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(57) Resumo: PEPTIDEOS INEDITOS PARA TRATAMENTO E
PREVENGCAO DE DISTURBIOS RELACIONADOS AO SISTEMA
IMUNOLOGICO, INCLUINDO O TRATAMENTO E A PREVENCAO DE
INFECGAO POR MODULAGAO DA IMUNIDADE INATA. Em um
aspecto, a presente invengéo fornece peptideos isolados inéditos que
podem ser usados para modular a imunidade inata em um individuo
e/ou para o tratamento de um disturbio relacionado ao sistema
imunolégico, incluindo o tratamento e a prevengédo de infecgdo por
modulagéo da imunidade inata. Também séo fornecidos um agente
reativo com o peptideo, uma composi¢do farmacéutica que inclui o
peptideo, uma molécula de acido nucléico isolado que codifica o
peptideo, uma construgéo de acido nucléico recombinante que inclui a
molécula de acido nucléico, pelo menos uma célula hospedeira que
compreende a construgédo de acido nucléico recombinante e um
método de produgdo do peptideo com o uso da célula hospedeira. A
presente invengdo ainda fornece um método para tratamento e/ou
prevengao de infecgdo em um individuo por administragéo do peptideo
da invengédo ao individuo modulando, dessa forma, a imunidade inata
no individuo. Adicionalmente, a presente inven¢éo fornece um metodo
para prever se um individuo responderia ao tratamento com um
peptideo da invengéo.
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PEPTIDEOS INEDITOS PARA TRATAMENTO E PREVENGAO DE
DISTORBIOS RELACIONADOS AO SISTEMA IMUNOLOGICO, INCLUINDO O
TRATAMENTO E A PREVENGAO DE INFECGAO POR MODULAGAO DA
IMUNIDADE INATA

PEDIDOS ANTERIORES RELACIONADOS

Este pedido reivindica a prioridade dos Pedidos
Provisdrios de Patente Uus 60/722.962, 60/722.958 e
60/722.959, depositados em 4 de outubro de 2005, todos
intitulados “Novel Peptides For Treating And Preventing
Infection By Modulating Innate Immunity”, e que sdo todos
aqui incorporados por referéncia.

CAMPO DA INVENGCAO

Esta invencdo estéd relacionada aos peptideos para uso
no tratamento e na prevengdo de distuUrbios relacionados ao
Sistema imunolégicq,‘incluindo o tratamento e a prevengao.
de infecgdo por modulagdo da imunidade inata. Em um
aspecto, a invengdo estéd relacionada as composigdes e usos
destas para a modulacdo da imunidade inata. Em outro
aspecto, a invengdo fornece peptideos inéditos e usos

destes eficazes na redugdo da atividade de DPPIV.

FUNDAMENTOS DA INVENGCAO

Diversos microorganismos, incluindo virus, bactérias,
fungos e parasitas, podem causar doengas. As células
microbianas sdo distintas das células de animais e plantas
- que sdo incapazes de viver isoladamente na natureza,
existindo apenas como partes de organismos multicelulares.
As células microbianas . podem ser patogénicas ou nao
patogénicas, dependendo, em parte, do microorganismo e do
estado do hospedeiro. Por exemplo, em um hospedeiro

imunocomprometido, uma bactéria normalmente inofensiva pode
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se tornar um patdgeno. A entrada em células hospedeiras &
crucial para a sobrevida de patdgenos bacterianos que se
replicam em um meio intracelular. Para organismos dque se
replicam em locais extracelulares, a significdncia da
entrada bacteriana nas células hospedeiras ndao & tdao bem
definida.

A resisténcia medicamentosa permanece um obstaculo no
esfor¢co continuo para o combate as infecgdes. Por exemplo,
a penicilina era eficaz no trétamento de Staphylococcus
aureus, até a bactéria ter se tornado resistente. Por toda
a segunda metade do século 20, foram desenvolvidos novos
antibiéticos como, por exemplo, vancomicina e meticilina;
esses curavam com sucesso infecgdes por S. aureus. No
entanto, surgiram cepas resistentes a meticilina de S.
aureus nos anos 70, e desae entdo tém sido um grande
problema em hospitais em todo o mundo. Mais recentemente,
surgiram cepas resistentes a vancomicina de S. aureus.

Com a ameac¢a crescente da resisténcia aos farmacos
antimicrobianos e a emergéncia de novas doengas
infecciosas, ha uma necessidade continua de novos compostos
terapéuticos. Substéncias terapéuticas que atuam sobre o
hospedeiro, e ndo sobre o patdgeno, sdo desejaveis, pois
elas ndo estimulam a resisténcia patogénica. Em particular,
farmacos que atuam sobre o hospedeiro através do sistema
imune inato fornecem uma fonte promissora de substancias
terapéuticas.

As defesas do hospedeiro contra microorganismos
comegam com as barreiras epiteliais do corpo e o sistema
imune inato, e culminam na indu¢do da resposta imunoldgica

adaptativa. A resposta imunoldgica inata do hospedeiro
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engloba um conjunto de mecanismos altamente conservados que
reconhecem e combatem infec¢des microbianas. Elementos de
imunidade inata sdo mantidos continuamente em niveis
baixos, e sao ativados muito rapidamente quando
estimulados. A resposta imunoldgica inata comega com
eventos que ocorrem imediatamente apds exposigdao e um
patdgeno microbiano. Eventos associados a imunidade
adaptativa como, por exemplo, o rearranjo dos genes do
receptor de imunoglobulina, ndo sdo considerados parte da
resposta inata.

H&a evidéncias que indicam que as respostas inatas
servem de instrumento no controle da maioria das infeccgdes,
e também contribuem para as respostas inflamatdédrias. As
respostas inflamatdérias desencadeadas pela infecgdo sado
sabidamente componentes centrais da patogénese da doenga. A
importdncia de receptores Toll-like (TLRs) na resposta
imunolégica inata também foi bem caracterizada. A familia
mamifera de TLRs reconhece moléculas conservadas, muitas
das quais sdo encontradas nas superficies, ou sdo liberadas
por patdgenos microbianos. HA& varios outros mecanismos
menos bem caracterizados que iniciam e/ou contribuem para a
defesa inata do hospedeiro. o

O sistema imune inato fornece uma gama de mecanismos
protetores, incluindo a fungdo de barreira epitelial e a
secrecdo de citocinas e quimiocinas. Até hoje, quatro
familias de quimiocinas foram categorizadas, de acordo com
o numero de motivos de cisteina conservados no terminal N:
C, CC, CXC e CX3C, em que X é um residuo de aminodcido ndo
conservado. As quimiocinas CXC sdo conhecidas por serem

quimiotaticas para células que abrigam o receptor CXCR3,
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incluindo monécitos, células T ativadas (Thl) e células NK
(natural killer). As células epiteliais primarias da via
aérea humana e a linhagem celular 16-HBE eXpressam
constitutivamente o receptor CXCR3 e seus ligantes, IP-10,
I-TAC e MIG (Kelsen e cols., “The chemokine receptor CXCR3
and its splice variant are expressed in human airway
epithelial cells”, Am. J. Physiol. Lung Cell Mol. Physiol.,
287: L584, 2004). Além disso, ligantes de CXCR3 induzem
respostas quimiotdticas e reorganizagdo de actina em
células 16-HBE (Kelsen e cols., “The chemokine receptor
CXCR3 and its splice variant are expressed in human airway
epithelial cells”, Am. J. Physiol. Lung Cell Mol. Physiol.,
287: L584, 2004).

Além disso, a serina protease dipeptidil peptidase
transmembrana IV do tipo II (DPPIV), também conhecida como
CD26 ou proteina de ligagdo de adenosina desaminase, €& um
regulador importante de varios processos fisioldégicos,
incluindo fungdes imunoldégicas. CD26/DPPIV é uma
glicoproteina da superficie celular de 110 kD que é
expressa principalmente em timdécitos maduros, células T
ativadas, células B, células'VNK, macrbfagos e células
epiteliais. Ela possui pelo meﬁos duas fung¢des, uma fungdo

de transducdo de sinal e uma fungdo proteolitica (Morimoto

C, Schlossman S.F. “Structure and function of CD26 in the
T-cell immune response”. Immunol. Review. 1998, 161: 55-
70.). Um de seus papéis celulares envolve a modulagdao da

atividade de quimiocina por clivagem de dipeptideos do
terminal N de quimiocina. A modulagdo dos terminais NH; de
gquimiocinas é de grande importéncia ndo apenas para a

ligacdo aos seus receptores e para as reagdes seguintes,
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mas também para alteragdao da especificidade do receptor da
quimiocina processada. A atividade de DPPIV foi associada a
diversas condi¢des relacionadas ao sistema imunoldgico.

SUMARIO DA INVENCAO

Os inventores descobriram que peptideos que possuem a
seqiiéncia de aminoacidos de um dos peptideos listados e
descritos na TABELA 1 ou um analogo, derivado ou variante
desta podem aumentar a imunidade inata de um hospedeiro. Em
um aspecto, verificou-se que os peptideos imunomoduladores
da inven¢do sdo desprovidos de atividade antimicrobiana,
embora demonstrem uma habilidade de aumentar a sobrevida em
hospedeiros infectados. Em oﬁfro aspecto, a invencgdo
fornece peptideos que modulam a atividade de DPPIV. Em um
aspecto, a inveng¢do fornece peptideos que reduzem a
atividade de DPPIV. Ainda em outro aspecto, a invengao
fornece peptideos gque podem ser usados no diagndstico,
tratamento ou prevengdo de um distirbio imunoldgico como,
por exemplo, um associado a atividade de DPPIV e/ou a
imunidade inata.

