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TETRAPEPTIDEO CAPAZ DE INDUZIR A PRODUCAO DAS PROTEINAS DA
MATRIZ EXTRACELULAR E COMPOSICAO O COMPREENDENDO
Esse pedido reivindica o beneficio de prioridade ao
Pedido Provisdério Americano No. de Série 60/813.284,
5 depositado em 13 de Jjunho de 2006, o gqual ¢é aqui
incorporado por referéncia na sua totalidade.

CAMPO DA INVENCAO

A invencado se refere aos tetrapeptideos com a porcéao

aminoadcido GxxG ou PxxP, onde G (glicina) e P (prolina) séao

10 mantidos e x é um aminodcido variavel. A invencdo também se

refere aos tetrapeptideos de mudanca de quadro ativos

(frame shift), os quais sado seqiiéncias de tetrapeptideos

com uma estrutura alterada de um tetrapeptideo GxG ou PxxP

numa proteina ECM. Particularmente, a invencédo se refere ao

15 GxxG, PxxP ou aos peptideos de mudanca de quadro ativos que

estimulam a producdo de proteinas da matriz extracelular e

intensificam o fechamento de ferimentos da monocamada de

células epiteliais da pele humana ferida por raspagem. AsS

composicdes peptidicas podem ser usadas em formulacdes para

20 reparar a pele danificada ou na manutencdo da pele
saudavel.

ANTECEDENTES DA INVENCAO

O envelhecimento da pele é comumente visto como a

formacao de rugas e a cicatrizacéao de ferimentos

25 prejudicada. Um ferimento é definido como uma ruptura na
integridade epitelial da pele. A cicatrizacdo normal de
feridas envolve uma série de eventos complexa e dinémica,
porém magnificamente orquestrada levando ao reparo de
tecidos danificados. O maior componente da pele normal é a

30 matriz extracelular (ECM), uma matriz tipo gel produzida
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pelas células que ela rodeia. A ECM é composta de duas
classes principais, incluindo proteinas estruturais
fibrosas e ©proteoglicanas. Alteracdes na composicao e
estado reticulado da ECM sao conhecidas como estando
5 associadas com o envelhecimento e numa faixa de disturbios
de pele adquiridos e hereditérios. Tem sido bem documentado
que ECM nao somente fornece suporte estrutural como também
influencia o} comportamento celular, tal como a
diferenciacdo e proliferacdao. Também cada vez mals grupos
10 de pesqguisa sugerem que os componentes da matriz podem ser
uma fonte de sinais celulares para facilitar a proliferacao
de células epiteliais e a migracadao e, deste modo, aumentar
a cicatrizacdo de feridas.

A maior classe de moléculas ECM fibrosas é a familia
15 do coldgeno, a qual inclui pelo menos 16 tipos diferentes
de coléageno. Coldgeno na matriz dérmica é composto
primariamente dos colédgenos tipo I (80 - 85%) e tipo III (8
- 11%), ambos sendo fibrilares, ou coldgenos em forma de
bastéo. A forca eldstica da pele é originada
20 predominantemente por essas moléculas de colageno
fibrilares, as quals se automontam em microfibrilas numa
disposicdo cabeca-cauda e lateral lado a lado escalonada.
Moléculas de coldgeno se tornam reticuladas as moléculas de
coldgeno adjacentes, gerando forca e estabilidade adicional
25 nas fibras de coldgeno. O dano a rede de colageno (por
exemplo, por enzimas ou destruicdo fisica) ou o seu total

colapso faz com que a cicatrizacdo ocorra por reparo.
Vadrios peptideos biocativos que estimulam a producdo de
proteinas ECM foram reportados tanto na literatura

30 cientifica gquanto em patentes emitidas. Historicamente,
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peptideos tém sido isolados a partir de fontes naturais e
tém sido recentemente o assunto de estudos de relacéo
estrutura-funcdo. Peptideos naturais também serviram como
pontos de partida para o design de anédlogos de peptideos
5 sintéticos.
Seqléncias especificas nas proteinas ECM podem
estimular elementos uteis na pele, tais como colageno tipo
I, coladgeno tipo III e fibronectina (Katayama et. al., J.
Biol. Chem. 288: 9941 - 9944 (1983)). Katayama et al.
10 identificaram o pentapeptideo KTTKS (SEQ ID NO: 17), no
propeptideo carboxiterminal (residuos 197 - 241) do
coldgeno tipo I. O propeptideo é clivado durante a producéao
da proteina de coldgeno madura. O propeptideo clivado pode
participar na regulacdo da producdo de colageno através de
15 um mecanismo de retroalimentacdo de Dbiossintese, com o
segmento KTTKS desempenhando um papel ativo. Magquart et al.
(J Soc Biol. 193: 423-28 (1999)) reportaram qgue O0S
peptideos GHK e CNYYSNS também estimulam a sintese de ECM.
Essas seqiiéncias podem ser liberadas durante a renovacao de
20 ECM, deste modo sinalizando a necessidade por reparo de
ECM. As seqliéncias de peptideos curtos 1liberadas por
qualquer mecanismo sdo Jgeralmente chamadas de “matricinas”
(Maguart et al., J. Soc. Biol. 193: 423-28 (1999)).
Apesar da existéncia de uma variedade de peptideos
25 naturais e sintéticos, existe uma necessidade por peptideos
biologicamente ativos melhorados e métodos para seus usos.
RESUMO DA INVENCAO
Sdo revelados tetrapeptideos que sdo caracterizados
pela porcdao da seqgiiéncia de aminoacidos GxxG ou PxxP, onde

30 o0s residuos de G (glicina) e P (prolina) sao mantidos e x é
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um aminoadcido variavel. Os tetrapeptideos sao derivados das

seqliéncias que ocorrem vVvarias vezes por toda a seqliéncia

primdria da proteina ECM, coldgeno tipo IV. As seqiiéncias

reveladas induzem a producdo de todas as formas de colégeno

5 maior do gque as seqiiéncias de peptideos anteriormente

conhecidas, incluindo KTTKS, vendida sob a marca comercial

MATRIXYL™ por SEDERMA SAS (Franca). Além disso, uma

composicao compreendendo uma combinacao de varias

seqliéncias multiplicadoras-repetentes induz uma resposta

10 produtora de coldgeno ainda maior. Podem ser esperados

beneficios adicionais a partir das combinacdes de peptideos
presentes numa variedade de proteinas ECM.

A producéao de uma combinacéao especifica de

tetrapeptideos para a reconstrucdo da ECM pode ser, sob um

15 ponto de vista de custo, comercialmente proibitiva. E

revelada uma forma relativamente simples e barata de

produzir uma combinacao diversa de tetrapeptideos

biologicamente ativos. Pela producdo de uma biblioteca

combinatorial de tetrapeptideos com a porcdao GxxG ou PxxP,

20 uma variedade de tetrapeptideos biologicamente ativos pode

ser gerada na mesma série de producdo (por exemplo, GEPG,

GPEG, GPPG e GEEG). A combinacdao dos tetrapeptideos pode

induzir uma maior formacdo de proteinas ECM do gque os

peptideos 1individuais. As composicdes compreendendo o0s

25 tetrapeptideos revelados, sozinhas ou em combinacao, sao

Utels nos mercados de cuidados com a pele incluindo, porém

sem se limitar, aquelas que tratam de rugas, tdénus, firmeza

e perda de firmeza da pele. A estimulacdo do colé&geno pelos

tetrapeptideos revelados pode melhorar significativamente a

30 saude e aparéncia da pele danificada e envelhecida.
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BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

FIG. 1 é& a SEQ ID NO: 45, a qual é a seqgiiéncia de
aminoadcidos do colageno IV ilustrando as ocorréncias dos
tetrapeptideos GxxG. Todas as seqliéncias em negrito estéo

5 sublinhadas e as seqliéncias que se sobrepdem estéao
duplamente sublinhadas.

FIG. 2 é a SEQ ID NO: 46, a qual é a seqgiiéncia de
aminoadcidos do coldgeno III ilustrando as ocorréncias das
mudancas de gquadro ativas PGPR e GAGP. Todas as seqliéncias

10 de mudanca de quadro ativas estdao em negrito e sublinhadas
e as seqliéncias GxxG qgue ocorrem numa distancia de uma
mudanca de quadro estdo duplamente sublinhadas.

FIG. 3 também é a SEQ ID NO: 45, a seqgiiéncia de
aminoadcidos de colageno IV, ilustrando as ocorréncias do

15 tetrapeptideo PGPP.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

A invencdo ¢é de um modo geral direcionada para
tetrapeptideos que estimulam a producdao de proteinas ECM e
modulam a cicatrizacdo de feridas, e aos usos de tais

20 tetrapeptideos.

