¥o de timidina tritiada (°H TdR),
Quadro A), demonstra que as células nfio foram prejudicadas
pelas construg®es de polilisina e que deste modo é de ex-
cluir uma assimilag#o inespecifica (por exemplo através
das membranas tornadas permedveis).

Exemplo 6

O objectivo das experi2ncias realizadas
neste exemplo era demonstrar que os conjugados de trans-
ferrina-polilisina usados s#io utilizados por todas as célu-
las como a transferrina nativa, isto é, realizam o ciclo
normal da transferrina com eficdcia semelhante. S3o especial~
mente adequados para sistema de ensaio para este fim eri-
troblastos cuja maturagfo em eritrécitos normais foi indu-
zida pela acg8o de "desligar" o oncogene transformador
(Beug et al., 1982). A partir da literatura concluiu-se
que estas células necessitam de uma alta concentragfo do
complexo transferrina-ferro para a maturag¢8do normal (100
a 200 wug/ml, concentragdes 3 vezes mais reduzidas inibem
a maturagfo das células e provocam apds vdrios dias a morte
das células (Kowenz et al., 1986)). Foi tambéam possivel
mostrar (Schmidt et al., 1986) que a reciclagem, isto €,

a reutilizagdo de receptores de transferrina e em consequén-
cia um decurso do ciclo de transferrina com velocidade 6p-
tima, é indéspensdvel para uma diferenciag¢8o normal in
vitro.

Induzid-se a diferenciacf8o de eritroblas-
tos (transformados pelo retrovirus do receptor de EGF) por
privag8e de EGF e adig3o de uma quantidade dptima de eri-
tropoietina de galinha parcialmente purificada (Kowenz
et al., 1986, isenta de transferrina). A incubagio foi le-
vVada a efeito a uma concentragZo celular de lxlos/ml ea
meio de diferenciag3o isento de transferrina a 42°C e com
5% de CO,. No infcio da incubag¥o adicionou-se complexo
transferrina-ferro nativo (Sigma, 100 ag/ml) ou os conju-
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gados de transferrina-polilisina saturada com ferro
(concentracgiio igualmente 100 ug/ml). O crescimento e o es-
qado de maturag8o das células foram analisadas do modo que
se segue apds 24 c 48 h.

1. DeterminagZo do nudmero de células (num Coulter
Counter,Modelo ZM, Beug et al., 1984)

2. Medig8o da distribuigsio de dimens®es das células
(num Coulter Channelyzer Mod. 256) e

3. Determinag8o fotométrica do conteddo em hemoglo-
bina das células (Kowenz et al., 1986).

Para além disso centrifugaram-se ali-
quotas da mistura apds 72 horas num citocentrifuga (Shan-
don) e efectuou-se uma determinag&o histoquimica da hemo-
globina (colorag%o com benzidina neutra mais corante répi-
do Diff-Quik para células sanguineas, Beug et al., 1982).
08 resultados apresentados no Quadro B mostram claramente
que a maturagdo das células cuja diferenciag¢&o foi induzi-
da na presenga das fracgBdes 1 a 5 do conjugado de polilisin%—
-transferrina ocorre t3o eficazmente e com a mesma veloci-
dade que a das células que foram incubadas com transferrina
nativa-ferro. As células nas amostras de comparag8o isen-
tas de transferrina mostram relo contrdrio um crescimento
celular fortemente retardado e acumulam homoglobina apenas em
quantidades reduzidas. A investigagZio do fendtipo celular
em preparados corados com citospina indicou que as células
incubadas com os conjugados de transferrina-polilisina
apresentam uma maturag¢¥o para reticulécitos tardios (late
reticulocytes, Beug et al., 1982) do mesmo modo que as tra-
tadas com transferrina nativa, enquanto que as células
incubadas sem transferrina apresentam uma mistura de célu-
las desintegradas e células semelhantes e eritroblastos n#o
amadurecidos (Schimidt et al., 1986. Apenas as células trata-
das com a fracg¢do 6 de transferrina-polilisina apresentanm
um conteuido em hemoglobina mais reduzido e uma maior percen-
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tagem de células n3o amadurecidas (Quadro B). Este facto
indica que a fracgfio 6 que contém uma quantidade esre cial-
mente elevada de polilisina conjugada funciona menos bem no
ciclo da transferrina. Simultansamente este resultado
demonstra a sensibilidade do método de ensaio.

Exemplo 7

De modo andlogo ao do Exemplo 6 en-
salou-se a capacidade de diferentes conjugados de transfer-
rina-polilisina e conjugados transferrina-protamina na subs-
tituig&o funcional do complexo nativo transferrina-ferro
na maturagfo de eritroblastos de galinha para eritrécitos.