Conseqlientemente, em um aspecto, a presente invengdo
fornece um peptideo 1isolado que 1inclui a sequéncia de
aminoacidos de qualquer uma da TABELA 1, ou um analogo,
derivado ou variante desta, ou ﬁm‘equivalente quimico &bvio
desta, ou um peptideo que compréénde o referido peptideo.
Em uma modalidade, o peptideo é de até 10 aminoacidos due
compreendem o referido peptideo. Como exemplo, o peptideo
isolado pode ter um terminal C modificado (por exemplo, um
terminal C aminado) e/ou um terminal N modificado. O
peptideo isolado da invengdo pode ainda incluir a seqiéncia

de aminodcidos da TABELA 1 modificada por pelo menos uma
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substitui¢do de um aminoacido D. O peptideo isolado pode
ainda incluir uma estrutura basica modificada, como
exemplo, em que o terminal N é modificado de uma amida para
um N-metil. Em um aspecto, aqueles peptideos modificados
que retém a atividade imunoldégica do peptideo original, e
equivalentes quimicos ©6bvios deste que retém a referida
atividade, sdo englobados dentro do escopo da presente
invengao.

Em outro aspecto, a presente inveng¢do ainda fornece um
agente reativo com um peptideo isolado que inclui a
sequéncia de aminod&cidos da TABELA 1 ou um analogo,
derivado ou variante desta. Em uma modalidade, o agente é
um anticorpo de ocorréncia ndo natural (por exemplo, um
anticorpo policlonal ou monoclonal). Em uma modalidade, o
anticorpo &€ feito com o uso de um antigeno MAPS anexado ao
peptideo da presente invengdo por meio de 2 residuos de
glicina inseridos no terminal C do peptideo. A construgdo
pode entdo ser administrada a um animal, por exemplo, um
coelho, e o anticorpo coletado com o uso de procedimentos
bem conhecidos na técnica. Em um aspecto, esses agentes
podem ser marcados ou usados para marcar peptideos da
invengdo. Em outro aspecto, esses agentes podem ser usados
em métodos diagndsticos e de rastreamento para monitorar
agentes que podem modular a atividade do peptideo ou para
quantificar a quantidade do peptideo.

Ainda em outro aspecto, a presente invengdo fornece
uma molécula de &acido nucléico isolado que codifica um
peptideo isolado que possui ou que compreende uma sequéncia
de aminoacidos da TABELA 1 ou um analogo, derivado ou

-

variante desta. Também é fornecida uma construgdo de acido

e
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nucléico recombinante gque in¢clui a molécula de a&cido
nucléico ligada operacionalmente.a um vetor de expressao.

Em um aspecto adicional, a presente invengdao fornece
pelo menos uma célula hospedeira que compreende a
construgdo de &cido nucléico recombinante da inveng¢ao.
Também é fornecido um método para a produgdo de um peptideo
que possuil ou que compreende a sequéncia de aminodcidos da
TABELA 1 ou um analogo, derivado ou variante desta, por:
(a) cultivo de pelo menos uma célula hospedeira, sob
condi¢des que permitem a expressdo do peptideo; e (b)
recuperagdo do peptideo dessa célula hospedeira ou meio de
cultura desta.

Ainda em outro aspecto, a presente invencdo fornece
uma composigdo farmacéutica que fhclui um peptideo isolado
que possui ou que compreende a seqiiéncia de aminodcidos da
TABELA 1 ou um analogo, derivado ou variante desta
(incluindo um sal farmaceuticamente aceitdvel, sal de
adicdo ou éster de qualquer um dos citados anteriormente ou
polimorfo), em combinagdo com um veicuio, diluente ou
excipiente farmaceuticamente ;Ceitével.

Em outro aspecto, a presente invencdo fornece um
método para tratamento e/ou prevengdo de infecgdo (por
exemplo, uma infecg¢do microbiana) em um individuo, por
administrag¢do ao individuo de u@ peptideo que possui ou que
compreende a sequéncia de aminqécidos da TABELA 1 ou um
andlogo, derivado ou variante desta, ou equivalente quimico
6bvio desta. Como exemplo, o individuo pode ter, ou em
risco de ter, infecgdo. Em uma modalidade, o peptideo
modula a imunidade inata no individuo tratando ou

prevenindo, dessa forma, a infeccdo no individuo. A
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presente invengdo ainda fornece um método para a
identificacdo de uma infecqéo' microbiana que pode ser
tratada com um peptideo da inveng¢do. Em outro aspecto, a
invencdo fornece um método para'tratamento ou prevengao de
uma condic¢do ou distlrbio relacionado a DPPIV.

Infecgdes exemplares que podem ser tratadas e/ou
evitadas pelo método da presente invengdo incluem uma
infeccdo por uma bactéria (por exemplo, uma bactéria Gram-
positiva ou Gram-negativa), uma infec¢dao por um fungo, uma
infec¢do por um parasita e uma infecgdo por um virus. Em
uma modalidade da presente invengdo, a infecgdo €& uma
infecgdo bacteriana (por exemplo, infecgdo por E. coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
SppP- . Staphylococcus aureus, Streptococcus Spp. ou
enterococo resistente a vancomidina). Em outra modalidade,
a infeccdo é uma infecgdo fangica (por exemplo, infecgdo
por um bolor, uma levedura ou um fungo superior). Ainda em
outra modalidade, a infeccdo é uma infecgdo parasitaria
(por exemplo, infecgdo por um parasita unicelular ou
multicelular, incluindo Giardia duodenalis, Cryptosporidium
parvum, Cyclospora cayetanensis e Toxoplasma gondii). Ainda
em outra modalidade, a infeccdo é uma infecgdo viral (por
exemplo, infecgdo por um virus associado a AIDS, gripe
avidria, varicela, lesdes por herpes simples (cold sores) ,
resfriado comum, gastrenterite, febre glandular, influenza,
sarampo, caxumba, faringite, bneumonia, rubéola, SARS e
infec¢do do trato respiratério §hferior ou superior (por
exemplo, virus sincicial respiratdrio)).

De acordo com o método da presente invengdo, um

peptideo que possui ou que compreende a sequéncia de
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aminoacidos da TABELA 1 ou um andlogo, derivado ou variante
desta, pode ser administrado ao individuo diretamente (ou
seja, por administragdo do- préprio peptideo) ou
indiretamente (por exemplo, por administragdo ao individuo
de uma sequéncia de acidos ”nucléicos que codifica o
peptideo, de uma forma que permita a expressdo do peptideo
no individuo). O peptideo da invengdo (ou o acido nucléico
que o codifica) pode ser administrado ao individuo por via
oral, parenteral (por exemplo, intradérmica, intramuscular,
intraperitoneal, intravenosa ou subcuténea), transdérmica,
intranasal, por administracio pulmonar (por exemplo, por
administracdo intratraqueal) e/ou por bomba osmbtica.

Ainda em outro aspecto, a presente invengdo fornece um
método para prever se um individuo responderia ao
tratamento com um peptideo qué%compreende a seqUéncia de
aminodcidos da TABELA 1 ou um énélogo, derivado ou variante
desta, por teste de uma amostra diagndstica do individuo
gquanto & atividade de DPPIV, em que a modulagdo, por
exemplo, a redugdo da atividade de DPPIV, & indicativa de
gue o individuo responderia ao tratamento pelo peptideo. Em
um aspecto, o individuo tem ou é suspeito de ter uma
condi¢do ou distlGrbio relacionado a DPPIV.

Aspectos e vantagens adicionais da presente invengao
ficardo evidentes & luz da descrigdo que serd apresentada a
seguir. Deve-se entender, no entanto, que a descrigdo
detalhada e os exemplos especificos, embora indiquem
modalidades preferidas da invengdo, sdo oferecidos apenas
como ilustracdo, na medida em que varias alteracdes e
modificacdes dentro do espirito e do escopo da invengao

ficardo evidentes para aqueles habilitados na técnica a
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partir dessa descrigdo detalhada.

BREVE DESCRIGCAO DAS FIGURAS

A invengdo sera agora descrita em relagdo aos
desenhos, nos quais:

As FIG. 1 A e B revelam os--resultados do experimento
descrito no Exemplo 2.
$Viabilidade = a quantidade de crescimento bacteriano em

relacdo ao controle de veiculo (Tris), que & ajustado para

100% de sobrevida bacteriana com os respectivos peptideos

IDS. DE SEQ. N°: 5, e 47; Erythr. = eritromicina.
As FIG. 2 A - G revelam os resultados do experimento
descrito no Exemplo 3. O grafico mostra unidades de

formacdo de coldnias por ml (CFU/ml) no eixo Y, e O grupo
de tratamento (controle = sem peptideo; IDS. DE SEQ. N°:
1, 4, 5, 6, 45 e 47 = tratamento com um peptideo que possui
a respectiva seqiéncia de aminodcidos) no eixo X. E
mostrada a contagem bacteriana déﬂéamundongos individuais.

As FIG. 3 A e B revelam os resultados do experimento
descrito no Exemplo 4. O grafico mostra unidades de
formacdo de colénias por ml (CFU/ml) no eixo Y, e grupo de
tratamento (controle = sem peptideo; IDS. DE SEQ. N°°: 1 e
5 = tratamento com um peptideo que possui a respectiva
sequéncia de aminoacidos) no eixo X. E mostrada a contagem
bacteriana de camundongos individuais.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

Definigdes

e
“Distlrbio relacionado a DPPIV” ou “condicdo

=
-

relacionada a DPPIV” ou “condigdo associada a DPPIV”, como
aqui usados, significam qualquer condigdo médica que foi

correlacionada a atividade de DPPIV e em que a modulagao da
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referida atividade pode ser usada para tratar e/ou evitar

ou diagnosticar a referida condigdo. Exemplos dessas
condig¢des incluem, sem limitacdo: HIV/AIDS, condigdes
autoimunes, tais como artrite reumatdide, esclerose

maltipla, cancer (por exemplo, do c¢dlon e do pulmdo),
diabetes e doenca de Graves.

“DistGrbio relacionado ao sistema imunolégico” & uma
condigdo que estd associada ao sistema imune de um
individuo, tanto através da ativagdo quanto da inibigdo do
sistema imune, ou que pode ser tratada, evitada ou
diagnosticada por direcionamento de certo componente da
resposta imunoldgica em um individuo como, por exemplo, a
resposta imunoldégica inata.