Peptideos

Uma modalidade da invencdo ¢é direcionada para um
tetrapeptideo isolado compreendendo a porcdao GxxG ou PxxP.
Nessa modalidade, G (glicina) ou P (prolina) é mantida e X

25 é& um aminodcido variavel. O peptideo pode ser geralmente
qualquer peptideo que esteja dentro da descricdo acima, e
mais preferivelmente ser SEQ ID NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID
NO: 3, SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO:
9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO: 11, SEQ ID NQ: 12, SEQ ID NO:

30 13, SEQ ID NO:14, SEQ ID NO: 15 ou SEQ ID NO: 16.
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Outra modalidade da invencdo é direcionada para um
tetrapeptideo isolado compreendendo a porcao GxPG, onde x é
P em qualquer posicao variavel ou ambas. Nessa modalidade,
G (glicina) e P (prolina) sédo mantidas e x é um aminoacido

5 wvariadvel. O peptideo pode ser geralmente qualquer peptideo
que esteja dentro da descricéao acima, e mais
preferivelmente é a SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO:
5 ou SEQ ID NO: 7.

Outra modalidade da invencdo é direcionada para um

10 tetrapeptideo isolado compreendendo a porcdo GExG. Nessa
modalidade, G (glicina) e E (&cido glutamico) sdo mantidos
e x é um aminocacido variavel. O peptideo pode ser
geralmente qualquer peptideo que esteja dentro da descricéao
acima, e mails preferivelmente ser SEQ ID NO: 5 ou SEQ 1ID
15 NO: 8.

Outra modalidade da invencdo é direcionada para um
tetrapeptideo isolado compreendendo a porcdo PGxP. Nessa
modalidade, P (prolina) e G (glicina) s&o mantidas e x é um
aminoacido variéavel. O peptideo pode ser (geralmente

20 qualquer peptideo que esteja dentro da descricdo acima, e
mais preferivelmente SEQ ID NO: 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID
NO: 14 ou SEQ ID NO: 16.

Outra modalidade da invencdo é direcionada para um

tetrapeptideo isolado compreendendo a porcdo PExP. Nessa

25 modalidade, P (prolina) e E (acido glutémico) sao mantidos
e x é um aminoacido variavel. O peptideo pode ser
geralmente qualquer peptideo que esteja dentro da descricéo
acima, e mais preferivelmente ser SEQ ID NO:1 ou SEQ ID NO:
9.

30 Outra modalidade da invencdo é direcionada para um
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tetrapetideo de mudanca de quadro ativo. Nessa modalidade,
o tetrapeptideo ocorre numa mudanca de quadro de um
tetrapeptideo GxxG ou PxxP numa proteina ECM. O peptideo
pode ser de um modo geral dqualquer peptideo que esteja

5 dentro da descricdo acima, e mais preferivelmente ser SEQ
ID NO: 4 ou SEQ ID NO: 6.

Cada um dos peptideos acima descritos podem
compreender D- ou L-aminoé&cidos. Os peptideos podem
compreender todos os D-aminoacidos ou L-aminoadcidos. Os

10 peptideos podem ter um 4&cido C-terminal (=CO2H) ou,
preferivelmente, uma amida C-terminal (-CONH;, -CONHR ou -
CONR2) . Os peptideos podem ser ainda aumentados ou
modificados, seja quimicamente ou enzimaticamente. Por
exemplo, o0s peptideos podem ser amidados (-NHz) no C-

15 terminal, o) que pode tornar o tetrapeptideo menos
suscetivel a degradacao pela protease e aumentar as suas
solubilidades em comparacdo com as formas de &acido livre.
Os peptideos também podem ser “lipidados”, o que pode

proporcionar uma maior penetracdo na pele.

20 Os peptideos acima descritos podem conter os seguintes
aminoadcidos: R (arginina), L (leucina), P (prolina), F
(fenilalanina), Q (glutamina), E (Acido glutémico), I
(isoleucina), K (lisina), S (serina), A4 (valina), A
(alanina), N (asparagina), D (acido aspartico), T

25 (treonina), Y (tirosina) e G (glicina). Os peptideos acima
descritos nao incluem os seguintes: M (metionina), C
(cisteina), H (histidina) ou W (triptofano) .

Concordantemente, numa modalidade, X nado é selecionado de
(metionina), C (cisteina), H (histidina) ou W (triptofano).

30 Métodos de uso
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Uma modalidade adicional da invencdo é direcionada
para os métodos de uso dos peptideos acima descritos. Os
métodos de uso podem envolver o uso de um unico peptideo,
ou podem envolver o uso de dois ou mais peptideos em

5 combinacéo.

Uma modalidade da invencdo é um método de promocao de
reparo da pele danificada e de manutencdo da saude da pele
usando tetrapeptideos que estimulam a producdo de proteinas
ECM. O método é geralmente direcionado para o contato das

10 células da derme (pele) com uma composicdo contendo o
peptideo. As composicdes podem ser um aerossol, emulséo,
liquido, 1locédo, creme, pasta, ungiiento, espuma ou outra
formulacdo farmaceuticamente aceitével. Geralmente, uma
formulacdo farmaceuticamente aceitavel poderia incluir

15 gqualquer veliculo aceitédvel adequado para uso na pele
humana, por exemplo, um veiculo cosmeticamente aceitéavel e
um velculo dermatologicamente aceitavel. As composicdes
podem conter outros agentes biologicamente ativos, tais
como retindides ou outros peptideos. As composicdes podem

20 conter veiculos ou adjuvantes farmaceuticamente aceitéaveis.
O passo de contato pode ser efetuado in vivo, 1n situ, In
vitro ou por qualquer método conhecido pelas pessoas
versadas na técnica. Mais preferivelmente, o passo de
contato é para ser efetuado topicamente numa concentracéo

25 suficiente para 1induzir uma resposta estimulatdria. A
concentracdao do peptideo na composicdo pode ser de cerca de
0,01 pug/mL até cerca de 100 pg/mL, de cerca de 0,1 pg/mL
até cerca de 50 pg/mL e de cerca de 0,1 ug/mL até cerca de
1 ug/mL. O passo de contato pode ser efetuado num mamifero,

30 num gato, num cachorro, numa vaca, num cavalo, num porco ou
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num ser humano. Uma composicdo preferida para promover a

producdo da proteina ECM compreende a SEQ ID NO: 8; mais

preferivelmente, a composicdo compreende SEQ ID NO: 8 numa

mistura heterogénea com pelo menos um outro tetrapeptideo.

5 Numa modalidade mais preferida, 0s tetrapeptideos

individuais na composicdo poderiam causar a producadao de
coldgeno sustentada por um periodo de pelo menos 48 horas.

Uma modalidade adicional da invencdo ¢é direcionada

para um método de promocdo da cicatrizacdo de feridas da

10 pele danificada pelo envelhecimento normal, doencas,

injuria, trauma ou por cirurgia ou outros procedimentos

médicos. O método pode compreender a administracdo a ferida

de um animal de uma composicdo, em gue a composicao

compreende qualquer um dos peptideos acima descritos,

15 individualmente ou em combinacdo. As composicdes podem ser

um liquido, locéao, creme, pasta, ungliento, espuma ou

qualquer outra formulacdo farmaceuticamente aceitavel. As

composicdes podem conter veiculos ou adjuvantes

farmaceuticamente aceitédveis. As composicdes podem conter

20 outros agentes biologicamente ativos, tais como agentes

antimicrobianos ou fatores de crescimento. As composicdes

podem também ser usadas em combinacdo com outros agentes

terapéuticos, tais como enxertos de tecido, produtos de

cultura de tecido, oxigénio ou curativos. A concentracédo do

25 peptideo na composicdo pode ser de cerca de 0,01 upg/mL até

cerca de 100 pg/mL, de cerca de 0,1 ug/mL até cerca de 50

ug/mL e de cerca de 0,1 ug/mL até cerca de 1 ug/mL. A

composicao pode ser administrada ao ferimento topicamente.

O animal pode, de um modo geral, ser dgeralmente qualquer

30 tipo de animal, e preferivelmente é um mamifero, e mais
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preferivelmente ¢é um ser humano, vaca, cavalo, gato,
cachorro, porco, cabra ou ovelha. Uma composicdo preferida
para aplicacdes de cicatrizacdo de feridas nas dquais a
producdo de proteina ECM é promovida compreende a SEQ ID
5 NO: 8; mais preferivelmente a composicdo compreende SEQ ID
NO: 8 numa mistura heterogénea com pelo menos um outro
tetrapeptideo. Numa modalidade mais preferida, 0s
tetrapeptideos individuais na composicdo poderiam causar a
producdo de coldgeno sustentada por um periodo de pelo
10 menos 48 horas.