Jd fol anteriormente demonstrado que
os eritroblastos de galinha em diferenciac&o terminal aprese*-
tam um ciclo de transferrina de funcionamento 6ptimo; isto &
sem transferrina ou quando a reciclagem do receptor de
transferrina € inibida as células morrem (Kowenz et al.,
1986; Schmidt et al., 1986). Uma vez que normalmenté a eritrdé-
poietina de galinha parcialmente purificada utilizada ainda
contém transferrina, substituiu-se a EPO por um factor de
crescimento eritrdéide parcialmente purificado isento de
transferrina, a fim de possibilitar a diferenciag8o eritréi-
de (factor REV; Kowenz et al., 1986; Beug et al., 1982);
Usaram-se como células visadas eritroblastos que foram cul-
tivados com um receptor do factor de crescimento epidérmito
humano (EGFR) e transformados em conjunto com um retrovirus
que continha um oncogene v-myb sensivel & temperatura em
meio CFU-E (Radke et al., 1982) na presenga de 20 ng/ml de
EGF. Estas células s3o estimuladas a uma multiplicac#o
anormal por meio de EGF, a eliminagZo do factor de crescimen<
to EGF com adig8o simultanea de factor REV provoca a integra-+
¢80 das células na diferenciag®o normal. Apés duas lavagens
em meio isento de transferrina as células s3o inoculadas enm
meio isento de transferrina e adicionam-se diferentes quan-
tidades de transferrina saturada com ferro ou de conjugados
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transferrina-policatifio (antes ou apés a respectiva comple~-
xag8#o com ADN plasmidico). Apds 1, 2 ou 3 dias de incuba-
¢80 a 42°% verificou-se o estado de diferenciag8io das célu-
las por citocentrifugacgfio e colorag@o histoquimica ou por
determinag#o quantitativa da hemoglobina.

0 resultado deste ensaio & apresenta-
do na Figura 6 e no Quadro C.

Depositaram-se as células (1 x 106/ml)
em meio de diferenciag@io isento de conalbumina (Zenke et al.,
1988) completado por meio de 1 jug/ml de insulina e factor
REV em concentragfo 8ptima (Kowenz et al. 1986); diluigfo:
1 : 5000), uma vez sem aditivo (trifngulos), uma vez com
conalbumina saturada de ferro (circulos) e uma vez com con-
jugados TfpL 270 saturados de ferro (100 _ug/ml cada;
quadrados) em placas de 14 mm., Apés incubag8o durante 24 a
48 horas determinou-se fotometricament® o conteddo de
hemoglobina em alfiquotas de 100 Ml. A drea tracejada in-
dica o conteddo em hemoglobina na aus@ncia de transferrina
de células em cultura (média de 4 determinag¢Bes; Fig. 6A).

A fim de analisar a deferenciagfo eri-
tréide em fung¥o da concentrag8o de transferéncia ou de
transferrina-polilisina, depositaram-se as células, como des-
crito anteriormente, em meio que continha as quantidades
referidas de conalbumina saturada de ferro (circulos vazios),
TfpL 90 (quadrados vazios) ou TfpL 270 (quadrados a cheio)
e apés 2 dias determinou-se fotometricamente o conteddo em
hemoglobina (Fig. 6B).

Quadro C:

A diferenciag8o eritroide foi seguida
por determinag¢fo fotométrica da hemoglobina (ver Fig. 6),
por contagem num contador Coulter ou por citocentrifugacgo
seguida de coloragZo por benzidina neutra (para determinagfo
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de hemoglobina) e corante histolégico (Diff Quik; Beug et al
1982b). A concentrag3o final da transferrina e de conjuga-
dos de transferrina era no ensaio 1 de 60 ,ug/ml; no ensaio
2 e 3 de 100 _ug/ml. A concentracZio de ADN no ensaio 2 era
de 10 .ug/ml. Determinou-se a fracg83o de células desinte-
grantes, de células maduras (LR: reticulatécitos tardios;

E: erotrdécitos) e de células nZo amadurecidas (Ebl) de acor-
do com os métodos descritos por Beug et al,, 1982b e

Schmidt et al., 1986. Os resultados obtidos mostram que

dois conjugados de transferrina-polilisina (TfpL 90 ou

TfpL 270) bem como o conjugado transferrina-promamina sfo
capazes de substituir funcionalmente a transferrina nativa,
garantindo um rdpido transporte de ferro para os gldébulos
vermelhos diferenciados, como uma actividade especifica

1,5 a 2 vezes mais baixa (ver Fig. 6). A complexagfo de ADN
com transferrina-polilisina 270 e transferrina-protefna

ngo modificou essencialmente a actividade bioldgica dos
conjugados. Num ensaio de comparag8o verificou-se que com
adigdo de polilisina ou de protamina, misturadas com uma
quantidade apropriada de citrato de ferro em vez dos conju-
gados de transferrina as células ndo foram capazes de alcan-
¢ar a diferenciag@o a morreram, de modo andlogo as células
nas amostras de comparagZo que foram incubadas sem transfe-
rrina.