“Imunologicamente ativo”, como aqui usado, refere-se a
atividade imune inata (por exemplo, a habilidade para

modular a resposta imunoldégica inata ou um componente desta

em um individuo), ou a habilidade para modular a atividade
de DPPIV. '
i1

“Modular” ou “que modula”, como aqui wusada, por

exemplo, a modulagdo da atividade de DPPIV ou uma resposta
em particular, engloba o aumento ou a diminuigdao da
atividade ou da resposta em relagdo a um controle ou ao
nivel normal ou basal da atividade ou da resposta, sob
certas condig¢des. Ele também pode englobar a manutengdo de
um nivel da atividade ou dé resposta sob condigdes que
normalmente aumentariam ou diminuiriam o nivel da atividade
do peptideo ou da resposta.

“Sais farmaceuticamente aceitaveis” referem-se aos
sais atdéxicos de metal alcaling; metal alcalino terroso e

de ambnio comumente usados na. indGstria farmacéutica,
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incluindo os sais de s&édio, potassio, 1litio, céalcio,
magnésio, bario, ambénio e =zinco protamina, que sdo
preparados por métodos bem conhecidos na técnica. O termo
também inclui sais atdxicos de adigdo acida, gque sao
geralmente preparados por reagao dos compostos desta
invengdo com um acido orgdnico ou inorgdnico adequado. Sais
representativos incluem o sal délcloridrato, hidrobrometo,
sulfato, bissulfato, acetato, oxalato, valerato, oleato,
laureato, borato, benzoato, lactato, fosfato, tosilato,
citrato, maleato, fumarato, succinato, tartarato,
napsilato, trifluoracetato e semelhantes.

“Sais de adigdo acida farmaceuticamente aceitaveis”
refere-se aqueles sais que retém a eficacia bioldégica e as
propriedades das bases livres e que ndo sdo biologicamente
ou de algum outro modo indesejaveis, formados com &cidos
inorgénicos, tais como acido cloridrico, acido
hidrobrédmico, 4&cido sulfarico, 4cido nitrico, 4acido
fosférico e semelhantes, e Aacidos orgédnicos, tais como
dcido trifluoracético, Aacido aéético, dcido propidnico,
dcido glicdélico, &cido pirGvico, 4&acido oxalico, acido
malico, &cido maldnico, &cido succinico, &cido maléico,
dcido fumarico, &cido tartarico, acido citrico, acido
benzdico, acido cindmico, acido mandélico, acido
metanossulfdnico, acido etanossulfdnico, acido pP-

toluenossulfdnico, acido salicilico e semelhantes. Para uma

descricdo de sais de adigdo acida farmaceuticamente

aceitaveis como prdé-farmacos, veja Bundgaard, H., ed.,
(1985) “Design of Prodrugs”, Elsevier Science Publishers,
Amsterdam.

“Ester farmaceuticamente aceitdvel” refere-se aqueles
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ésteres que retém, mediante hidrdlise da ligagdo éster, a
eficacia bioldgica e as propriedades do acido carboxilico

ou alcool, e ndo sdo biologicamente ou de algum outro modo

indesejaveis. Para uma descrigao de ésteres
farmaceuticamente aceitaveis como proé-farmacos, veja
Bundgaard, H., supra. Esses ésteres sao formados

tipicamente a partir do &acido cérboxilico correspondente e
de um &lcool. Geralmente, a fqrmacéo do éster pode ser
obtida através de técnicas sintéticas convencionais (veja,
por exemplo, March, "“Advanced Organic Chemistry”, 3* Ed.,

John Wiley & Sons, Nova York (1985) p. 11.57 e referéncias

nele citadas, e Mark e cols., “Encyclopedia of Chemical
Technology”, John Wiley & Sons, Nova York (1980)). O
componente alcodlico do éster compreendera geralmente: (i)

um &alcool alifatico C;-C;; que pode ou ndo conter uma ou
mais ligagdes duplas, e pode ou ndo conter cadeias
ramificadas de carbono, ou (ii) um &lcool aromatico ou
heteroaromatico C,-Ci,. Esta invencéo também contempla o uso
daguelas composigdes que tanto sdo ésteres como aqui
descritos, quanto, ao mesmo tempo, sdo os sais de adigdo
acida farmaceuticamente aceitaveis destes.

“Amida farmaceuticamente aceitdvel” refere-se aquelas
amidas que retém, mediante hidrdélise da ligagdo amida, a
eficdcia bioldgica e as propriedades do acido carboxilico

ou amina, e ndo sdo biologicamente ou de algum outro modo

indesejaveis. Para uma descrigdo de amidas
farmaceuticamente aceitaveis como prd-farmacos, veja
Bundgaard, H., ed., supra. Essas amidas sdao formadas

tipicamente a partir do acido carboxilico correspondente e

uma amina. Geralmente, a formagdo da amida pode ser obtida
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através de técnicas sintéticas convencionais (veja, por
exemplo, March, “Advanced Organic Chemistry”, 3°* Ed., John
Wiley & Sons, Nova York (1985) p. 1.152 e Mark e cols.,
“Encyclopedia of Chemical Technology”, John Wiley & Sons,
Nova York (1980)). Esta invengdo também contempla o uso
daquelas composig¢des que sdo tanto amidas como aqui
descritas, quanto, ao mesmo tempo, sdo os sais de adigdo
dcida farmaceuticamente aceitévéis destas.

“Veiculo farmacéutica ou terapeuticamente aceitavel”
refere-se a um meio transportador que ndo interfere com a
eficdcia da atividade bioldégica dos ingredientes ativos, e
que ndo é tdxico para o hospedeiro ou paciente.

“Estereoisdmero” refere-se a um composto quimico due
possui o mesmo peso molecular, composigdo quimica e
constituicdo que outro, mas com os atomos agrupados de
forma diferente. Ou seja, certas por¢des quimicas idénticas
estdo em orientac¢des diferentes no espago e, portanto,
quando puras, possuem a habilidade para girar o plano da
luz polarizada. No entanto, alguns estereoisdmeros puros
podem ter uma rotagdo Optica tdo discreta que &
indetectavel com a instrumenta¢§o atual. Os compostos da
presente invengdo podem ter um ou mais Atomos assimétricos
de carbono e, portanto, incluem varios estereoisdmeros.
Todos os estereoisbdmeros imunologicamente ativos estdo
incluidos dentro do escopo da invengao.

O termo “quantidade terapéutica ou farmaceuticamente
eficaz”, quando aplicado 'as composigdes da presente
invencdo, refere-se & quantidade de composigdo suficiente
para induzir um resultado biocldégico desejado. Aquele

resultado pode ser o alivio dos sinais, sintomas ou causas

e
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de uma doenga, ou qualquer outra alterag¢do desejada de um
sistema bioldgico. Por exemplo, na presente inveng¢do, O
resultado envolvera tipicamente o aumento da resposta
imunoldégica inata, a redugdo da atividade de DPPIV e/ou a
modulag¢do (por exemplo, a inibigdo ou redugdo ou ndao
estimulac¢do) das respostas inflamatdrias a infecgdo ou a
lesdo tecidual.

Os residuos de aminodcidos nos peptideos sdo
abreviados da seguinte forma: . Fenilalanina €& Phe ou F;
Leucina é Leu ou L; Isoleucina &€ Ile ou I; Metionina & Met
ou M; Valina é Val ou V; Serina é Ser ou S; Prolina é Pro
ou P; Treonina & Thr ou T; Alanina é& Ala ou A; Tirosina é
Tyr ou Y; Histidina é His ou H; Glutamina é Gln ou Q;
Asparagina €& Asn ou N; Lisina é Lys ou K; Acido aspartico é
Asp ou D; Acido glutdmico & Glu ou E; Cisteina & Cys ou C;
Triptofano & Trp ou W; Arginina & Arg ou R; e Glicina é Gly
ou G. Além disso, a abreviag¢do Nal & usada pra representar
l-naftilalanina; Ornitina & Orn ou O, Cit é& citrulina; Hci
€ citrulina com um ou mais grupos metileno, e Vx ou Valina
x, em que o “x"” refere-se a uma variagdo na estrutura
badsica do aminod&cido, em que a iigacéo do aminodcido nao é
mais uma ligagdo amida, mas umé,amina metilada, e isso se
aplica similarmente a outros ami;oécidos com a designagdo
“x” ., Além disso, A&acido 2,4-diaminobutirico é Dab; A&acido
2,3-diaminopropiénico é Dpr ou Dapa; N-(4-aminobutil)-
glicina & Nlys; hSer & homosserina; Hyp € hidroxiprolina;
Val (betaOH) €& hidroxivalina; D-Pro & 3,4-dehidroprolina;
Pyr & piroglutamina (prolina com CO= no anel); prolina com
substitui¢des flGor no anel; &cido 1,3-tiazolidina-4-

carboxilico (prolina com S no anel); Thi & beta-(2-tienil)-
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alanina; 2Abu é &cido 2-aminobutirico; Nva & norvalina; Nle
é norleucina; Hol é homoleucina, e Aib é a&acido alfa-
aminoisobutirico.