Uma modalidade adicional da invencdo ¢é direcionada
para um método de reducdao da cicatriz da pele danificada
pelo envelhecimento normal, doenca, injuria, trauma ou por
cirurgia ou outros procedimentos médicos. O método pode

15 compreender a administracdo a ferida de um animal de uma
composicdo, em que a composicdo compreende qualquer um dos
peptideos acima descritos, individualmente ou em
combinacdo. As composicdes podem ser um ligquido, locéo,
creme, pasta, ungiento, espuma ou outra formulacao

20 farmaceuticamente aceitéavel. As composicdes podem conter
veiculos ou adjuvantes farmaceuticamente aceitéveis. As
composicdes podem conter outros agentes Dbiologicamente
ativos, tais como agentes antimicrobianos ou fatores de
crescimento. As composicdes podem também ser usadas em

25 combinacdo com outros agentes terapéuticos, tais como
enxertos de tecido, produtos de cultura de tecido, oxigénio
ou curativos. A concentracdo do peptideo na composicao pode
ser de cerca de 0,01 pug/mL até cerca de 100 pg/mL, de cerca
de 0,1 pug/mL até cerca de 50 upg/mL e de cerca de 0,1 ug/mL

30 até cerca de 1 ug/mL. A composicdo pode ser administrada ao
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ferimento topicamente. O animal ©pode ser geralmente

qualquer tipo de animal, e preferivelmente é um mamifero, e

mais preferivelmente é um ser humano, vaca, cavalo, gato,

cachorro, porco, cabra ou ovelha. Uma composicdo preferida

5 para aplicacdes de cicatrizacdo de feridas nas dquais a

producdo de proteina ECM é promovida compreende a SEQ ID

NO: 8; mails preferivelmente a composicdo compreende SEQ ID

NO: 8 numa mistura heterogénea com pelo menos um outro

tetrapeptideo. Numa modalidade mais preferida, 0s

10 tetrapeptideos individuails na composicdo poderiam causar a

producdo de coladgeno sustentada por um periodo de pelo
menos 48 horas.

Outra modalidade da invencdo é direcionada para um

método de producéao dos tetrapeptideos revelados em

15 combinacdo. Os peptideos podem ser produzidos usando

qualquer método conhecido pelas pessoas versadas na

técnica, tais como aqueles revelados em Merrifield, R. B.,

Solid Phase Peptide Synthesis 1., J. Am. Chem. Soc. 85:

2149-2154 (1963) ; Carpino, L. A. et al., [ (9-

20  Fluorenylmethyl)oxy] Carbonyl (Fmoc) Amino Acid Chlorides:

Synthesis, Characterization, And Application To The Rapid

Synthesis Of Short Peptides, J. Org. Chem. 37:51:3732-3734;

Merrifield, R. B. et al., Instrument For Automated

Synthesis Of Peptides, Anal. Chem. 38: 1905-1914 (1966); ou

25 Kent, S. B. H. et al., High Yield Chemical Synthesis Of

Biologically Active Peptides On An Automated Peptide

Synthesizer Of Novel Design, em: PEPTIDES 1984 (Ragnarsson

U., ed.) Almgvist e Wiksell Int., Estocolmo (Suécia), pp.

185-188, todos os quais sdo aqui incorporados por

30 referéncia nas suas totalidades. Preferivelmente, os
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peptideos serdo produzidos por uma maquina capaz de efetuar
a adicdo seqliencial dos aminoadcidos numa cadeia peptidica
em crescimento. Entretanto, os peptideos também podem ser
produzidos usando a metodologia da fase de solucdo padréao.
5 Tem sido observado que a adicdo de uma mistura de
aminoadcidos 1livres, ao 1invés de misturas de peptideos
homogéneas durante a sintese da cadeia peptidica, resulta
na incorporacédo variada de aminoacidos livres, de modo que
uma combinacdo de peptideos resulta das reacdes de sintese.
10 A freqliéncia de incorporacdo relativa de um aminoacido
particular incluido numa mistura de dois ou mais
aminoacidos adicionados durante a sintese pode ser
ajustada. O ajuste é tornado possivel pela modificacado da
proporcado de um aminoacido livre disponibilizado durante o
15 processo de sintese em relacdo aos outros aminocadcidos na
mistura (isso é chamado de uma mistura isocinética).

Os Exemplos a segulir sédo incluidos para demonstrar
modalidades preferidas da invencdo. Deve ser percebido
pelas pessoas versadas na técnica que as técnicas reveladas

20 nos exemplos que se seguem representam técnicas descobertas
pelo inventor para funcionar bem na pratica da invencédo, e
deste modo podem ser consideradas como constituintes de
modos preferidos para a sua pratica. Entretanto, as pessoas
versadas na técnica deveriam, a luz da presente descoberta,

25 perceber que muitas alteracdes podem ser feitas nas
modalidades especificas, as quais sdo reveladas e ainda
obter um resultado semelhante ou similar sem sair do
espirito e escopo da invencao.

EXEMPLOS

30 Exemplo 1: Identificacdo de repeticdes de seqgliéncias

Petigao 870180011059, de 09/02/2018, pag. 20/47



13/34

tetrapeptidicas no colageno

Uma proporcdo relativamente alta de seqiiéncias de
repeticdo do tetrapeptideo de coldgeno IV tem a porcado GxxG
(onde x ¢é qualquer aminoacido). Uma variedade dessas ¢é

5 mostrada in situ como parte da seqgiéncia de colageno IV
completa ilustrada na Figura 1 como SEQ ID NO: 45. Coléageno
IV foi examinado primeiramente devido ao seu papel de
interacdo com outros componentes ECM especializados (ver
Gregory Schultz et al., 2005). Existem onze seqgiiéncias com
10 a porcado GxxG no colédgeno IV gque aparecem mais de dez vezes
(GxxG, onde xx é representado por: vp, ek, fp, lp, prp, sp,
ep, 1ip, pk, gp e tp). Dessas seqiéncias de tetrapeptideos,
oito das onze seqgiiéncias contém prolina na posicdo 3, duas
das onze seqiéncias contém P na posicdo 2, uma das onze
15 seqliéncias contém prolina nas posicdes 2 e 3, e uma das
onze seqliéncias ndo contém prolina. As seqliéncias reveladas
sdo referidas como REPLIKINES™., “REPLIKINE” é definido como
uma seqiiéncia curta nas proteinas ECM que ocorre varias
vezes (isto é, é replicada). Essa seqiiéncia pode estar
20 presente numa proteina ECM (por exemplo, colageno 1IV).
Preferivelmente, a seqgiiéncia estd presente em multiplas
proteinas ECM (por exemplo, todos os colagenos, elastina,
laminina, etc.). A presenca da seqliéncia em Varias
proteinas ECM aumenta a probabilidade de que o fragmento
25 possa ser capaz de promover a sintese ou reparo de ECM.

As onze seqgiiéncias GxxG aparecendo no colageno IV
listadas acima sé&do destacadas na seqiiéncia do colégeno IV
humano ilustrada na Figura 1. Nessa figura, todas as
seqliéncias em negrito estdo sublinhadas e as seqgliéncias que

30 se sobrepdem estdo duplamente sublinhadas. Todas, a excecao
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de uma dessas seqliéncias, também aparecem nos colédgenos I,

II, III e IV. Esse fato contribui para a capacidade dos

peptideos revelados de estimular a producdao de todos os
tipos de colédgeno, particularmente quando os peptideos séao

usados em combinacdo. Tabela 1 mostra a freqiiéncia de

varias repeticdes de tetrapeptideo nas proteinas ECM. As
seqliéncias em negrito na Tabela 1 sdo aquelas que aparecem

no colageno IV dez ou mails vezes.