Em conjunto os ensaios de acordo com os
Exemplos 6 e 7 mostraram que os dois tipos de conjugados de
policatido-transferrina transportam ferro apenas ligeiramen
te menos eficientemente do que a transferrina natural.

Exemplo 8

Os conjugados polilisina-transferrina
possibilitam a absorgfo de ADN em eritroblastos de galinha.

No exemplo que se segue pretendia-se
investigar se o ADN numa dimensfo que corresponde A de ADNt-
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-ribozimas (ver Fig. 7) que pode ser transportado eficazmen-
te para o interior das células. No presente exemplo utili-
zou-se ADNt com uma inserg¢3o da sequéncia

CGTTAACAAGCTAACGTTGAGGGGCATGATATCGGGCC
CCGGGCAATTGTTCGATTGCAACTCCCCGTACTATAGC

com um peso molecular de cerca de 300 000, marcado na

extre midade com 32P ATP gama (Maniatis). Misturaram-se

cerca de 0,3 ug deste ADN, dissolvido em 20 ug de tam-

pdo TE, com 10 ug de transferrina nativa ou com 10 ug

da fracg®o 3 do conjugado de transferrina-polilisina,

ambos dissolvidos em 50 ul de 4gua bidestilada com 400
pg/ml de albumina de soro de bovino (Beug. H., et al.,

1982) ou com 50 ,ul deste solvente sem transferrina. Adi-
cionou-se cada uma das misturas ADN-proteina a 2 ml de meio
de diferenciagZo isento de transferrina, 4 x lO6 eritroblas-~
tos de galinha (que tinham sido transformados com um retro-
virus receptor de EGF e pré-incubados durante 18 h em meio
isento de transferrinf na presenga de EGF (Khazaie K., et
al., 1988)) e incubaram-se as misturas durante 8 horas a
37°C e com 5 % de CO,. Em seguida separaram-se as células
por centrifugagfo, tomou-se o sobrenadante e lavaram-se

as células 3 vezes em meio isento de transferrina. Retoma-
ram-se o sedimento celular e o meio de cultura em SDS a 1 %
1 mg/ml de proteinase K, NaCl 300 mM, tris 20 mM de pH

8,0, EDTA 10 mM (tampHo PK/SDS), incubaram-se durante 30
minutos a 3700, extrafu-se com fenol/cloroférmio e isolou-
-8e o ADN por precipitag¢3o com etanol. Separou-se o ADN
isolado com uma radioactividade total de 2000 cpm num gel de
acrilamida n3o desnaturante a 3,5 % (TBE, Maniatis) e detec-
tou-se o ADN por auto-radiografia. Verificou-se que nas amos-
tras celulares tratadas com transferrina-polilisina tinha
sido obtido cerca de 5 a 10 vezes mais ADN das células do
que nas amostras de comparag®o com transferrina nativa.
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Exemplo 9

Os conjugados polilisina-transferri-
na possbilitam a integrag3io e a expressfio de ADN plasmidico
em eritroblastos de galinha