Além dos peptideos que consistem somente em
aminodcidos de ocorréncia natural, também sdo fornecidos
peptidomiméticos ou andlogos de peptideos. Analogos de
peptideos sdo usados comumente na indGstria farmacéutica
como farmacos ndo peptidicos com propriedades andlogas
aquelas do peptideo-modelo. Esses tipos de compostos ndo
peptidicos sdo denominados “miméticos de peptideos” ou
“peptidomiméticos” (Fauchere, J., Adv. Drug Res. 15: 29

(1986); Veber e Freidinger, TINS p. 392 (1985); e Evans e

cols., J. Med. Chem. 30: 1.229 (1987), gque sdo aqui
incorporados por referéncia). Miméticos de peptideos que
sdo estruturalmente similares aos peptideos

terapeuticamente Gteis podem ser usados para produzir um
efeito terapéutico ou profilatico equivalente ou aumentado.
Geralmente, peptidomiméticos sdo estruturalmente similares
a um peptideo de paradigma (ou seja, um peptideo que possui
uma atividade bioldgica ou farmacoldgica), por exemplo,
peptideo de ligagdo ao receptor de ocorréncia natural, mas
que possui uma ou mais ligag¢des peptidicas opcionalmente
substituidas por uma ligagdo selecionada do grupo gque
consiste em: -CH,NH-, -CH,S-, -CH,=CH,-, -CH=CH- (cis e
trans), -COCH, -, -CH(OH) CH,- e -CH,S0-, por métodos
conhecidos na técnica e descritos adicionalmente nas
seguintes referéncias: Spatola, A. F. em “Chemistry and
Biochemistry of Amino Acids, Peptides and Proteins”, B.
Weinstein, eds., Marcel Dekker, Nova York, p. 267 (1983);

Spatola, A. F., Vega Data (margco de 1983), Vol. 1, Exemplar
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3, “PEPTIDE BACKBONE MODIFICATIONS” (revisao geral) ;
Morley, Trends Pharm. Sci. (1980) pp. 463-468 (revisao
geral); Hudson, D. e cols., Int. J. Pept. Prot. Res. 14:
177-185 (1979): (-CH;NH-, CH,CH,-); Spatola e cols., Life
Sci. 38: 1.243-1.249 (1986): (-CH,-S); Hann. J. Chem. Soc.
Perkin Trans. I 307-314 (1982):(-CH-CH-, cis e trans);
Almquist e cols., J. Med. Chem. 23: 1.392-1.398 (1980): (-
COCH,-); Jennings-White e cols., Tetrahedron Lett. 23:
2.533 (1982): (-COCH,-); Szelke e cols., Pedido Europeu EP
45665 CA: 97: 39.405 (1982) (-CH(OH)CH,); Holladay e cols.,
Tetrahedron Lett. 24: 4.401-4.404 (1983): (-C(OH)CH,-); e
Hruby Life Sci. 31: 189-199 (1982): (-CH,-S-); cada um dos
quais €& aqui incorporado por referéncia. Em um aspecto, a
ligagdo ndo peptidica é -CH;NH-. Esses miméticos de
peptideos podem ter vantagens significativas em relagdo as
modalidades de polipeptideos, incluindo, por exemplo:
produgcdo mais econdmica, maior estabilidade quimica,
propriedades farmacolégicas’ aprimoradas (meia-vida,
absorcdo, poténcia, eficacia etc.), especificidade alterada
(por exemplo, um espectro amplo de atividades bioldgicas),
antigenicidade reduzida, e outras. A marcacao de
peptidomiméticos normalmente enGolve a adesdo covalente de
um ou mais marcadores, diretgmente ou através de um
espagador (por exemplo, um gruég.amida), em posigdes nao
interferentes no peptidomimético que s&8o previstas por
dados quantitativos de estrutura-atividade e/ou modelagem
molecular. Essas posi¢des ndo interferentes geralmente sao
posigdes que formam contatos diretos com as macromoléculas
(por exemplo, moléculas da superfamilia das

imunoglobulinas) as gquais o peptidomimético se liga para
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produzir o efeito terapéuticb. A derivatizagao (por
exemplo, marcagdo) de peptidomiméticos ndo deve interferir
substancialmente com a atividade biolégica ou farmacoldgica
desejada do peptidomimético. Geralmente, os
peptidomiméticos de peptideos de 1ligagdo ao receptor se
ligam ao receptor com alta afinidade e possuem atividade
bioldégica detectavel (ou seja, sdo agonistas ou
antagonistas para uma ou mais mudanc¢as fenotipicas mediadas
por receptor).

A substituigcdo sistematica de um ou mais aminoacidos
de uma sequéncia de consenso com um D-aminoadcido do mesmo
tipo (por exemplo, D-lisina no lugar de L-lisina) pode ser
usada para gerar peptideos mais estaveis. Observa-se que
sdo desejadas substituigdes de D-aminodcidos nas quais a
atividade imunoldgica do peptideo é mantida.

Descrigao

Como aqui descrito, os inventores identificaram
peptideos 1inéditos que possuem e/ou que compreendem a
seqiiéncia de aminodcidos mostrada na TABELA 1 ou um
andlogo, derivado ou variante das seqiéncias de aminoacidos
aqui reveladas. Os inventores também demonstraram que um
peptideo que possui ou que compreende uma das sequéncias de
aminodcidos da TABELA 1 e um terminal C aminado possui
utilidade terapéutica no aumento da imunidade inata. Em
particular, os inventores demoﬁétraram que um peptideo que
compreende uma seqUéncia de ami%oécidos da TABELA 1 nao
possuia eficadcia antimicrobiana contra S. aureus, embora
fornecesse protegdo in vivo em camundongos infectados com
S. aureus. O peptideo aumentou a resposta do hospedeiro a

infeccdo, resultando em aumento da depuragdo bacteriana e
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da sobrevida do hospedeiro. bbessa forma, os peptideos
inéditos descritos podem ser usados como uma substéncia
terapéutica para o tratamento de uma doenca infecciosa. Em
outra modalidade, demonstrou-se que os peptideos da
invencdo reduzem a atividade de DPPIV, o que, conforme
comprovado, esta relacionado a diversos distGrbios
relacionados ao sistema imunoldégico como, por exemplo, AIDS
e progressdo da doenga pelo HIV (Blazquez e cols. 1992;
vanham e cols. 1993; Schols e cols. 1998 Oravecz e cols.
1995), doenca de Graves (Eguchi e cols. 1989; Nishikawa e
cols. 1995) e cancer (Stecca e cols. 1997), por exemplo,
cancer do pulmdo e do cdlon, e diabetes (Hinke e cols.
2000; Marguet e cols. 2000). Além disso, demonstrou-se que
DPPIV como indicador de ativaggé de células T flutua em
paralelo com varias doengas autoimunes como, por exemplo,
artrite reumatdide (Nakao e cols., 1989) e tireoidite
autoimune (Eguchi e cols., 1989). DPPIV foi descrita como
marcador gque apresenta boa correlagdo com o nivel de
atividade dessas doencgas. Foi ainda estudada como indicador
de progressdo da doengca na esclerose mialtipla crdnica
progressiva (Constantinescu e cols., 1995). Os peptideos da
invencdo podem ser usados no tratamento dessas condigdes.
Peptideos da invengao

Consequentemente, a preéente invengao fornece
peptideos isolados que possdem ou que compreendem a
seqiéncia de aminoacidos da TRBELA 1 ou um analogo,
derivado ou variante imunologicamente ativo desta. Também
s3io fornecidos sais farmaceuticamente aceitaveis, sais de
adicdo acida e ésteres dos peptideos, andlogos, derivados,

e variantes da invencdo, incluindo aqueles aqui descritos,
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como, por exemplo, uma substituigdo conservadora e
modificagdes do terminal C e N, e modificag¢des da estrutura
badsica, como aqui descritas. Como agqui usado, um peptideo
visolado” da invengdo é um peptideo que ndo tem uma
contraparte de ocorréncia naturél ou que foi separado ou
purificado de componentes que naturalmente o acompanham. Um
peptideo isolado da invengdo pode ser obtido, por exemplo,
por expressdo de um A&acido nucléico recombinante que
codifica o peptideo, ou por sintese gquimica. Como um
peptideo sintetizado gquimicamente €&, por sua natureza,
separado dos componentes que naturalmente o acompanham, o
peptideo sintético & “isolado”.

Em um aspecto, o peptideo isolado da invengao
compreende a seqliéncia de aminoacidos que possui a férmula:
“X,X,P” (ID. DE SEQ. N°: 55), em que: X; & selecionado do
grupo que consiste nos compostos ‘baseados em K, H, R, S, T,
O, Cit, Hci, Dab, Dpr ou glicina com grupos funcionais
basicos substituidos no terminal N (por exemplo, Nlys),
hSer, Val(betaOH) ou, em outra modalidade, é selecionado do
grupo que consiste em K, R, S, O e Cit ou, em outra
modalidade, selecionado do grupo que consiste em K, R e S,
ou é R; e em que X, é selecionado do grupo que consiste em
V, I, K, P e H. Em uma modalidade, o peptideo isolado da
invencdo & do ID. DE SEQ. N°: 55. Em outro aspecto, ele &
um peptideo de até 10 aminodcidos, compreendendo uma
sequiéncia de aminoacidos do ID: DE SEQ. N°: 55. Em uma
modalidade, o peptideo isolado do ID. DE SEQ. N°: 55 & dos
IDS. DE SEQ. N°%: 8, 9, 26, 397 40, 41 e 45-53, ou um
peptideo isolado de até 10 aminodcidos compreendendo as

referidas sequéncias. Em outra modalidade, o peptideo
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isolado que compreende o ID. DE SEQ. N°: 55 é o ID. DE SEQ.
N°: 44, que é de até 13 aminoacidos.

Em outra modalidade, a invengdo fornece um peptideo
isolado que compreende a férmula, “X;X,X3;P” (ID. DE SEQ. N°:
56), em que X, & selecionado do grupo que consiste nos
compostos baseados em K, H, R, S, T, O, Cit, Hci, Dab, Dpr
ou glicina com grupos funcionais basicos substituidos no
terminal N (por exemplo, Nlys), hSer, Val(betaOH) ou, em
outra modalidade, selecionado do grupo que consiste em K,
H, R, S, T e O ou, em outra modalidade, K, H, R, S e T, ou,
em outra modalidade, K, H;, R, S e 0O, ou, em outra
modalidade, R, H, K e S; e em que X, & selecionado do grupo
que consiste em A, I, L, V, K, P, G, H, R, S, O, Dab, Dpr,
Cit, Hci, Abu, Nva, Nle, e em que X, pode ser metilado no N
ou, em outra modalidade, selecionado do grupo que consiste
em A,I, L, V, K, P, G, H e R, em que ele pode ser metilado
no N; e em que X; é selecionado éé grupo que consiste em I,
V, P, em que, em uma modalidade, X; ndo & metilado no N. Em
uma modalidade, o peptideo isolado pode ser uma seqiéncia
de aminodcidos de até 10 aminoacidos, que compreende o ID.
DE SEQ. N°: 56, incluindo os IDS. DE SEQ. N°: 1, 3-7, 10-
16, 18, 21- 25, 27, 28, 31-39, 42, 43 ou 47, ou um peptideo
isolado de até 11 aminodcidos que compreende o ID. DE SEQ.
N°: 54. No entanto, em uma modalidade, quando o ID. DE SEQ.
N°: 56 for um hexdmero, ele ndo serda o ID. DE SEQ. N°: 2
ou, em uma modalidade, quando ele for um pentdmero, ele ndo
serda o ID. DE SEQ. N°: 17. Em ﬁma modalidade, o peptideo
isolado da invengdo ndo compreende um peptideo que
compreende os IDS. DE SEQ. N°°: 2 ou 17.