Tabela 1: Frequéncia dos tetrapeptideos nas proteinas
ECM
SEQ Seqié | Coladg | Colag [ Colag | Colag | Colag | Elast | Precu
ID ncia eno I |eno eno eno eno V | ina rsor
NO: IT I1T v da
elast
ina
19 GAAG 10 5 7 2 4 5
20 GAKG 3 4 3 5 5
21 GAPG 13 21 25 6 9
22 GDKG 2 2 4 9 3
23 GDRG 2 5 2 4 1
8 GEKG 3 5 4 22 15
5 GEPG 11 15 10 11 4
24 GERG 10 11 14 6 7
2 GFPG 4 8 6 22 5 1 1
25 GIPG 2 2 6 14 6 5 5
26 GKDG 1 4 5 2 2
27 GKPG 2 3 3 4 1
28 GLKG 2 1 1 5 4
29 GLPG 15 10 9 42 15 1 1
30 GNPG 3 5 3 2 1
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31 GPAG 16 20 20 3 6
32 GPKG 3 11 4 12 9
7 GPPG | 33 40 40 46 43
33 GPQG 7 11 9 7 5
34 GPRG 11 13 10 4 7
35 GPSG 10 11 5 1 5
36 GPTG 4 3 2 2 6
37 GPVG 9 3 3 2 5
38 GQPG 3 4 6 12 7
39 GRDG 4 2 3 3

40 GRPG 3 3 4 2 5
3 GSPG |4 6 21 16 3
41 GTPG 3 4 2 11 2
42 GVKG 1 3 2 3 1
43 GVPG 1 3 10 1 14 15
44 GYPG 1 1 1 4 2

Conforme ¢é evidente a partir de uma revisdao da
seqliéncia de colédgeno IV, SEQ ID NO: 45, também héd muitas
ocorréncias das seqliéncias com a porcdo PxxP. Por exemplo,
a seqliéncia PGPP ocorre ndo menos do gue dJuinze vezes

5 conforme ilustrado na Figura 3. Conseqgqlientemente, essa
sequiéncia revelada também ¢é referida como REPLIKINE™,
Preferivelmente, essa seqiiéncia estd presente em varias
proteinas ECM (por exemplo, em todos os col&genos,
elastina, laminina, etc.) uma vez que a presenca dessa

10 seqliéncia em varias proteinas ECM aumenta a probabilidade
de que o fragmento possa ser capaz de promover a sintese ou
reparo de ECM. As quinze seqiiéncias PGPP aparecendo no
coladgeno IV listadas acima estdo destacadas e sublinhadas

na seqiiéncia do colédgeno IV humano ilustrada na Figura 3.
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Exemplo 2: Identificacdo das mudancas de quadro ativas

Além da proporcao relativamente alta das seqiiéncias de
repeticdes de tetrapeptideo de coldgeno IV com a porcao
GxxG, outras seqiiéncias de tetrapeptideos ocorrendo numa

5 mudanca de quadro de aminoadcido de distancia de uma
seqliéncia de tetrapeptideo GxxG ou PxxP foram
identificadas. Essas seqiiéncias podem se repetir ou ocorrer
somente uma vez numa proteina ECM, e podem estar
localizadas numa posicdo de aminodcido de distdncia de uma

10 seqliéncia de tetrapeptideo GxxG ou PxxP, conforme aqui
descrito. Essas seqiiéncias de tetrapeptideos sao referidas
como mudancas de quadro ativas. Tais mudancas de quadro
ativas podem, concordantemente, conter qualgquer um dentre G
ou P em qualquer uma dentre a segunda ou terceira posicao

15 dependendo da direcdo da mudanca de quadro. Foli ainda
reconhecido que as mudancas de quadro ativas podem ser
combinadas com outras seqgliéncias de tetrapeptideo reveladas
nesse pedido, formando uma combicina. Um exemplo de tal
combicina é HO6 e H1b5.

20 Um exemplo de uma mudanca de quadro ativa é GAGP ou
H12 (SEQ ID NO: 6). H12 (GAGP) aparece um residuo (ou
estrutura) modificado do tetrapeptideo GxxG GGAG no
coladgeno III (SEQ ID NO: 46) conforme ilustrado na Figura
2. Nessa figura, todas as seqgliéncias de mudanca de gquadro

25 ativas estdo em negrito e sublinhadas e as seqiiéncias GxxG
ocorrendo a uma mudanca de quadro de distdncia estéao
duplamente sublinhadas. Além disso, conforme mostrado na
Tabela 5, esse tetrapeptideo (GAGP) alcanca bons resultados
para a producao de colageno em 48 horas. Outro exemplo é a

30 sequiéncia PGPR, a qual é& H10 (SEQ ID NO: 4), a gqual ocorre
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onze vezes nos colagenos I - IV. Uma vez que ela aparece
varias vezes numa proteina ECM individual, esse
tetrapeptideo poderia ainda ser considerado uma REPLIKINE.
Figura 2 (SEQ ID NO: 46) 1ilustra varios exemplos desse

5 tetrapeptideo com cada um ocorrendo uma mudanca de gquadro
do tetrapeptideo GxxG GPRG. Essa mudanca de quadro ativa
particular aparece em varias proteinas ECM e, deste modo,
aumenta a probabilidade de que o fragmento possa ser capaz
de promover a sintese ou reparo de ECM.

10 Exemplo 3: Identificacdo de seqgiiéncias repetidas que

estimulam a producdo de colageno

Varias seqliéncias identificadas nos Exemplos 1 e 2

foram sintetizadas usando quimica ©peptidica padrédo e

avaliadas quanto a estimulacdo de coldgeno a partir de

15 fibroblastos dérmicos. Os peptideos sintetizados foram

amidados no C-terminal, o que tornou os tetrapeptideos

menos suscetiveis a degradacdo pela protease e aumentou as

suas solubilidades em comparacdo com as formas de é4&cido

livre. Fibroblastos dérmicos humanos foram incubados em

20 placas de 96 pocos a 37 °C e CO» 5% por 24 e 48 horas em

150 pL de meio de cultura de células completo (Cascade

Biologics, Portland, OR; No. Cat. M-106-500), suplementado

com Suplemento de Crescimento com Pouco Soro (Cascade

Biologics, Portland, OR; No. Cat. S-003-10) contendo

25 peptideos de amostra numa concentracdao de peptideo final de

50 pug/mL. Cada poco foi semeado com 10.000 células. Apds a

incubacédo, amostras de 100 puL de meio foram recuperadas de
cada poco e avaliadas quanto a producédo de colégeno.

Os ensaios foram efetuados pelos laboratdrios Tebu-bio

30 (Franca) usando o Kit de Ensaio de Coldgeno SIRCOL™
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(Biocolor Assays, Reino Unido) seguindo o protocolo do

fabricante. O Ensaio de Coldgeno SIRCOL™ é um método de

ligacdo a corante quantitativo projetado para a anéadlise de

coladgenos soluveis liberados em meio de cultura por células

5 de mamiferos durante a cultura in vitro. O colageno das

amostras testadas se liga ao corante SIRCOL™ anidnico. Os

complexos coladgeno-corante precipitam para fora da solucéao

e sdo peletizados por centrifugacdo. O pélete de coléageno-

corante recuperado foi dissolvido numa solucdo alcalina

10 antes das medicdes de absorvancia. Medicdes em duplicata

foram tomadas nos tempos de 24 e 48 horas a partir de duas

amostras separadas. Foli feita uma média com as dquatro

medicdes para cada amostra. As absorvancias dos brancos com

reagente, padrdes de coladgeno e amostras foram medidas a

15 560 nm. A absorvancia do branco do reagente foil subtraida a
partir da absorvéncia de cada amostra em 24 e 48 horas.

Dois grupos de dados separados foram usados para gerar

duas curvas de calibracdo de padrdes de coladgeno. A

primeira curva de calibracdo foi gerada para propdsitos do

20 cidlculo da quantidade de <coldgeno nas amostras H6

(combinacdo das SEQ ID NOS: 1 - 4), H7-H14 (SEQ ID NOs: 1 -

8, respectivamente) e H15 (combinacdo das SEQ ID NOs: 5 -

8). A segunda curva de calibracado foli gerada para calcular

a quantidade de coldgeno nas amostras H16 (SEQ ID NO: 9),

25 H21-23 (SEQ ID NOs: 10 - 12, respectivamente), H25-26 (SEQ

ID NOs: 13-14, respectivamente) ou H29-30 (SEQ ID NOs: 15 -

16, respectivamente), H32 (SEQ ID NQ: 17), H33 (combinacéao

das SEQ ID NOs: 9-12), H34 (combinacdo das SEQ ID NOs: 11 -

14), H35 (combinacéao das SEQ ID NOs: 13-16), H36

30 (combinacdo das SEQ ID NOs: 1, 6, 5, 8), H37 (SEQ ID NO:
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17) e H38 (SEQ ID NO: 8) a partir das medicdes de
absorvancia e foli criada pela demarcacdo da Absses nm dOS
padrdes de <coldgeno conhecidos versus as concentracdes
respectivas dos padrdes de coldgeno (em microgramas) cada
5 vez que uma série de ensaios fol efetuada. Em relacdo a
cada grupo de dados, a mesma curva de calibracdo foi usada
para as amostras tomadas nos tempos de 24 e 48 horas
(Tabelas 2A e 2B). Concordantemente, diferentes curtas de
padrdes foram preparadas imediatamente antes de efetuar

10 cada série de ensaios.
Tabela 2A: Curva de calibrag¢dao para avaliar a produgao

de colageno pelos peptideos HA-H15

Padrdes de Asgo nm Teste de 24h | Asgo nm Teste de 48h
colageno (ug)
0 0,00 0,00
5 0,08 0,10
10 0,11 0,15
25 0,32 0,35
50 0,66 0,65

Tabela 2B: Curva de calibrag¢ao para ensaiar a produgao

de colageno pelos peptideos H16, H21-23, H25-26 e H29-38.