Nestas experiéncias utilizou-se ADN
plasmidico que continha o gene de luciferase de Photinua
pyralis como gene de relatério (reporter), a fim de inves-
tigar a transferéncia e a expressdo de genes. Para este
fim preparou-se o ADN do plasmfdeo PRSV1uc (De Wet, J. R.,
et al,, 1987) usando o método normal de lise por Triton X
(Maniatis), seguido de centrifugag¢8o por gradiente de
equilibrio CsCl/EtBr, descolorag8o com butanol-l e diflise
contra tris-HCl 10 wM de pH 7,5 e EDTA 1 mM. Numa reac¢do
de formag#o de complexos tipica adicionaram-se 10 ug
de conjugado de transferrina-polilisina ou de transferrina-
-protamina a 3 ,Lug de ADN do plasmideo pRSVluc em 250 ul
de NaCl 0,3 M, com agitag8o cuidadosa e lenta. (Verificou-
-8e que mantendo estes condigdes € possivel usar até 100 g
de conjugado transferrina-policatifio e 30 Mg de ADN plasmi-|
dico num volume final de 500 Ml, sem que os complexos
conjugado/ADN precipitem). Apés 30 min & temperatura am-
biente adicionaram-se os complexos directamente a 5 a 10
b 106 células HDS (0,5 a 1 x 10° células por ml, meio
EBM+H (Beug et al., 1982a; 37°C, 5 % de C0,) e incubou-se
durante 16 a 48 h (a linha de células utilizada foi a linha
de células de eritroblastos de galinha HD3 transformada
por ts-v-erbB). Separaram-se as células (5 min a 1500 x g,
4 C), lavaram-se duas vezes com solugd3o salina tamponizada
com fosfato (PBS) e retomaram-se em 100 _ul de tris.HC1 e
0,25 M de pH 7,6. Preparam-se extractos celulares por meio
de tré&s ciclos de congelagfo e descongelag&o, seguidos de
centrifugag¥o a alta velocidade (15 min, 18 500 x g, 4°C).
Analisaram-se aliquotas destes extractos celulares para
verificag8o da ocorréncia de actividade de luciferase (De
Wet, J. R. et al., 1987). Mediu-se a bioluminesc&ncia usando
o Clinilumat (Berthold, Wildbach, RFA).
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Verificou-se que a presenga dos com-
plexos transferrina-polilcatiao/ADN no meio de cultura nfo
tem qualquer influéncia prejudicial sobre o crescimento e
a multiplicag8o celular. Como se pode verificar por meio
da Figura 8, a actividade mdmima de luciferase foi al-
cangada quando se usaram 3 ug de ADN/10 ug de Tfpl e
0,5 a 1l ug de ADN/Tfprot. Na hipétese de que todos os
complexos conjugado)ADN formados serem identicos, corres-
ponde a uma proporg¢#o molar de 25 a 75 moléculas de con-
jugagd@o por molécula de ADN plasmfddoco. A partir daqui
é possivel concluir-se gque o ADN & completamente abran-
gido no complexo por meio da molécula de conjugado e a uma
proporg&o conjugado/ADN que garante de modo evidente a
neutralidade eléctrica (calculada com base nas cargas posi-
tivas no policatifio que sZo necessdrias para neutralizar
as cargas negativas dos grupos fosfato no ADN). Esta hi-
pétese estd em concordéncia com a observagdo anterior de
que em comparagfo com a transferrina-polilisina & neces-
sdrio trés vezes menos transferrina/protamina fortemente
carregada positivamente para a formagdio éptima de complexo
e para a transferéncia de genes. Esta hipbtese estd de
acordo com o resultado obtido no Exemplo 4 para a propor-
¢8o conjugado/ADN que & uecessédria para a formag3o eficaz
de complexo.

Determinou-se a sensibilidade deste
gistema de transferéncia de genes usando uma proporgéo
T1pL/ADN optimizada como referido. O resultado desta
experidncia € apresentado na Figura 9; Menos de 1 ng
de ADN plasmfdico que codifica para a luciferase apresenta
ainda um sinal detectdvel. A utilizag#o de mais do que
2 ug de ADN plasmidico complexado com 6 ug de TfpL ou 20
ug de Tfprot n8o provavelmente em virtude da saturacgdo
do sistema, verificou-se ainda que n#o & necessdria qual-
quer concentragfio especial de sais ou dé iSes para a forma-
¢80 de complexos, uma vez que oS complexos TfpL/ADN forma-
dos com vdrias concentragdes salinas (NaCl O, 20, 50, 100,
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200 mwM) apresentavam actividades identicas nas experién-~
cias de transferéncia de genes. (Fig. 8 e Fig. 9: circulos=
= Tfprot, quadrados = TfpL). Foi possivel demonstrar que

se verifica a hipbtese de que os complexos transferrina-
-policatifio/ADN se ligam &s células por meio do receptor

de transferrina. Em primeiro lugar, conforme se apresenta
na Figura 10A, demonstrou-se que a actividade de lucife-
rase que se pode atingir por intermédio dos complexos
TfpL-ADN é pelo menos 100 vezes superior & actividade
medida para o complexo pL-ADN. Uma experiéncia de compara-
¢8o mostrou que uma mistura de polilisina e transferrina isd-
ladamente n3o facilita a absorgdo do ADN plasmfdico. Numa
outra experiéncia adicionou-se a uma quantidade constan-

te de complexo TfpL-ADN um excesso de transferrina nativa.
A Figura 10B mostra que a transferrina livre no meio conco-
rre eficazmente para a absorg3o de ADN mediada por TfpL,

0 que tem como resultado uma diminuic8o da actividade enzi-
mdtica de luciferase. Daqui & possivel concluir que a absor4
¢80 do complexo TfpL-ADN tem lugar nas células através dos
receptores de transferrina.

Exemplo 10

Em experiéncias preliminares tinha
sido verificado por meio de transfecgsio de fibroblastos
de galinha com ADN da secg8o erbB que o ADNt da secg®o
erbB-ribozima € expresso em células de galinha.