Em outra modalidade, a invengdo fornece um peptideo
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isolado compreendendo o peptideo que compreende a fdérmula
do ID. DE SEQ. N°: 56 em um pentdmero ou hexdmero. Em uma
modalidade, o referido peptideo é imunologicamente ativo.

Em uma modalidade, o peﬁfideo isolado da invengao
compreende um peptideo de foérmula, “aX;X,X;P” (ID. DE SEQ.
N°: 57), em que X;, X, e X; sdao como definidos para o ID. DE
SEQ. N°: 56, e em que “a” é selecionado do grupo due
consiste em s, P, I, R, C, T, L, V, A, G, K, H, R, O, C, M
e F ou, em outra modalidade, é selecionado do grupo que
consiste em, S, P, I, R, C, T, L, V, A, G, K, H, R, O, C e
M ou, em outra modalidade, é selecionado do grupo que
consiste em, 8, P, I, R e C ou, em outra modalidade, & S.
Em uma modalidade, o peptideo isolado compreende o ID. DE
SEQ. N°: 57, ou & um peptideo de até 10 aminoacidos que
compreende a referida sequiéncia. Em outra modalidade, o
peptideo isolado & dos IDS. DE SEQ. N°®: 4, 47, ou gquando
for um hexd@mero, o ID. DE SE&? N°: 39, ou um peptideo
isolado de até 10 aminodcidos compreendendo as referidas
sequéncias.

Em outra modalidade, o peptideo isolado da invengao
compreende um peptideo de fdérmula, "“X;X,X;Pb” (ID. DE SEQ.
N°: 58), em que X;X,X; sdo como definidos no ID. DE SEQ. N°:
56 e “b” é selecionado do grupo que consiste em A, A*, G,
s, L, F, X, ¢, 1, Vv, T, ¥, R, H,L, O e M, mas em uma
modalidade nio é P ou, em outra modalidade, €& selecionado
do grupo que consiste em A, A*, G, S, L, F e K ou, em outra
modalidade, é selecionado do gfﬁpo que consiste em A, A*,
G, S, L, K e C ou, em uma még%lidade, é selecionado do
grupo que consiste em A, A*, vG, S, L e K; em dque A*

representa um aminoacido D de Alanina. Em uma mcodalidade, o
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peptideo isolado é um aminodcido de até 10 aminoacidos,
compreendendo o ID. DE SEQ. N°: 58. Em uma modalidade, o
peptideo isolado é ou compreende os IDS. DE SEQ. N°°: 5 -
g, 10, 11, 13-16, 21-25, 27, 28, 31, 33-38 e 42-43. Em
outra modalidade, o peptideo & do ID. DE SEQ. N°: 58, em
que “b” ndo &€ P ou Y, ou ndo é RIVPP (ID. DE SEQ. N°: 17);
ou em que X; ndo é G du ndo & RIGPA, ou X; ndo & Vx ou ndo
€ RIVXPA.

Em uma modalidade, o peptideo isolado da invencdo é ou
compreende um peptideo similar ao ID. DE SEQ. N°: 58, mas
em que X; & selecionado do grupo que consiste em G, GG ou
Cit, ou em que “b” é A, X, é I, X3 é V, X, &€ G, GG, ou (Cit,
ou o peptideo é dos IDS. DE SEQ. N°: 19, 20 e 36. Em uma
modalidade, o peptideo isolado compreende o ID. DE SEQ. N°:
31. Em outra modalidade, o peptideo isolado compreende uma
sequéncia reversa do ID. DE SEQ. N°: 58, ou compreende o
ID. DE SEQ. N°: 30.

Em uma modalidade, o peptideo isolado da inveng¢ado é ou
compreende um peptideo que ffpossui a sequiéncia de
aminoacidos do ID. DE SEQ. N°: 29.

O peptideo da invengdo também fornece um peptideo
isolado que compreende a férmula, “aja, X;X;X;P” (ID. DE
SEQ. N°: 59), em que X;, X; e X3 sdo como definidos no ID.
DE SEQ. N°: 56 e a; €& selecionado do grupo que consiste em
K, IR, H O, L, V, A e G ou, em uma modalidade, K e I, ou
em uma modalidade K e a, sao selecionados do grupo que
consiste em S, P, R T, H, XK, O, L, V, A, G, S e I ou, em
uma modalidade, S, P e R ou, em outra modalidade, S e P ou,
em outra modalidade, P. Em "uma modalidade, a; nido &

acetilado, ou quando a; for K, K ndo serd acetilado ou néao

H
+
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serd o ID. DE SEQ. N°: 2. Em uma modalidade, o peptideo
isolado é ou compreende os IDS. DE SEQ. N°°: 1 e 47 ou um
peptideo de até 10 aminodcidos compreendendo o ID. DE SEQ.
N°: 59.

Em outra modalidade, o peptideo isolado da invengdo &
ou compreende um peptideo da férmula, “a X;X,X;Pb” (ID. DE
SEQ. N°: 60), em que X;, X; e X3 sdo como definidos no ID.
DE SEQ. N°: 56 e em que “a” é& ‘selecionado do grupo que
consiste em S, R, K, H, o0, T, I, L, V, A, G ou, em outra
modalidade, S, R e I ou, em outra modalidade, S e R, e em
que “b” & selecionado do grupo que consiste em A, V, I, L,
G, K, H,L R, O, S, T, F ou, em outra modalidade, A. Em outra
modalidade, o peptideo do ID. DE SEQ. N°: 60 & dos IDS. DE
SEQ. N°: 3, 12 e 39, ou um ﬁeptideo de até 10 aminoacidos
compreendendo o ID. DE SEQ. N°: 60 ou os IDS. DE SEQ. N°:
3, 12 ou 39.

Como aqui usado, um “peptideo que compreende uma
sequéncia de aminoacidos de umévseqﬁéncia da TABELA 1” ou
um “peptideo que compreende uma sgqﬁéncia de aminoacidos de
uma seqiéncia da TABELA 1” inclui o préprio peptideo,
equivalentes quimicos Obvios deste, isdmeros deste (por
exemplo, isdmeros, estereoisdmeros, retro-isdmeros, retro-

inverso is®meros, todos os isdmeros [D], todos os isdOmeros

[L], ou isémeros mistos [L] e [D] deste), substituigdes
conservadoras nele, formas. precursoras deste, formas
endoproteoliticamente processadas deste, por exemplo,

clivagem de aminodcidos tunicos dos terminais N ou C ou
metabdlitos imunologicamente ativos dos peptideos da
invencdo, sais farmaceuticamente aceitéveis e ésteres

deste, e outras formas resultantes de modificagdo pébs-

[y
p23 4
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tradugcdo. Também estd incluida qualquer sequéncia parente,
até, e incluindo, 10, 9, 8, 7, 6, 5 e 4 aminoacidos de
comprimento (ciclizados ou lineares, ou ramificados da
sequéncia parente central), para a qual a sequéncia
especificada €& uma subsequéncia. Aqueles habilitados na
técnica observardao que, quando o peptideo na tabela for um
trimero, ele podera ser uma subsequéncia de um 10, 9, 8, 7,
6, 5 e 4-mer, enquanto, se o pgbtideo listado na TABELA 1
for um hexdmero, ele podera sefruma subseqiéncia de um 10,
9, 8, e 7 mer, mas nao um 5 ou 4-mer. Além disso, a
invengdo compreende seqiéncias que sdo maiores do que 10-
mer, os IDS. DE SEQ. N°°: 44 e 54. Aqueles peptideos
modificados que retém a atividade imunoldgica dos peptideos
da inveng¢do sdo englobados dentro do escopo da presente
invencgao.

Ainda como aqui usado, um “equivalente quimico o&bvio”
de um peptideo da invengdo € uma molécula que possui a
mesma atividade desejada, por exemplo, atividade
imunolégica, como os peptideos gqui descritos, e exibe uma
quimica trivial diferente, ou uma molécula que &
convertida, sob condi¢des brandas, em um peptideo da
invengdo (por exemplo, ésteres, éteres, produtos de redugdo
e complexos dos peptideos da invengdo) .

Adicionalmente, como aqui usadas, “substituicdes
conservadoras” sdo aquelas substituigdes de aminodcidos que
sdo funcionalmente equivalentes ao residuo de aminoacido
substituido, tanto por terem polaridade ou arranjo estérico
similar, quanto por pertencerem a mesma classe dque O
residuo substituido (por exemplo, hidrofdébico, &acido ou

basico). O termo “substituig¢des conservadoras”, como aqui

et
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definido, inclui substituig¢des que possuem um efeito
insignificante sobre a habilidade do peptideo da invencdo
para aumentar a imunidade inata. Exemplos de substituicdes
conservadoras incluem a substituigdo de um residuo polar
(hidrofilico) por outro (pbr exemplo, arginina/lisina,
glutamina/asparagina ou treonina/serina); a substituicdo de
um residuo apolar (hidrofdébico) (por exemplo, isoleucina,
leucina, metionina, fenilalanina, tirosina ou valina) por
outro; a substituigdo de um residuo &cido (por exemplo,
acido aspartico ou acido glutdmico) por outro; ou a
substituig¢do de um residuo basico (por exemplo, arginina,
histidina, lisina ou ornitina) por outro.

O termo “anadlogo”, como aqui usado, inclui qualquer
peptideo que possui uma sequéncia de aminoacidos
substancialmente idéntica a uma sequéncia aqui descrita, em
que pelo menos um residuo foi- substituido conservadoramente
com um residuo funcionalmente similar. Um “andlogo” tem 60%
ou mais (preferivelmente, 70% ou mais, 80% ou mais, 85% ou
mais, 90% ou mais, 95% ou mais, ou 99%) de homologia de
sequéncia de aminodcidos com uma seqiiéncia de aminoacidos
da TABELA 1, e & um variante funcional desta. Ainda como
aqui wusado, o termo “varianfép funcional” refere-se a
atividade de um peptideo que demonstra uma hébilidade para
aumentar a imunidade inata ou reduzir a atividade de DPPIV,
como aqui descrito. Um “andlogo” inclui uma variante de um
aminodcido da TABELA 1 gque possui uma conformagdo
tridimensional homdéloga. Um “andlogo” ainda inclui qualquer
sal farmaceuticamente aceitavel de um andlogo, como aqui
descrito. Uma  “variante” ainda inclui qualquer sal

farmaceuticamente aceitavel de uma variante, como aqui
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descrito.