Padrdes de Data de ensaio 1 Data de ensaio 2
colageno (ug) As60 nm As60 nm
0 0,00 0,00
5 0,12 0,09
10 0,14 0,15
25 0,48 0,42
50 0,88 0,80
15 Foi efetuada uma regressdao 1linear a partir da

demarcacao dos valores de Abssso nm versus as concentracdes
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dos respectivos padrdes de coldgeno usando MICROSOFT
EXCEL™. A regressdo resultou nas 1linhas descritas pela
férmula y = 0,013x para ambos os tempos de incubacao
verificados na Tabela 2A. Uma vez que o0s resultados foram
5 idénticos, somente o periodo de tempo de 24 horas foi usado
para a segunda série de curvas de calibracdo. A férmula da
linha obtida na data de ensaio 1 e na data de ensaio 2 da
segunda série de amostras foi y = 0,0178x e y = 0,0162x%,
respectivamente. O peptideo LL-37 (SEQ ID NO: 18) foi usado
10 como controle positivo, uma vez dque ele foli amplamente
reportado como tendo um impacto na cura de ferimentos em
homens (Heilborn et al., The Cathelicidin Anti-Microbial
Peptide LL-37 Is Involved In The Re-Epithelialization Of
Human Skin Wounds And Is Lacking In Chronic Ulcer
15 Epithelium, J. Invest. Dermato. 120: 379-89 (2003)). O
limite de deteccédo do ensaio definido pelo fabricante é de

2,5 ug.
A quantidade total de colageno produzida nas amostras
contendo peptideos foi calculada a partir da média dos
20 valores de absorvédncia tomados em 24 horas (Tabela 3A) e 48
horas (Tabela 3B) usando a equacao linear derivada da curva
padrdo. A quantidade total de coldgeno produzido nas
amostras contendo os peptideos H16 (SEQ ID NO: 9), H21-23
(SEQ ID NOs: 10 - 12, respectivamente), H25-26 (SEQ ID NOs:
25 13-14, respectivamente) ou H29-30 (SEQ ID NOs: 15 - 16,
respectivamente), H32 (SEQ ID NQ: 17), H33 (combinacédo das
SEQ ID NOs: 9-12), H34 (combinacdo das SEQ ID NOs: 11 -
14), H35 (combinacéao das SEQ ID NOs: 13-16), H36
(combinacdo das SEQ ID NOs: 1, 6, 5, 8), H37 (SEQ ID NO:

30 17) e H38 (SEQ ID NO: 8) foi calculada a partir dos valores
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de absorvancia tomados em 24 horas (Tabela 4A) e 48 horas
(Tabela 4B) usando a equacdo linear derivada da curva
padrdao. Esses valores foram comparados com o peptideo LL37
(SEQ ID NO: 18), um peptideo conhecido por estimular o
5 coldgeno. Em cada tabela, as amostras marcadas por um
asterisco (*) podem nao ser significativas, uma vez que o
limite de deteccdo do ensaio é de 2,5 ug.
Tabela 3A: Medigdes de absorvancia e quantificagdo do

colageno nas amostras de teste H6-H15 em 24 horas.

SEQ ID| Peptide | Asso nm Média Média Colégen
NO: 0s menos o (ng)
branco
18 LL37 0,102 0,136 0,12 0,04 3,0
- HG6 0,084 0,140 0,11 0,03 2,5
1 H7 0,098 0,063 0,08 0,00 0,0%*
2 H8 0,122 0,078 0,10 0,02 1,5%*
3 HO9 0,147 0,104 0,13 0,05 3,5
4 H10 0,103 0,146 0,12 0,04 3,4
5 H11 0,110 0,168 0,14 0,06 4,5
6 H12 0,063 0,101 0,08 0,00 0,2*
7 H13 0,114 0,093 0,10 0,02 1,8%*
8 H14 0,115 0,122 0,12 0,04 3,0
- H15 0,132 0,093 0,11 0,03 2,5
- Branco 0,074 0,076 0,08 0,00 0,0
10 Tabela 3B: Medigdes de absorvancia e quantificagdo do

colageno nas amostras de teste H6-H15 em 48 horas.

SEQ ID| Peptide | Asso nm Média Média Colégen

NO: 0s menos o (ng)
branco

18 LL37 0,262 0,113 0,19 0,07 5,2
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- Hé 0,086 0,189 0,14 0,02 1,3*
1 H7 0,192 0,189 0,19 0,07 5,4
2 H8 0,137 0,126 0,13 0,01 0, 9%
3 HS 0,117 0,061 0,09 0,00 0,0%
4 H10 0,136 0,085 0,11 0,00 0,0%
5 H11 0,113 0,181 0,15 0,03 2,1*
6 H12 0,106 0,231 0,17 0,05 3,7
7 H13 0,100 0,145 0,12 0,00 0,2*
8 H14 0,132 0,176 0,15 0,03 2,06
- H15 0,177 0,174 0,18 0,006 4,3
- Branco 0,120 0,115 0,12 0,00 0,0

Tabela 4A: Medigdes de absorvancia e quantificagdo do
colageno em amostras de teste H16, H21-23, H25-26 ou H29-38

em 24 horas.

SEQ ID| Peptide | Asso nm Média Média Colé&gen
NO: 0s menos o (ng)
branco

9 H16 0,133 0,137 0,14 0,06 3,1
10 H21 0,129 0,119 0,12 0,04 2,5
11 H22 0,192 0,085 0,14 0,06 3,3
12 H23 0,090 0,073 0,08 0,00 0,1*
13 H25 0,129 0,076 0,10 0,02 1,3*
14 H26 0,114 0,149 0,13 0,05 2,9
15 H29 0,111 0,063 0,009 0,01 0,4%*
16 H30 0,099 0,092 0,10 0,02 0, 9*
17 H32 0,087 0,055 0,07 -0, 01 -0, 5*

(crista

is e

toxicid
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ade

celular

)
- H33 0,086 0,125 0,11 0,03 1,4%*
- H34 0,117 0,120 0,12 0,04 2,2%
- H35 0,103 0,090 0,10 0,02 0, 9*
- H36 0,105 0,128 0,12 0,04 2,1%*
17 H37 0,099 0,100 0,10 0,02 1,1~
8 H38 0,103 0,159 0,13 0,05 2,9
- Branco 0,072 0,086 0,08 0,00 0,0

Tabela 4B: Medigdes de absorvancia e quantificagdo do
colageno em amostras de teste H16, H21-23, H25-26 ou H29-38

em 48 horas.

SEQ ID| Peptide | Asso nm Média Média Colé&gen
NO: 0s menos o (ng)
branco

9 H16 0,065 0,064 0,06 0,00 0,3*
10 H21 0,089 0,126 0,11 0,05 2,9
11 H22 0,102 0,087 0,009 0,03 2,1%*
12 H23 0,093 0,082 0,009 0,03 1,7*
13 H25 0,059 0,084 0,07 0,01 0,7*
14 H26 0,081 0,153 0,12 0,06 3,5
15 H29 0,086 0,094 0,09 0,03 1,9*
16 H30 0,083 0,101 0,09 0,03 2,0%*
17 H32 0,088 0,072 0,08 0,02 1,2%*

(crista

is e

toxicid

ade

celular
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)
- H33 0,096 0,092 0,09 0,03 2,1*
- H34 0,076 0,155 0,12 0,006 3,4
- H35 0,120 0,074 0,10 0,04 2,3*
- H36 0,154 0,082 0,12 0,006 3,6
17 H37 0,078 0,114 0,10 0,04 2,2%
8 H38 0,123 0,089 0,11 0,05 2,8
- Branco 0,106 0,0106 0,006 0,00 0,0

Devido aos tamanhos das amostras serem de 100 pL, a
concentracdo do coldgeno produzido em cada amostra em
microgramas por mililitro é determinada pela multiplicacao
da quantidade de colédgeno detectada por dez. Os resultados
de todas as amostras testadas estdo resumidos na Tabela 5.