Com este exemplo foi possivel demons-
trar que as ADNt-ribozimas que s3o dirigidas contra o onco-
gene erb B s#o incorporadas em eritroblastos de galinha
transformados por erb B com o auxflio de conjugados polil-
isina-transferrina e podem enfraquecer a actividade de trans
formag8@o do oncogene.

Construiram-se dois genes de ARNt-
-ribozima dirigidos contra a regifio de infcio de traducfo
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de erbB (ver Figs. 7 e 11).

Digeriram-se com EcoRI cerca de 100
ug de cada um dos plasmideos que contém o gene, a fim de
libertar o gene de ARNt-ribozima de um fragmento de 325
pb. Os produtos da digest&o foram marcados na extre midade
por meio do fragmento de Klenow e foram purificados por
meio de electroforese em gel através de um gel de agarose
a 2 %/TBE. Localizaram-se o fragmento vector e os fragmentos
do gene de ARNt-ribozima por meio de coloragfio com brome-
to de etidio, recortaram-se e isolaram-se por electro-
eluig#o, extracgfo por fenol/cloroférmio e clorofdédrmio e pox
precipitag8o com etanol. Em seguida utilizaram-se os frag-
mentos de ADN purificados e marcados por isétopos radiocac-
tivos com utilizag®o do sistema de transporte de transferri-
na-polilisina de determinar a absorg#o e a inibigZo do ARN
de erbB. Utilizou-se como amostra de ADN de comparagdo o
vector pSPT 18.

Para sistema de ensaio escolheu-se uma
linha de células de eritroblastos de galinha transformada
por meio de um mutante sensivel & temperatura (ts 34, Graf
et al., 1978) do virus da eritroblastos das aves
(Beug et al., 1982 b). O oncogene erb B igualmente expresso
nestas células pode ser inibido por meio de um inibidor
espec{fico de quinase de protefna (H 7). (Verificou-se que
0 oncogene v-erbA in vivo e in vitro (isto € sob a forma
de uma protefna expressa por bactérias) é fosforilado em
dois locais, nomeadamente Ser 28 e Ser 29, por meio da quinalse
de proteina C ou através de quinase de protefna dependente
de cAMP. A mutagZo destas serinas para alaninas reduz a fos-
forilagéo e prejudica a actividade do oncogene v-ebrA., O
inibidor H7 é especifico destas duas quinase e possui a
capacidade de neutralizar selectivamente as alteragdes cau-
sadas por v-erbA em eritroblastos que contém v-erbA-v—erbB
(por exemplo bloqueamentos da diferenciagfo).
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¥ conhecido que os eritroblastos cu-
Jo oncogene erbB se encontra inactivado - por exemplo por
elevagdo da temperatura no caso de uam mutante de erb B
sensivel & temperatura, sofraam mutagdo transformando-se em
eritrécitos. Um dos indicios para este processo € uma
indugd@o da sintese da hemoglobina que pode ser detectada
ao nfvel da célula isolada por meio de uma andlise simples
(colorag8o com benzidina dcida, Orkin et al., 1975,
Graf et al., 1978). Como actividade fenotipica de uma ri-
bozima dirigida contra erb B neste sistema de ensaio era
deste modo de esperar uma elevagsio especifica do ndmero de
células positivas em relag8o & benzidina.

A série de experi8ncias em que se
baseia este exemplo foi realizado do modo seguinte: Mistu-
raram-se as diferentes preparagBes de ADN (ver no Quadro
D anterior), dissolvidas em 30 Ml de tampdo TE, com 10
ug cada de complexo transferrina nativa-ferro ou de con-
jugado transferrina-polilisina (dissolvido em 50 pl de
dgua bidestilada) e incubou-se durante 30 minutos a 37°C.

No caso de ADN plasmidico, (10 pug)
realizou-se uma maior quantidade dos preparados de transfer-
rina (100 ,g). Adicionou-se cada uma das misturas ADN-
~transferrina-ADN a 1 ml de meio de diferenciag¢#o isento
de transferrina (Zenke et al., 1988). Incubaram-se pre-
viamente as células do ensaio (3 x lO6 por experi8ncia) du
rante 60 minutos de diferenciagf8o isento de transferrina a
4200, (fortalecendo-se deste modo a absorgdo de transferri-
na) e adicionou-se is amostras que continham a mistura
ADN-transferrina. Apés 6 h, 18 h e 68 h (para o tratamento
das células ver acima) colheram-se amostras, conforme des-
crito, separaram-se em sobrenadante e sedimento celular,
retomaram-se em tampfo PK/SDS e analisaram-se o ADN,

A Figura 12 mostra que, de modo ani-
logo ao do Exemplo 8, nas amostras de células tratadas
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com transferrina-polilisina foi absorvido cerca de mais
5 a 10 vezes de ADN pelas células do que nas amostras de
comparag8o com transferrina nativa.