Um “derivado”, como aqui usado, refere-se a um
peptideo da invengdo gque possui um ou mais aminodcidos
quimicamente derivatizados por reagdo de um grupo lateral
funcional. Moléculas derivatizadas exemplares incluem, sem
limitagdo, moléculas de peptideos nas gquais grupos amino
livres foram derivatizadas para formar sais ou amidas, por
adicdao de grupos acetil, cloridratos de amina, grupos
carbobenzoxi, grupos cloroacetil, grupos formil, grupos p-
tolueno sulfonil ou grupos -t-butiloxicarbonil. Grupos
hidroxil 1livres podem ser derivatizados para formar
derivados O-acil ou O-alquil. Além disso, grupos carboxil
livres podem ser derivatizados para formar sais, ésteres
(por exemplo, metil e etil ésteres) ou hidrazidas. Dessa
forma, um “derivado” ainda inclui qualquer sal
farmaceuticamente aceitdvel de um derivado, como aqui
descrito.

Em uma modalidade da presente invengdo, o peptideo
isolado da invencdo tem um terminal C modificado e/ou um
terminal N modificado. Por exemplo, o peptideo isolado pode
ter um terminal C amidado. Por exemplo, o terminal amino
pode ser acetilado (Ac), ou o terminal carbdéxi pode ser
amidado (NH,). No entanto, em ﬁgg modalidade da invencao,
os peptideos da invengdo preferivelmente ndo sdo acetilados
caso essa modificagdo resulte na perda da atividade
imunoldgica desejada. Modificag¢des do terminal amino
incluem metilacao (ou seja, ~-NHCH; ou -NH(CH3),),
acetilagdo, adigdo de um grupo carbobenzoil, ou bloqueio do
terminal amino com qualquer grupo de bloqueio que contenha

uma funcionalidade carboxilato definida por RCOO-, em que R
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& selecionado do grupo que consiste em naftil, acridinil,
esteroidil e grupos similares. As modificag¢des do terminal
carbdxi incluem a substituigdo do acido livre por um grupo
carboxamida, ou a formagdo de uma lactama ciclica no
terminal carbdéxi para introduzir restrig¢des estruturais.

Em uma modalidade, podem ser feitas substituigdes da
estrutura basica como, por exemplo, NH por NCH;. O peptideo
isolado também pode ser uma modificag¢do (por exemplo, uma
mutagdo pontual, por exemplo, uma insergdo ou uma
eliminagdo ou um truncamento) - de, ou gque compreende, uma
seqiéncia de aminoacidos da TABELA 1. Como exemplo, o
peptideo pode compreender uma sequéncia de aminodcidos da
TABELA 1 modificada por pelo menos uma inserg¢do pontual de
um aminodcido D, desde que a atividade imunoldgica desejada
seja mantida. Em particular, podem ser empregados analogos
de prolina nos gquais o tamanho do anel do residuo de
prolina é trocado de 5 membros para 4, 6 ou 7 membros.
Grupos ciclicos podem ser saturados ou insaturados e, se
insaturados, podem ser aromaticos ou ndo aromaticos.

Podem-se substituir as cadeias laterais de ocorréncia
natural dos aminodcidos geneticamente codificados (ou D
aminodcidos) com outras cadeias laterais com propriedades
similares, por exemplo, com érupos como alquil, alquil
inferior, alquil ciclico de 4; ?, 6 a 7 membros, amida,
amida alquil inferior, amida di(alquil inferior), alcdxi
inferior, hidrdéxi, carbdxi e os derivados de éster inferior
destes e com heterociclico 4, 5, 6, a 7 membros.

Tais substituig¢des podem incluir, mas ndo se limitam
necessariamente a: (1) aminodcidos carregados positivamente

nao padronizados, como: ornitina, Dab; acido 2,4-
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diaminobutirico, que é semelhante a ornitina menos um grupo
metileno (ou lisina menos dois.grupos metileno), Dpr ou
Dapa; A&acido 2,3-diaminopropifnico, que €& semelhante a
ornitina menos dois grupos metileno (ou lisina menos trés
grupos metileno, ou serina com um dgrupo amino ao invés de
hidroxil), Nlys; N- (4-aminobutil)-glicina, que tem a cadeia
lateral 1lisina anexada ao “terminal N”, e compostos com
grupos aminopropil ou aminoetil anexados ao grupo amino da
glicina. (2), aminodcidos de ocorréncia ndo natural, como
arginina, sem carga, como, Cit; citrulina e Hci; citrulina
com mais um grupo metileno; (3) aminoacidos de ocorréncia
ndo natural n3o padronizados com OH (como, por exemplo,
serina), por exemplo, hSer; Hémoserina (mais um grupo
metileno, Hyp; hidroxiprolina, Val (betaOH); hidroxivalina,
Pen; penicilamina, (Val(betaSH); (4) derivados de prolina
como, por exemplo, D-Pro, por exemplo, 3,4-dehidroprolina,
Pyr; piroglutamina (prolina com C=0 no anel), prolina com
substituicdes de flGor no anel, &acido 1,3-tiazolidina-4-
carboxilico (prolina com S no anel);(5) derivado de
histidina como, por exemplo, Thi; beta- (2-tienil) -alanina;
ou (6) derivados de alquil como, por exemplo, Abu; acido 2-
aminobutirico (grupo etil no C-alfa), Nva; norvalina (grupo
propil no C-alfa), Nle; norleucina (grupo butil no C-alfa),
Hol; homoleucina (grupo propil gq_c-alfa), Aib, acido alfa-
aminoisobutirico (valina sem gkupo metileno). Aqueles
habilitados na técnica observardo que essas substituigdes
retdmn a atividade imunoldégica do peptideo/seqiéncia
parente.

Em outra modalidade alternativa, o grupo carboxil do

terminal C ou um éster do terminal C pode ser induzido a
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ciclizar por deslocamento interho do -OH ou do éster (-OR)
do grupo carboxil ou éster, respectivamente, com o grupo
amino do terminal N, para forméf um peptideo ciclico. Por
exemplo, apds sintese e clivagem para gerar o peptideo
acido, o &cido livre é convertido em um éster ativado por
um ativador de grupo carboxil apropriado como, por exemplo,
diciclohexilcarbodiimida (DCC) em solu¢do, por exemplo, em
misturas de cloreto de metileno (CH,Cl,), dimetil formamida
(DMF) . O peptideo ciclico é entdo formado por deslocamento
interno do éster ativado com a amina do terminal N. A
ciclizacdo interna, ao contrario da polimerizag¢do, pode ser
intensificada pelo uso de solugdes muito diluldas. Esses
métodos sdo bem conhecidos na téénica.

Pode-se também ciclizar os~peptideos da inveng¢dao, ou
incorporar um residuo desamino ou descarboxi nos terminais
do peptideo, de forma que ndo haja amino terminal ou grupo
carboxil, para diminuir a suscetibilidade as proteases, ou
para restringir a conformagdo do peptideo. Grupos
funcionais do terminal C dos compostos da presente invengao
incluem amida, amida alquil inferior, amida di(alquil
inferior), alcéxi inferior, hidrdéxi e carbdxi, e os
derivados de éster inferior destes, e os sais
farmaceuticamente aceitdveis destes.

Pode-se também ciclizar o .peptideo por adigdo de uma
cisteina no terminal N e/ou ‘C, e ciclizar o peptideo
através de 1ligagdes dissulfeto-~ou outras interac¢des da
cadeia lateral.

Pode-se também incorporar um residuo desamino ou
descarboxi nos terminais do peptideo, de forma que ndo haja

amino terminal ou grupo <carboxil, para diminuir a
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suscetibilidade &as proteases, ou para restringir a
conforma¢do do peptideo. )
Método de produgdo dos peptideos -

A presente invengdo contempla peptideos, incluindo
andlogos de peptideos; derivados e variantes, que sdo
produzidos sinteticamente, gerados de forma recombinante,
ou isolados de células nativas. Um peptideo da invengdo
pode ser sintetizado por métodos comumente conhecidos por
aqueles habilitados na técnica (por exemplo, como descrito
em “Modern Techniques of Peptide and Amino Acid Analysis”
(Nova York: John Wiley & Sons, 1981) e Bodansky, M.,
“Principles of Peptide Synthesis” (Nova York: Springer-
Verlag N.Y., Inc., 1984)). Exemplos de métodos que podem
ser empregados mna sintese dos peptideos da invengao
incluem, sem limitacdo, sintese peptidica de fase sbélida,
sintese peptidica em solugdo ou por método 1liquido, e
sintese com o uso de qualquer um dos sintetizadores
peptidicos disponiveis comercialmente. Em uma modalidade,
um peptideo da inveng¢do é sintetizado in vitro, por
exemplo, por meios quimicos, ou tradugdo de mRNA in vitro.
Em outra modalidade, um peptideo da invencdo é produzido de
forma recombinante, com o uso de técnicas convencionais e
cDNA que codifica o peptideo. As seqiéncias de aminodcidos
da presente inveng¢do podem ainda compreender agentes de
acoplamento e grupos de protegéé:que sdo usados na sintese
de sequéncias peptidicas, e éue sao bem conhecidos por
aqueles habilitados na técnica. |

Anadlogos, derivados e variantes de ©peptideos da

invengdao podem ser feitos por uma ampla variedade de

diferentes técnicas de mutagénese bem conhecidas por
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aqueles habilitados na técnica. Essas técnicas podem ser
encontradas em qualquer manual de laboratdrio de biologia
molecular, incluindo, por exémplo, Sambrook e cols.,
“Molecular Cloning - A Laboratory Manual”, 2% ed.
(Plainview, NY: Cold Spring Harbof Press, 1989); ou Ausubel
e cols., "“Current Protocols in Molecular Biology” (John
Wiley & Sons). Também estdo disponiveis kits de mutagénese
por varios fornecedores comerciais de suprimentos de
biologia molecular. Estdo disponiveis métodos para a
realizagdo de mutagénese sitio-dirigida, regioespecifica ou
aleatdria, na sequéncia de aminodcidos inicial. Apds a
produgdo dos andlogos, derivados e variantes, eles podem
ser pesquisados quanto a habilidade desejada para aumentar
a imunidade inata, como aqui descrito.
Agentes que reagem com o peptideo