Tabela 5: Sintese de colageno induzida por peptideos.

Coladgeno produzido
(g /mL)
SEQ ID | Nome Seqiénci | [Peptide |24 h 48 h
NO a 0]
primaria | (png/mL)
1 HO7 PEGP 50 0 54
2 HO8 GFPG 50 15 9
3 HO9 GSPG 50 35 0
4 H10 PGPR 50 34 0
- HO6 H7, H8, | 50 25 13
HO9, H10
(SEQ ID
NOs: 1,
2, 3, 4)
5 H11 GEPG 50 45 21
6 H12 GAGP 50 2 37
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7 H13 GPPG 50 18 2
8 H14 GEKG 50 30 26
8 H38 GEKG 0,3 29 28
- H15 H11, 50 25 43

H12,

H13, H14

(SEQ ID

NOs 5,

6, 7, 8)
9 H16 PEKP 50 31 3
10 H21 PKGP 50 25 29
11 H22 PGQP 50 33 21
12 H23 PGTP 50 1 17
13 H25 PMGP 50 13 7
14 H26 PGPP 50 29 35
15 H29 PQGP 50 4 19
16 H30 PGNP 50 9 20
17 H32 KTTKS 50 Na 12

(peptide

o

SEDERMA™

)
17 H37 KTTKS 0,3 11 22

(peptide

o

SEDERMA™

)
- H33 Hlo, 50 14 21

H21,

H22, H23
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(SEQ ID
NOs: 9,
10, 11,
12)
- H34 H22, 50 22 34
H23,
H25, H26
(SEQ ID
NOs: 11,
12, 13,
14)
- H35 H25, 50 9 23
H2¢,
H29, H30
(SEQ ID
NOs: 13,
14, 15,
16)
- H36 H7, H12, |50 21 36
H11, H14
(SEQ ID
NOs: 1,
6, 5, 8)
18 LL37 LLGDFFRK | 50 30 52
SKEKIGKE
FKRIVQRI
DFLRNLVP
RTES

Todos 0s tetrapeptideos testados estimularam a

producdo de coladgeno soluvel. Das seqiiéncias testadas,
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tetrapeptideos GxxG com um &cido glutdmico na posicao 2

melhor estimulam o coldgeno em ambos os pontos de tempo de

24 e 48 horas. Essas seqiiéncias s&o H1ll (GEPG; SEQ ID NO:

5), H14 (GEKG; SEQ ID NO: 8) e H38 (GEKG; SEQ ID NO: 8). Os

5 peptideos foram inicialmente varridos usando uma

concentracdao peptidica de 50 ug/mL. Para avaliar a

concentracao eficaz para estimular a producdo de colageno,

H14 (SEQ ID NO: 8) também foi testada em 0,3 pg/mL como

H38. Conforme demonstrado na Tabela 5, a estimulacdo de

10 coldgeno induzida por H38 ndo foil diminuida na concentracao

mais baixa, indicando que a concentracdo estimulatéria
méxima da SEQ ID NO: 8 estd em ou abaixo de 0,3 ug/mL.

Para testar a sua eficéacia, a SEQ ID NO: 8 (H14 e H38)

foi comparada com o peptideo LL37 (SEQ ID NO: 18), o qual é

15 conhecido por estimular a producdo de colédgeno. Baseando-se

na quantidade de coldgeno liberada por fibroblastos em

resposta ao LL37, 25 upug/mL foi considerada uma quantidade

significativa de colageno liberada devido ao contato com um

tetrapeptideo. SEQ ID NO: 8 induziu aproximadamente a mesma

20 quantidade de coldgeno que LL37 (SEQ ID NO: 18) em 24

horas. De um modo importante, o colédgeno produzido como

resultado do contato com a SEQ ID NO: 8 foi

substancialmente mantido por pelo menos 48 horas. SEQ 1ID

NO: 8 também foi comparada com um peptideo de cuidado de

25 pele principal conhecido por estimular a producdo de

colageno, KTTKS (SEQ ID NO: 17) (Katayama et. al., J. Biol.

Chem. 288: 9941-9944 (1983)). KTTKS é um ingrediente no

produto MATRIXYL™ (SEDERMA SAS, Franca). SEQ ID NO: 8

estimulou mais a producdo de colageno do que o peptideo

30 KTTKS (SEQ ID NO: 17) (Tabela 5) em 24 e 48 horas.
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Exemplo 4: Identificacdo das combinacdes de peptideos

que intensificam sinergisticamente a estimulacéao de

coldgeno - COMBICINAS

Populacdes heterogéneas dos tetrapeptideos ativos

5 podem estimular a producdo de coldgeno num nivel mais

elevado do que as amostras homogéneas de tetrapeptideos. Os

componentes da composicdo heterogénea sdo chamados de

COMBICINAS™. COMBICINAS é um grupo de REPLIKINES combinadas

para produzir um efeito maior ou mals amplo em um ou mais

10 tipos de células alvo. Os peptideos H11 (SEQ ID NO: 5), HI12

(SEQ ID NO: 6), H13 (SEQ ID NO: 7) e H14 (SEQ ID NO: 8)

foram combinados até uma concentracdo final de 50 upg/mL e

avaliados usando o) mesmo protocolo dos peptideos

individuais. Conforme esperado, o resultado obtido no ponto

15 de tempo de 24 horas se igualou a média das pontuacdes de

inducdo individuais. A combinacdo de peptideos em 48 horas,

entretanto, induziu o colédgeno até um nivel de 43 upg/mL.

Surpreendentemente, esta quantidade foli muito excessiva em

relacdo a média antecipada (21 upg/mL) dos quatro peptideos

20 individuais (ver Tabela 5). Deste modo, combinacdes

especificas dos peptideos podem estimular a producdo de

coldgeno até um grau maior do que os peptideos individuais

na mesma concentracdo. Além disso, os tetrapeptideos de uma

variedade de fontes ECM tais como colégeno, laminina e

25 elastina podem produzir uma inducdo intensificada de uma
variedade de proteinas ECM (ver Tabelas 1 e 5).

Exemplo 5: Producado de COMBICINA Dbarata para

intensificar a estimulacdo da producdo de colageno

O alto <custo da sintese de peptideos limita a

30 possibilidade de producdao de composicdes heterogéneas dos
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peptideos bioativos. A presente invencao abranda muito esta
limitacéo. Devido ao fato das seqiiéncias atualmente
reveladas terem atributos comuns (por exemplo, uma glicina
ou prolina em ambos os terminais), uma faixa de
5 tetrapeptideos wvariados nas posicdes 2 e 3 podem ser
sintetizados numa UuUnica série de producao. Os peptideos
sintéticos podem ser feitos por qualgquer método conhecido
na técnica. (Benoiton, N., Chemistry of Peptide Synthesis,
CRC (2005)). Durante a producdo dos peptideos, misturas de
10 aminoacidos sao adicionadas ao invés das amostras
homogéneas. A qguimica para determinar as ©proporcdes
corretas das concentracdes de aminoadcidos adicionados nas
posicdes misturadas para obter a proporcdo desejada dos
peptideos resultantes foil anteriormente descrita (Greenbaum
15 et al., Molecular and Cellular Proteomics 1l: 60-68, 2002;
Krstenansky et al., Letters in Drug Design and Discovery 1:
6-13, 2004; ambas as referéncias sdo aqui incorporadas na
sua totalidade). Usando esta metodologia, uma biblioteca de
peptideos heterogéneos pode ser feita por aproximadamente o

20 mesmo custo da sintese de um peptideo.
A aplicacdo deste processo de producdo permite a
producéao barata de combicinas biocativas. Isso é
possibilitado pela composicdo Unica dos tetrapeptideos
revelados. As misturas de tetrapeptideos sdao mais bem
25 adequadas para incorporacao em formulacdes de uso tdpico do
que os peptideos mais longos. Devido ao seu comprimento, os
tetrapeptideos tém vantagens préaticas e quimicas em
peptideos mais longos, incluindo os seguintes: incorporacao
mais facil e dissolucéao em formulacodes, malor

30 permeabilidade na pele e nos poros e maiores rendimentos de
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producdo com métodos mais féaceis de produzir combinacdes de

peptideos. Embora ndo seja requerido, as formulacdes ideais

dos tetrapeptideos, individualmente ou em combinacdo, sao

formulacdes que mantém uma significativa producdo de
coléageno em 24 horas por até 48 horas. Mais
preferivelmente, as formulacdes poderiam induzir a sintese

de ECM por todo o periodo de 48 horas, de modo que mais

coladgeno seja produzido por 48 horas do que em 24 horas.