Pista m: Marcadores de peso molecu-
lar: ADN de pBR322, cindindo com HpaIl e marcado com alfa-
-32p-CTP radioactivo por meio do fragmento de Klenow da
polimerase de ADN (Maniatis)

Pista 1 : Fragmento ES13 de 2000 cpm

Pista 2 : Material celular tratado com
transferrina e ES13

Pista 3 : Material celular tratado com
transferrina-polilisina e ES13.

Apdés terminada a incubagBo (6 h) separa-
ram-se as células por centrifugag¢fo e incubaram-se mais 72
horas em meio de diferenciagZo que contém transferrina com
eritropoietina e insulina (Kowenz et al., 1986, Zenke et al,
1988, 2 ml por ensaio e a 3700, isto é na presenga de uma
proteina v-erb B activa).

Foram obtidos os seguintes resultados:

1. De modo andlogo ao do Exemplo 8 foi possfvel obser-
var uma absorg@o mais elevada de ADN (cerca de
5 vezes) na dimensfo dos ADNs do sector erbB nas
amostras celulares tratadas com transferrina-polil-
isina.

2. 0 Quadro D mostra que em todos os casos em que se
incorporou ADNt de sector de erbB-ribozima com o
auxilio de construg¢des polilisina-transferrina em
eritroblastos transformados em erb B, e percentagem
de células positivas em relagZo & benzidina & si-
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gnificativamente mais elevada (até cerca do dobro)
(como referéncia serviram as amostras que foram
tratadas com o ADN do vector e em que a utilizago
de conjugados polilisina-transferrina n#o provocava
previsivelmente uma elevagfo do ndmcro de células
positivas em relagZ@o & benzidina).

Exemplo 11

Ligag8o eficaz e intermalizacg#o de complexos transferrina-
-polilisina/ADN em células hematopoiéticas de galinha

Mediu-se a ligag8o de TfpL e de ADN
de TfpL a receptores da superficie celular com substfncias
marcadas com tritio de acordo com o método descrito por
Stein et al., 1984. Preparou-se TfpL marcado com 3H por
conjugag8o de polilisina marcada com transferrina de acor-
do com o método descrito no Exemplo 1., A marcag&o da po-
lilisina 90 foi levada a efeito por tratamento com formal-
defdo e boro-hidreto de sédio marcado com -H (Ascoli e
Puet, 1974). Os resultados desta experiéncia sio apresenta-
dos na Figura 13. Investigou-se a ligag¢Ho especifica ao
receptor de transferrina de células HD3 de TfplL 90 marcado
(quadrados) ou TfpL 90 marcado complexado com ADN de
pS-3K- (Promega Biotech, preparado por meios de lise com
Triton X, centrifugacg8o de gradiente de densidade equili-
brada com CsCl/EtBr, descolorag¢®o com l-butanol e diflise
contra tris.,HCl 10 mM de pH 7,5, EDTA 1 mM) (triéngulos).
Para este fim juntaram-se os conjugados ou os complexos
(0,1 a 100 nM) a células HD3 (1 x lOs/ml em MEM (= meio
minimo de Eagle) + 1 % de BSA) e incubou-se durante 3 h.
A Figura 13 mostra que tanto os conjugados como os complexos
se ligam a células HD3 de tal modo que atingem a saturacgo.
As constantes de ligag¢¥o aparentes calculadas a partir
destes dados s3o de 22 nM para o TfpL e de 43 nM para o
complexo TfpL-ADN. Se bem que um pouco mais elevado, estes
valores est3o em concordfncia relativa com os da transferri-
na nativa, que tinham sido determinados obtendo-se o valor
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de 15 nM.

A fim de seguir a absorgBo de complexos
TfpL-ADN em vesiculas intracelulares incubaram-se em primei-
ro lugar durante 18 h a 37°%c células HD3 com meio de dife-
renciagdo isento de transferrina. Apdés adigfio de FITC-trans-
ferrina ou de conjugados de TfpL (marcados com FITC no gru-
po polilisina e em algumas experi&ncias complexadas com ADN)
incubaram-se as células durante mais 18 h. Separaram-se as
células por citoentrifugagfio, fixaram-se com uma mistura
de formaldefdo a 3,7 % e glutaraldefdo a 0,02 %, lavaram-
-se com PBS, integraram-se em Mowiol 4,88 e observaram-se
nua microscépio de fluorescencia Zeiss Axiophot. Para
amostras de comparag¢gfo usaram-se anticorpos de cabra anti-