A presente invengdo ainda fornece um agente reativo
com um peptideo que compreende uma sequéncia de aminodcidos
da TABELA 1 ou um andlogo, derivado ou variante desta. Como
aqui usado, “reativo” significa que o agente possui
afinidade, se 1liga ou é dirigido contra o peptideo da
invengdo. Ainda como aqui usado, um “agente” deve incluir
uma proteina, um polipeptideo, um peptideo, um Aacido
nucléico (incluindo DNA ou RNA), um anticorpo de ocorréncia
nao natural, um fragmento Fab, um fragmento F(ab'),, uma
molécula, um composto, um antibidético, wum farmaco, e
quaisquer combinag¢des destes.  Um fragmento Fab é um

fragmento de 1ligagdo de antigehq univalente de anticorpo,

que é produzido por digestao com papaina. Um fragmento
F(ab'), & um fragmento de ligag¢do de antigeno divalente de

um anticorpo, que €& produzido por digestdo com pepsina. De
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preferéncia, o agente da presente inveng¢do & marcado com um
marcador ou rdtulo detectavel. Um “anticorpo de ocorréncia
ndo natural” significa um anticorpo que é gerado com o
peptideo associado a outro composto, por exemplo, dois
residuos de glicina do terminal:C e MAPS. O antigeno MAPS é
anexado ao peptideo da presente invengdo por meio de 2
residuos de glicina inseridos no terminal C do peptideo. A
construgdo pode entdo ser administrada a um animal, por
exemplo, um coelho, e o anticorpo coletado com o uso de
procedimentos bem conhecidos na técnica.

Em uma modalidade da presente invengdo, o agente
reativo com o peptideo da iﬁvencéo € um anticorpo. Como
aqui wusado, o anticorpo da presente invengao pode ser
policlonal ou monoclonal. Além disso, o anticorpo da
presente invengdo pode ser produzido por técnicas bem
conhecidas para aqueles habilitados na técnica. O anticorpo
policlonal, por exemplo, pode ser produzido por imunizagdo
de um camundongo, coelho ou rato com um peptideo da
invengdo purificado. O anticorpo monoclonal pode entdo ser
produzido por remogdo do bago do animal imunizado, e
fundindo-se as células esplénicas com células de mieloma,

para formar um hibridoma, o qual, quando desenvolvido em

cultura, produzira um anticorpo monoclonal. Veja, por

exemplo, J.G.R. Hurrel, “Monoclonal Hybridoma Antibodies:
Techniques and Applications” (Boco Raton, FL: CRC Press
Inc., 1982).

O anticorpo da invengdo pode ser marcado com um

marcador ou rétulo detectdvel. A marcacio de um anticorpo
C SR

pode ser obtida com o uso de uma dentre diversas técnicas

de marcagao, incluindo peroxidase, marcadores
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quimioluminescentes conhecidés na técnica, e marcadores
radioativos conhecidos na técnica. O marcador ou rétulo
detectavel da presente invengdo pode ser, por exemplo, um
marcador ndo radioativo ou fluorescente como, por exemplo,
biotina, fluoresceina (FITC),'Aacridina, colesterol ou
carbdxi-X-rodamina, gque pode ser detectado com o uso de
fluorescéncia e outras técnicas de imagem facilmente
conhecidas na técnica. Alternativamente, o marcador ou
rétulo detectavel pode ser um marcador radioativo
incluindo, por exemplo, um radioisdtopo. O radioisdtopo
pode ser qualquer isdtopo que emita radiacdo detectavel
como, por exemplo, 2°S, 2P, ?°I, °H ou %*C. A radioatividade
emitida pelo radioisdétopo pode ser detectada por técnicas
bem conhecidas na técnica. Por exemplo, a emissdo gama do
radioisdtopo pode ser detectada com o uso de técnicas de
imagem gama, particularmente imagens cintigraficas. De
preferéncia, o agente da presente invengdo & um anticorpo
de alta afinidade marcado com um marcador ou rétulo
detectavel.
Moléculas de acido nucléico isolado

Além disso, a presente invenc¢do fornece uma molécula
de 4&cido nucléico isolado que codifica um peptideo que
compreende uma sequéncia de aminodcidos da TABELA 1 ou um
andlogo, derivado ou variante desta, incluindo um peptideo
conjugado (por exemplo, uma construg¢do transportadora de
peptideo) ou outro peptideo, ou um prd-peptideo que
metaboliza ou cliva em um peptideo imunologicamente ativo
da TABELA 1. Em fungdo da degeneracdo do cédigo genético, a

-

molécula de a&acido nucléico da , invenc¢do inclui diversas

substituig¢des de &cidos nucléicos que também codificardo um
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peptideo da invengdo. A presente inveng¢do ainda fornece um
adcido nucléico gque hibridiza para a molécula de acido
nucléico isolado que codifica uma sequéncia de aminodcidos
da TABELA 1 ou um analogo, derivado ou variante desta.

As moléculas de a&acido nucléico da presente invengao
podem ser DNA ou RNA. Elas podem ser preparadas por varias
técnicas conhecidas por aqueles habilitados na técnica que
incluem, sem limitagdo, a sintese automatizada de
oligonucleotideos com o uso de sintetizadores de
oligonucleotideos disponiveis comercialmente como, por
exemplo, o sintetizador Applied Biosystems Modelo 392
DNA/RNA. Além disso, as moléculas de Aacido nucléico da
presente invengao podem ser marcadas com um ou mais
marcadores ou rdotulos detectaveis. A marcag¢do das moléculas
de &cido nucléico pode ser obtida com o uso de diversos
métodos conhecidos na técnica - por exemplo, tradug¢do nick,
marcacao de extremidade, marcac¢dao de extremidade fill-in,
reagao de troca de polinucleotideo quinase, random priming,
ou SP6 polimerase (para preparagdo de riboprobe) -
juntamente com um dentre vériosgkarcadores - por exemplo,
marcadores radioativos como, por exemplo, *°S, 3?P ou *H, ou
marcadores nao radioativos como, por exemplo, biotina,
fluoresceina (FITC), acridina, colesterol ou carbdéxi-X-
rodamina (ROX) .

A presente inveng¢do também fornece uma construgdo de
dcido nucléico recombinante éﬁe compreende uma molécula de
acido nucléico da invengdao ligada operacionalmente a um
vetor de expressao. Como aqui wusado, um “vetor de
expressdo” & uma constru¢do de DNA que contém uma sequéncia

=

de DNA que estd ligada operacionalmente a uma seqUéncia de
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controle adequada capaz de efetuar a expressao do DNA em um
hospedeiro adequado. O vetor pode ser, por exemplo, um
plasmideo, uma particula de fago ou uma inserg¢do gendmica
potencial. Ainda como aqui wusado, o termo “ligado
operacionalmente” descreve um relacionamento funcional
entre duas regides de DNA. Vetores de expressdo adequados
para uso na presente inven¢do ‘compreendem pelo menos um
elemento de controle de expressdo (por exemplo, operador,
promotor, sistema lac, seqﬁéncia:iider, cbébdon de terminacgdo
e/ou sinal de poliadenilagdo) 1ligado operacionalmente a
molécula de &acido nucléico que codifica um peptideo da
invengdo. Em uma modalidade, o vetor de expressdao & um
vetor de expressdao eucaridtico que funciona em células
eucaridticas (por exemplo, um vetor retroviral, um vetor do
virus da vacinia, um vetor de adenovirus, um vetor do virus
do herpes ou um vetor do virus fowl pox).

Uma vez 1ligado operacionalmente a uma molécula de
dcido nucléico da invencdo, o vetor de expressdao pode ser
introduzido em uma célula receptora por dqualquer meio in
vivo ou ex vivo adequado péra transferéncia de acido
nucléico, incluindo, sem limitacéo, eletroporagado,
transfec¢dao com DEAE Dextrana, transfeccdao com fosfato de
cadlcio, lipofecgdo, fusdo de lipossomo monocatiénico, fusdo
de lipossomo policatibnico, fusdo de protoplasto, criagdo
de um  campo elétrico in vivo, bombardeamento de
microprojétil revestido com DNA, injegdo com virus com
replicagdo recombinante defeituosa, recombinagdo homdloga,
vetores virais, transferéncia de DNA naked, ou qualquer
combinagdo destas. Vetores virais recombinantes adequados

para transferéncia de adcido, nucléico incluem, sem
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limitag¢do, vetores derivados dos genomas de virus como, por
exemplo, retrovirus, HSV, adenovirus, virus adeno-
associado, virus Semiliki Forest, citomegalovirus e virus
da vacinia.

A presente inveng¢do ainda fornece pelo menos uma
célula hospedeira que compreende a construgdo de acido
nucléico recombinante da invengdo. A célula hospedeira da
invengdo é transformada com a cdnstrucéo de acido nucléico
aqui descrita. A célula hospedeira pode ser eucaridtica
(por exemplo, uma célula de aﬁimal, planta, inseto ou
levedura) ou procaridtica (por exemplo, E. coli).

Além disso, a presente invengdo fornece um método para
a producdo de um peptideo que compreende uma sequéncia de
aminodcidos da TABELA 1 ou de um andlogo, derivado ou
variante desta. O método compreende as etapas de: (a) o
cultivo de pelo menos uma célula hospedeira que compreende
uma construcdo de A&acido nucléico recombinante, como aqui
descrito, sob condi¢des que permitem a expressdao do
peptideo; e (b) recuperagdo do peptideo dessa célula
hospedeira ou do meio de cultura desta. O peptideo
recombinante pode ser recuperaddwcomo um lisado bruto; ele
também pode ser purificado por procedimentos padronizados
de purificagdo de proteinas conhecidos na técnica,
incluindo, sem 1limitacdo, cromatografia por afinidade e

imunoafinidade, precipitagdo diferencial, eletroforese em

gel, cromatografia por troca idnica, focalizagao
isoelétrica, cromatografia por exclusdo de tamanho, e
semelhantes.