Embora dentro do escopo da atual invencao, 0s

tetrapeptideos que promovem a producdo de proteinas ECM em
24 horas, porém apresentam producdo diminuida em 48 horas,

sdo menos favorecidos. Sob esse aspecto, Tabela 6 mostra os

resultados dos peptideos atualmente revelados. Os peptideos

preferidos estdao em negrito.

Tabela 6: Peptideos revelados
SEQ ID| Peptide [ Colagen | Colagen | Liberac | Aumento | Reducao
NO oS O O ao na na
liberad | liberad | signifi | l1iberac | liberac
o o cativa ao de | ao de
(ug/mL) | (ug/mL) | de colégen | colédgen
24 h 48 h coldgen |o em 48 |0 em 48
o em 24|h v. 24|h v. 24
h e 48 |h h
h
18 LL37 30 52 V V
- H6 25 13
1 H7 0 54 V
2 H8 15 9
3 HO9 35 0
4 H10 34 0
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5 H11 45 21
6 H12 2 37 V
7 H13 18 2
8 H14 30 26
8 H38 29 28
- H15 25 43 v
9 H16 31 3
10 H21 25 29
11 H22 33 21
12 H23 1 17 V
13 H25 13 7
14 H26 29 35
15 H29 4 19
16 H30 9 20
17 H32 NA 12

(crista

is e

toxicid

ade

celular

)
17 H37 11 22 V
- H33 14 21 V
- H34 22 34 V
- H35 9 23 V
- H36 21 36 V

Exemplo 6: FEstimuladores de coladgeno também servem

como moléculas multiefetoras intensificando o fechamento

das feridas das células epiteliais da pele
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Colagenos s&o componentes chave de todas as fases da
cicatrizacdo de feridas. A estimulacdo da producédo de
coldgeno reflete que o dano ocorreu a rede de coldgeno (por
exemplo, por enzimas ou destruicdo fisica). Realmente, o

5 colapso total da rede de coldgeno de fato faz com que a
cicatrizacdo ocorra. Conseqgiientemente, um estimulador de
colageno também pode servir como uma molécula multiefetora
orquestrando certa remodelagem da matriz e intensificando a
cicatrizacdo de feridas.

10 Experimentos de cicatrizacéao de feridas foram
efetuados em monocamadas das células epiteliais da pele
humana (CRL-2592) plaqueadas em placas de 12 pocos. As
células foram privadas de soro por 24 horas antes da
experimentacdo. As monocamadas confluentes de CRL-2592

15 foram feridas usando uma ponta de pipeta P200 (200 uL). As
feridas foram lavadas e documentadas por fotografia antes
do tratamento com peptideo. Os peptideos foram adicionados
até uma concentracdo final de 20 a 40 pg/mL. As células
foram mantidas num incubador a 37 °C, COz 5% e 92% de

20 umidade, exceto quando as imagens foram sendo capturadas
por um curto periodo em temperatura ambiente. O fechamento
da ferida foil acompanhado nos pontos de tempo de 6 horas e
10 horas. Feridas tratadas com PBS foram usadas como
controles negativos para propdsitos de comparacao.

25 Tabela 7: Efeito dos peptideos no fechamento de

feridas epiteliais da pele humana in vitro

0 h 6 h 10 h
Composto | Tamanho Tamanho & de | Tamanho & de
W* W fechamen | W fechamen

to to

Petigdao 870180011059, de 09/02/2018, pag. 40/47




33/34

PBRS-1 36 29 19,40% 21 41,70%
PRS-2 52 42 19,20% 30 42,30%
SEQ ID| 25 12 52% 2,75 89%
NO: 14

SEQ ID| 48 39 19% 30 37,50%
NO: 5

Tamanho W*: Tamanho da ferida (arbitréario)

O fechamento da ferida da monocamada in vitro é um
resultado da migracao celular, a qual é importante em
muitos processos bioldgicos tais como embriogénese,
angiogénese, reacdes 1nflamatérias e reparo de feridas.

5 Esses processos sao considerados como sendo regulados pelas
interacdes com outras células, citocinas e proteinas ECM.
Conforme demonstrado na Tabela 7, SEQ ID NO: 14 induz
significativamente o fechamento de feridas em comparacao
com os efeitos do PBS sozinho. Tal atividade é peptideo-

10 especifica, assim como especifica do tipo celular, uma vez
que SEQ ID NO: 14 nédo induz o fechamento de ferida numa
monocamada de fibroblasto de pele humana (dados nao
apresentados). SEQ ID NO: 5 também ¢é uma indutora de
coladgeno, porém ndo intensifica o fechamento de feridas ou
15 a migracdo de células epiteliais até qualquer grande
extensdo em comparacdo com os efeitos do PBS sozinho. O
fato de que a SEQ ID NO: 14 induziu a migracédo celular ou o
fechamento de feridas de um modo especifico para as células
epiteliais da pele (isto é, nédo recruta os fibroblastos)
20 pode adicionar uma vantagem para o uso deste peptideo para
cuidados de pele, uma VvVez gue se acredita dque o

recrutamento de grandes quantidades de fibroblastos ativos
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num sitio ferido resulte numa deposicdo excessiva e
contracdo do tecido resultando em cicatrizacéo.
Todas as composicdes ou métodos revelados e
reivindicados aqui podem ser feitos e executados sem
5 experimentacdo demasiada & 1luz da presente descoberta.
Enquanto as composicdes e métodos da 1invencdo foram
descritos em termos das modalidades preferidas, sera
aparente para as pessoas versadas na técnica que variacdes
podem ser aplicadas as composicdes e/ou métodos e nos
10 passos ou na seqiiéncia de passos dos métodos aqui descritos
sem sair do conceito, espirito e escopo da invencdo. Mais
especificamente, serd aparente que certos agentes, os quais
sdo tanto quimicamente quanto fisiologicamente relacionados
podem ser substituidos para os agentes aqui descritos,
15 enquanto os mesmos resultados ou similares poderiam ser
alcancados. Todos o0s tailis substitutos e modificacdes
similares aparentes para as pessoas versadas na técnica séao
considerados como estando dentro do espirito, escopo e

conceito da invencéo.
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REIVINDICACOES
1. Tetrapeptideo capaz de 1induzir a producdo das

proteinas da matriz extracelular, caracterizado pelo

fato de que consiste nas SEQ ID NO: 3, 5, 7 ou 8, em que
o tetrapeptideo ¢é amidado no terminal <carbdéxi ou
lipidado no terminal amino.

2. Tetrapeptideo, de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizado pelo fato de que consiste na SEQ ID NO: 3.

3. Tetrapeptideo, de acordo com a reivindicacédo 1,

caracterizado pelo fato de que consiste na SEQ ID NO: 5.

4. Tetrapeptideo, de acordo com a reivindicacédo 1,

caracterizado pelo fato de que consiste na SEQ ID NO: 7.

5. Tetrapeptideo, de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizado pelo fato de que consiste na SEQ ID NO: 8.

6. Tetrapeptideo, de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizado pelo fato de que o tetrapeptideo é amidado

no terminal carbdxi.
7. Tetrapeptideo, de acordo com a reivindicacédo 1,

caracterizado pelo fato de que o tetrapeptideo &

lipidado no terminal amino.
8. Tetrapeptideo, de acordo com a Reivindicacao 1,

caracterizado pelo fato de que a proteina da matriz

extracelular é coléageno.

9. Composicdo caracterizada pelo fato de que o
compreende o) tetrapeptideo como definido na
reivindicacéao 1 e um veiculo farmaceuticamente
aceitavel.