-rato marcado com FITC (0,1 mg/ml) (ver Exemplo 5). Para a de-

terminag8o quantitativa de FITC-Tf, FITC-TfpL e FITC-TfpL/
/ADN incubaram-se as células durante 6 h com cada ua dos
preparados (TF: 40 jug/ml; TfpL 270: 50 ug/ml; Tfpll270
com ADN de pB-SK (Promega Biotech, preparado por meio de
lise com Triton X, centrifugac¢Zo de gradiente de densidade cg
CsC1l/EtBr, descolorag®o com l-butanol e didlise contra tris-
-HC1 10 aM a pH 7,6, EDTA 1 aM): 50 ug/ml ou 16 Jug/ml,
respectivamente; tamp3o de ligag3o), lavaram-se 3 x em PBS/
/BSA frio e submeteram-se a andlise FACS quantitativa num
FCSAN de Becton-Dickinson (BD).

A Figura 14 mostra que tanto com TfpL
como também com TfpL-ADN todas as células apresentam uma
fluorescéncia relativa elevada mais de 10 x, o que indica
em consequ&ncia que os conjugados ou os complexos, respecti-
vamente, foram absorvidos por mais do que 95 % das células
(Pf:......; TfpL: ....; DfpL/ADN:————; taampZo de liga-
gdo; - - - ).

Exemplo 12
Express@o de ADN absorvido pelas células por meio de TfpL
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Depois de ter sido demonstrado nos exem-
plos anteriores que a transferephcia de genes com TfpL ndo
€ prejudicial para o crescimento das células, ensaiou-se
a actividade dos complexos TfpL-ADN que foram utilizados
durante um perfodo de tempo mais longo sobre as células
(o ADN usado foi o ADN plasmidico que contém o gene de luci-
ferase, conforme descrito no Exemplo 3). Nesta experién-
cia incubou-se sempre a mesma concentracfo com células
HD3 durante 1 a 4 dias com ou sem suplemento didrio com
complexos TfpL-ADN.

Determinou-se a actividade enzimdtica
de luciferase em alfquotas colhidas em diversos momentos,
conforme descrito no Exemplo 9. Nas culturas com adigdo
repetida dos complexos determinou-se uma expressfo do gene
da luciferase relativamente alta (100 000 a 200 000 unida-
des de luz/10”> células) que se conserva essencialmente
constante durante todo o perfodo da investigag#o. Durante
este perfodo nZo se observaram quaisquer efeitos cititdéxi-
cos. Quando as células foram carregadas apenas uma vez
com os complexos, a actividade de luciferase diminuiu entre
0 22 e o 42 dia de 10 a 20 vezes., Estes resultados mostraam
que apesar de uma express¥Bo evidentemente transitéria do
gene da luciferase, que foi introduzida com o auxflio dos
conjugados da presente invengHo nas células, por adigZo
repetida é possfvel conservar uma expressfo elevada cons-
tante do gene introduzido.

Exemplo 13

A fim de determinar a dimens3o da frac-
¢80 das células que expressa de facto o ADN plasmftico que
foi introduzido por meio transferrina, foram incubadas célu-
las HD3 com complexos TfpL/ADN como descrito nos exemplos
anteriores. O ADN usado foi ADN do plasmfdeo pRSV/- 43 Gal
( ). A express3o deste gene de relatério (reporter

foi investigado em consequé&ncia em células isoladas por meio

- 38 -
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de andlise de FACS (Nolan et al., 1986). Para comparac3o
utilizou-se ADN de TfpL-pB-SK-ADN ( . . . ). Para este fim
introduzid-se o substrato fluorescente 4 Gal-FDG (fluores~
ceina-di-|6 -d-galactopiranosido) por meio de choque osmé-
tico e investigou-se a distribuigfo das células que conti-
nham fluoresceina que tinha sido libertada em virtude da
actividade enzimdtica de 43 Gal em FDG. A distribuig®o ho mo-
génea das células que contém fluoresceina leva 2 conclusfo
de que uma fracg¢do importante das células expressa o gene
4 Gal-reporter, O resultado desta experiéncia é apresenta-
do na Figura 15.
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REIVINDICAGOES

Processo para a preparagfio de novos
conjugados de protefna-policatiZfo dotados de capacidade para
formar complezos soldiveis com substdncias com afinidade para
com policatides, especialmente 4cidos nucleicos ou andlogos
de dcidos nucleicos, os quais se ligam as células por meio
de endocitose mediada por um receptor, caracterizado por
se efectuar o acoplamento de uma protefna constituida por
transferrina a um policatifio por via quimica por meio de
um método de acoplamento de peptideos ou em alternativa
por via recombinante por meio de um método de preparagdo
de polipeptideos quiméricos.

- 28 -

Processo de acordo com a reivindicaggo

T

1, caracterizado por o policatiZio ser uma protamina eventual
mente modificada.