10. Composicédo, de acordo com a Reivindicacédo 1,

caracterizada pelo fato de que a composicdo estd na

forma de um aerossol, emulsao, liquido, locdo, creme,
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pasta, unguento ou espuma.
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MGPRLSVWLL
RGLPGLQGVI
YPGNPGLPGI

1/3

LLPAALLLHE EHSRAAAKGG CAGSGCGKCD CHGVKGQKGE
GFPGMQGPEG_PQGPPGQOKGD TGEPGLPGTK GTRGPPGASG

GLPGMKGDPG
FTGPPGPPGP
KGDFATKGEK

PGQDGPPGPP GIPGCNGTKG ERGPLGPPGL PGFAGNPGPP

EILGHVPGML
PGPPGERGQM
GQKGEPGFQG

LKGERGFPGI
GLSFQGPKGD
MPGVGEKGEP

PGTPGPPGLP_ GLOGPVGPPG
KGDQGVSGPP GVPGOAQVQE
GKPGPRGKPG KDGDKGEKGS

PGFPGEPGYP GLIGRQGPQG

ERGEAGPPGP PGIVIGTGPL

TPGPRGEPGP KGEFPGLPGQP

TSLPGPSGRD GLPGPPGSPG

GPPGLPVPGQ AGAPGFPGER

GEKGERGYPG
GEKGDRGFPG

PPGQPGYTNG IVECQPGPPG

PGFIGEIGEK GQKGESCLIC
GLPGRDGVAG VPGPOGTPGL
QPGMPGRAGS PGRDGHPGLP_GPK

DQGPPGIP

DIDGYRGPPG PQGPPGEIGEF

PGQPGAKGDR

IGQPGAKGEP GEFYFDLRLK
GPKGSPGSVG LKGERGPPGG

GDKGDPGFPG

VGFPGSRGDT

GPPGPPGYGP AGPIGDKGQA GFPGGPGSPG LPGPKGEPGK
EGLPGSPGFP_GPQGDRGFPG TPGRPGLPGE KGAVGQRPGIG
DGLPGDMGPP GTPGRPGFNG LPGNPGVQGQ KGEPGVGLPG
PGTPGEKGSI GVPGVPGEHG AIGPPGLQGI RGEPGPPGLP

IVPLPGPPGA

FPGPPGPKGV
————

LKGLPGLPGI

GSVGSPEVEG

IGPPGARGPP GGQOGPPGLSG PPGIKGEKGF PGFPGLDMPG PKGDKGAQGL

PGITGQOSGLP GLPGQQGAPG
LPGEKGDHGF PGSSGPRGDP
GDQGEKGQIG PIGEKGSRGD
PGAPGLPGPK GSVGGMGLPG

QAGPPGIGIP

GLRGEKGDQG

SPGSVGYPGS
GEPGSDGIPG

PGLPGEKGDK
SAGEKGEPGL

IPGFPGSKGE

GLKGDKGDVG
PGTPGVPGKD
TPGEKGVPGI

GE MGVMGTPGQP GSPGPVGAPQ
LPGKPGSMDK VDMGSMKGQK

GOAGQPGQPG PKGDPGISGT

PGPQGSPGLP GDKGAKGEKG

IAGFPGSPGE

KGEKGSIGIP GMPGSPGLKG

GLPGLDGIPG

PGRGFPGFPG

GIPGSKGEQG
e

GPMGPPGLPG
TS e——
TGSKGDMGPP
PYDIIKGEPG
DGAPGQKGEM
HSQTIDDPQC
PFLECNINNV
CEAPAMVMAYV
PGSCLEEFRS
KAGELRTHVS

FMGPPGPQGQ PGLPGSPGHA

IDGVKGDKGN
GVPGFQGPKG
LPGPEGPPGL
GPAGPTGPRG
PSGTKILYHG
CNFASRNDYS
HSQTIQIPPC
APFIECHGRG
RCQVCMRRT

PGWPGAPGVP

LPGLQGIKGD

KGLQGLPGPK

FPGPPGPDGL

VKGEAGLPGT PGPTGPAGQK
AKGDKGSKGE VGFPGLAGSP
TEGPKGDRGP PGLPGLP
GVP_GPKGDPGFQG MPGIGGSPGI
KGD OGDQGVPGAK GLPGPPGPPG
GQQGVTGLVG IPGPPGIPGF
PGSMGPPGTP SVDHGFLVTR

YSLLYVQGNE
YWLSTPEPMP
PSGWSSLWIG
TCNYYANAYS

FIG. 1

RAHGQDLGTA GSCLRKIFSTM
MSMAPITGEN IRPFISRCAV
YSFVMHTSAG AEGSGQALAS
FWLATIERSE MFKKPTPSTL



MMSFVQKGSW
QICVCDSGSV
GQGPQGPKGD
YSPQYDSYDV
GPPGEPGQAG
KGPAGIPGFP
PRGAPGERGR
GEVGPAGSPG
AGIPGAPGLM
EAGIPGVPGA
GEKGPAGERG
PGPPGSQGES
GPGPQGPPGK
GENGKPGEPG
PGPEGGKGAA
ADGVPGKDGP
GETGPPGPAG
AGPPGPQGVK
KDGPPGPAGN
GITGARGLAG
PGLAGTAGEP
PPGPVGPAGK
GAAGIKGHRG
DGTSGHPGPI
GAAAIAGIGG
PDGSRKNPAR
TCISANPLNV
DVQLAFLRLL
KAEGNSKFTY
GPDQEFGVDV

LLLALLHPTI
LCDDIICDDQ
PGPPGIPGRN
KSGVAVGGLA
PSGPPGPPGA
GMKGHRGFDG
PGLPGAAGAR
SNGAPGQRGE
GARGPPGPAG
KGEDGKDGSP
APGPAGPRGA
GRPGPPGPSG
NGETGPQGPP
PKGDAGAPGA
GPPGPPGAAG
RGPTGPIGPP
FPGAPGQONGE
GERGSPGGPG
TGAPGSPGVS
PPGMPGPRGS
GRDGNPGSDG
SGDRGESGPA
FPGNPGAPGS
GPPGPRGNRG
EKAGGFAPYY
NCRDLKFCHP
PRKHWWTDSS
SSRASQNITY
TVLEDGCTKH
GPVCFL
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ILAQQEAVEG
ELDCPNPEIP
GDPGIPGQPG
GYPGPAGPPG
IGPSGPAGKD
RNGEKGETGA
GNDGARRGSDG
PGPQGHAGAQ
ANGAPGLRGG
GEPGANGLPG
AGEPGRDGVP
PRGQPGVMGF
GPTGPGGDKG
PGGKGDAGAP
TPGLQGMPGE
GPAGQPGDKG
PGGKGERGAP
AAGFPGARGL
GPKGDAGQPG
PGPQGVKGES
LPGRDGSPGG
GPAGAPGPAG
PGPAGQQGAI
ERGSEGSPGH
GDEPMDFKIN
ELKSGEYWVD
AEKKHVWFEGE
HCKNSIAYMD
TGEWSKTVFE

FIG. 2

GCSHLGQSYA
FGECCAVCPQ
SPGSPGPPGI
PPGPPGTSGH
GESGRPGRPG
PGLKGENGLP
QPGPPGPPGT
GPPGPPGING
AGEPGKNGAK
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KGDRGENGSP
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YRTRKAVRLP
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CESCPTGPQN
PGSPGSPGYQ
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GENGAPGPMG
AGFPGSPGAK
SPGGKGEMGP
GEPGPRGERG
RGPAGPNGIP
SPGGPGSDGK
GKNGERGGPG
QGLPGTGGPP
APGLRGGAGP

e
GDKGEPGGPG
AGPRGSPGER
VAGPPGGSGP
GPPGPSGSPG
PGAPGPLGIA
ERGPPGPQGL
GAPGAPGHPG
RGDKGETGER
PVGPSGPPGK
GAPGPCCGGV
VNGQIESLIS
KVFCNMETGE
GNPELPEDVL
KLMGSNEGEF
IVDIAPYDIG
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EHSRAAAKGG
POGPPGQKGD
GIPGCNGTKG
LKGERGFPGI
GLSFQGPKGD
MPGVGEKGEP
EKGEAGPPGP

GPPGLPVPGQ

PPGQPGYTNG
DIDGYRGPPG
IGQPGAKGEP
GPKGSPGSVG
GFPGGPGSPG
TPGRPGLPGE
LPGNPGVQGQ
ATIGPPGLQGI
PPGIKGEKGF
IPGFPGSKGE
GLKGDKGDVG
PGTPGVPGKD
TPGEKGVPGI
IAGFPGSPGE
GLPGLDGIPG
PGRGFPGFPG
PGLPGSPGHA
PGWPGAPGVP
LPGLQGIKGD
KGLQGLPGPK
FPGPPGPDGL
YSLLYVQGNE
YWLSTPEPMP
PSGWSSLWIG
TCNYYANAYS

FIG. 3

CAGSGCGKCD
TGEPGLPGTK
ERGPLGPPGL
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AGAPGFPGER
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KGEPGVGLPG
RGEPGPPGLP
PGFPGLDMPG
MGVMGTPGQP
LPGKPGSMDK
GQAGQPGQPG
PGPQGSPGLP
KGEKGSIGIP
VKGEAGLPGT
AKGDKGSKGE
TEGPKGDRGP
GPKGDPGFQG
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