- 38 .

Processo de acordo com a reivindicag#o
1, caracterizado por o policatifio ser uma histona eventual-
@ ente modificada.

- 48 -

Processo de acordo com a reivindicacgfo
1, caracterizado por o policatifo ser um polipeptideo sin-
tético hombélogo ou heterdlogo.
- 45 -
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Processo de acordo com a reivindicag#o
4, caracserizado por o polipeptideo ser polilisina.

- 68 -

Processo de acordo com qualquer das
reivindicag%es 1 a 5, caracterizado por o policatiZio
apresentar cerca de 20 a 500 cargas positivas.

- 78 -

Processo de acordo com qualquer das
reivindicagdes 1 a 6, caracterizado por a proporg¢do molar
entre a transferrina e a policatifio ser de cerca de 10:1 a
1:4,

- 88 -

Processo para a preparagdo de novos
complexos proteina-policatiZfio/4cido nucleico que se ligam
&4s células por meio de endocitose mediada por um receptor,
caracterizado por se efectuar o acoplamento de uma protefna
constituida por transferrina a um policatiZo/4cido nu-
cleico por via quimica por meio de um método de acoplamento
de peptideos ou em alternativa por via recombinante por
meio de um método de preparagl@o de polipeptideos quiméricos.
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Processo de acordo com a reivindicago
8, caracterizado por o complexo obtido conter como fracgio
de conjugado um conjugado obtido de acordo com qualquer
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das reivindicagdes 1 a 7.

Processo de acordo com a reivindicacfo
9, caracterizado por o coamplexo obtido conter como 4cido
nucleico um 4cido nucleico dotado de capacidade para a ini-
bigdo especifica de genes ou da fungfo de ARN.

- ll& -

Processo de acordo com a reivindicacgZo
10, caracterizado por o complexo obtido conter um 4cido nu-
cleico dotado de capacidade para a inibic¢#Ho de 4cido nuclei-
co viral,

- 128 -

Processo de acordo com a reivindicagdo
10, caracterizado por o complexo obtido conter um 4cido nu-
cleico dotado de capacidade para a inibigHo de oncogenes
ou de outros genes chave que regulam o crescimento e/ou a
diferenciag®o das células.

- 138 -

Processo de acordo com qualquer das rei-
vindicag¢Bes 10 a 12, caracterizado por o complexo obtido
conter como dcido nucleico uma ribozima eventualmente em
conjunto com um ARN veilculo ou o gene que codifica para
aquela.
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Processo de acordo com a reivindicacgido 13,
caracterizado por o complexo obtido conter como acido nucleico
uma unidade genética constituida por um gene de ARNt como gene
veiculo e um gene de uma ribozima ordenada no interior deste

gene.

Processo de acordo com qualquer das reivindicacdes 8
a 12, caracterizado por o complexo obtido conter como &cido
nucleico um oligonucledtido anti-sentido, eventualmente
modificado, eventualmente em conjunto com um &cido nucleico
veiculo ou, no caso de um oligonucleétido de ARN, o gene que

codifica para aquele.

Utilizagdo in vitro ou ex vivo de um complexo de um
conjugado de transferrina-policatifio e de um &cido nucleico ou
de 4&cidos nucleicos solGveis sob condigdes fisioldgicas
caracterizado por se destinar & introducdo de &cidos nucleicos
em células humanas ou animais por meio de endocitose mediada
por um receptor.

Processo para a preparacio de uma composicdo
farmacéutica caracterizado por se incorporar como

ingrediente activo um complexo quando obtido de acordo com

-48-




qualquer das reivindicacgles 8 a 15.

A requerente reivindica a prioridade do
pedido austriaco apresentado em 16 de Margo de 1989, sob
o n%. A 610/89,

Lisboa, 15 de Margo de 1990
0 AGENTE OFICISL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL

w
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RESUMO

"PROCESSO PARA A PREPARAGAO DE NOVOS CONJUGADOS PROTEINA-
-POLICATIAO E DE COMPOSIGOES FARMACEUTICAS QUE OS CONTEM"

A invengf#o refere-se a um processo para
a preparag8o de novos conjugados protefna-policatiZio dotados
de capacidade de formar complexos soluveis com substincias
com afinidade para com policatides, especialmente 4cidos
nucleicos ou andlogos de 4cidos nucleicos, os quais se ligam
as células por meio de endocitose mediada por um receptor,
que compreende efectuar-se o acoplamento de uma proteina
constituida por transferrina a um policatifo por via quimica
por meio de um método de acoplamento de peptfdeos ou em
alternativa por via recombinante por meio de um método de
preparag8o de polipeptfdeos quiméricos.
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