Composigdo farmacéutica

A presente invengdo ainda fornece uma composigdo
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farmacéutica que compreende um peptideo compreendendo uma
sequéncia de aminodcidos da TABELA 1 ou IDS. DE SEQ. N°:
1, 3-16 ou 18-60, ou um analogo, derivado ou variante desta
(que inclui seu sal farmaceuticamente aceitavel, sal de
adigdo acida ou éster de qualquer um dos citados
anteriormente), em combinagdo com pelo menos um veiculo,
diluente ou excipiente farmaceuticamente aceitavel. O
veiculo, diluente ou excipiente farmaceuticamente aceitéavel
deve ser “aceitdvel” no sentido de ser compativel com os
outros ingredientes da composigdo, e ndo ser prejudicial ao
seu receptor. Exemplos de veiculos, diluentes e excipientes
farmacéuticos aceitaveis incluem, sem limitacgao,
carboximetil celulose, celulose cristalina, glicerina, goma
ardbica, lactose, estearato de magnésio, metil celulose,
pds, soro fisioldégico, alginato de sdédio, sacarose, amido,
talco e agua, dentre outros. As formulagdes da composigao
farmacéutica da invencdo, como aqui descritas, podem ser
convenientemente apresentadas em dosagem unitdaria.
Usos

Os peptideos da invengdo demonstraram ter utilidade
terapéutica no aumento da imuhﬁdade inata. O aumento da
imunidade inata é demonstrado pela auséncia de atividade
antimicrobiana (Exemplo 2) e pelé-protegéo contra infecg¢do
em modelos in vivo (Exemplos 3 e 4), e também pelos ensaios
de DPPIV do Exemplo 5. Consequentemente, a presente
invencdo também fornece um método para tratamento e/ou
prevencao de infecgdo em um individuo. Como aqui usado, ©
“individuo” €& um péassaro (pgr exemplo, uma galinha, peru
etc.) ou um mamifero (por exemplo, uma vaca, um cachorro,

um ser humano, um macaco, um camundongo, um porco, um rato
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etc.). Em uma modalidade, o individuo é um ser humano. O
individuo pode ter, ou estar sob risco de ter, uma
infec¢do. Como exemplo, a infecgdo pode ser uma infecgao
microbiana. Infec¢des microbianas que podem ser tratadas
pelo método da presente invengdo incluem, sem limitagdo,
infeccdo por uma bactéria, infecgdo por um fungo, infecgdo
por um parasita e infecgdo por um virus.

A maioria dos patdgenos bacterianos estd presente no
ambiente geral, ou na flora bacteriana normal do
hospedeiro. As bactérias desenvolveram a habilidade para
causar doenga dgrave por aquisigéb de diferentes mecanismos
(denominados fatores de viruléncia) gque as permitem
colonizar, se disseminar e invadir tecidos do hospedeiro.
Quando esses fatores de patogenicidade sdo suprimidos, as
bactérias passam a ndo ser capazes de se manter nos tecidos
do hospedeiro, e, portanto, ndo podem causar doencas.
Bactérias exemplares que podem ser tratadas pelo método da
presente invengdo incluem, sem limitacgao, E. coli,
Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella
spp. (por exemplo, Salmonella typhimurium), Staphylococcus
aureus, Streptococcus sSpp. e enterococo resistente a
vancomicina. ’

Pseudomonas aeruginosa & u%a bactéria Gram-negativa
onipresente caracterizada por sua versatilidade ambiental,
sua habilidade para causar doengas em individuos
suscetiveis e sua resisténcia aos antibidticos. Ela €& um
organismo versdtil que cresce no solo, pantanos e em
habitats marinhos costeiros, e em tecidos de plantas e
animais. A complicagao mais‘ééria da fibrose cistica é a

infeccdo do trato respiratdério por P. aeruginosa. Pacientes
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com cancer e queimaduras tambémkéofrem comumente infecg¢des
sérias por esse organismo, o que também ocorre em alguns
outros individuos com deficiéncias do sistema imunoldgico.
Diferentemente de muitas bactérias ambientais, p.
aeruginosa tem uma capacidade notavel para causar doengas
em hospedeiros suscetiveis.

Staphylococcus aureus € uma bactéria Gram-positiva
esférica, com cerca de 1 micrdmetro de didmetro, que
prolifera em agrupamentos microscopicos. E um dos patdgenos
humanos mais importantes, causando infecg¢des tanto
adquiridas na comunidade quanto‘hospitalares, que variam de
endocardite a pneumonia. Embora o S. aureus seja
classificado geralmente como u& patégeno extracelular,
dados recentes revelaram sua habilidade para infectar
varios tipos de células hospedeiras, por exemplo, tanto
fagécitos profissionais quanto néo fagbcitos, incluindo
células endoteliais, fibroblastos, e outros. Essa invasdo é
iniciada pela aderéncia de S. aureus a superficie celular,
um processo no qual as proteinas de ligacdo de fibronectina
estafilocécicas tém uma participagdo crucial. O S. aureus
fagocitado pode tanto induzir apoptose da célula hospedeira
quanto sobreviver por varios dias no citoplasma - o qual
acredita-se que n3o possua mecanismos efetores anti-
estafilocécicos. )

g. aureus coloniza as passagens nasais, superficies
cutineas, membranas mucosas e Aareas em torno da Dboca,
genitais e reto. S. aureus pbde causar lesdes cutaneas
superficiais, tais como abscessos, tercdis e furanculos.
Infeccdes mais sérias incluem pneumonia, mastite, flebite,

meningite e infecgdes do- trato urinario; infecgdes
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profundas incluem osteomielite e endocardite.

Fungos exemplares que podem ser tratados pelo método
da presente inven¢do incluem, sem limitag¢dao, Dbolores,
leveduras e fungos superiores. Todos os fungos sdo
eucaridticos e possuem esterdis, mas ndo peptidoglicano, em
suas membranas celulares. As infecgdes fangicas, ou
micoses, sao classificadas de acordo com grau de
envolvimento tecidual e o modo de entrada no hospedeiro. No
hospedeiro imunocomprometido, diversos fungos nao
patogénicos, ou fungos que sdo normalmente inofensivos,
podem causar infecg¢des potencialmente fatais.

Parasitas sdo organismos que obtém nutrientes e
protegao de outros organismos vivos (conhecidos como
hospedeiros) . Eles podem ser tf;nsmitidos de animais para
os seres humanos, de seres humanos para seres humanos ou de
seres humanos para animais. Varios parasitas surgiram como
causas significativas de doengas adquiridas através de
alimentos e da &gua. Eles podem ser transmitidos de
hospedeiro para hospedeiro através do consumo de alimento e
dgua contaminados, ou através da ingestdo de uma substdncia
que tenha entrado cm contato com as fezes de uma pessoa ou
animal infectado. Os parasitas vivem e se reproduzem dentro
dos tecidos e ©6rgdos de hospedeiros humanos e animais
infectados, e sdo freqlientemente excretados nas fezes. H&
diferentes tipos de parasitégh variando em termos de
tamanho desde organismos minﬁsculos, unicelulares,
microscdpicos (protozoarios), até organismos maiores,
vermes multicelulares (helmintos), que podem ser observados
sem um microscdpio. Exemplos de parasitas comuns que podem

ser tratados pelo método da presente invengdo incluem, sem
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limitacgao, Giardia duodenalis, Cryptosporidium parvum,
Cyclospora cayetanensis e Toxoplasma gondii.

Os virus, diferentemente dos fungos e das bactérias,
sdo desprovidos de muitos dos at%ibutos das células de vida
livre. Uma UGnica particula viral & uma estrutura estatica,
muito estdvel e incapaz de trocar ou substituir suas
partes. Somente quando associado a uma célula um virus se
torna capaz de se replicar e adquirir alguns dos atributos
de um sistema vivo. Os virus causam vAarias doengas,
incluindo infec¢des do trato respiratdrio superior (URTIs),
como o resfriado comum e a faringite (dor de garganta).
Outros exemplos de virus que podem ser tratados pelo método
da presente inveng¢do incluem, sem limitagao, virus
associados a AIDS, dgripe aviéfia, varicela, 1lesdes por
herpes simples, resfriadc‘)‘~ comum, gastrenterite
(especialmente em criangas), feSre glandular, influenza,
sarampo, caxumba, faringite, pneumonia, fubéola, SARS e
infecg¢do do trato respiratdério inferior (por exemplo, virus
sincicial respiratdério, ou RSV).

Os inventores demonstraram nesta invengdo  que
peptideos que compreendem a sequéncia de aminoacidos da
TABELA 1 ou ID. DE SEQ. N°: 1, 3-16, 18-60, ou analogo,
derivado, ou variante desta, ou equivalente quimico o&bvio
desta, possuem eficadcia na prevengdo e/ou no tratamento de
infecgdes. Conseqguentemente, o presente método de
tratamento e/ou prevengdo de .-infec¢gdes em um individuo
compreende a administrag¢do ao individuo de um peptideo que
compreende a sequéncia de aminoadcidos da TABELA 1 ou ID. DE
SEQ. N°: 1, 3-16, 18-60, ou anadlogo, derivado ou variante

desta, ou equivalente quimico ©6bvio desta. Esta incluido



10

15

20

25

30

43/76

dentro do escopo da presente invengdo que o peptideo da

invengdo pode ser ligado a outro agente ou administrado em

combinagdo com outro agente como, por exemplo, um
antibidético (por exemplo, penicilina, meticilina ou

vancomicina), a fim de aumentar  a eficdcia do tratamento
e/ou da prevengdo de infecgdo e/ou aumentar a eficacia de
direcionamento.

Em uma modalidade da presente inveng¢do, o peptideo da
invengdo compreende a sequéncia de aminodcidos da TABELA 1
ou ID. DE SEQ. N°: 1, 3-16, 18-60, ou anadlogo, derivado, ou
variante desta, ou equivalente quimico &bvio desta. Em
outra modalidade, o peptideo da inveng¢do modula a imunidade
inata no individuo tratando ou prevenindo, dessa forma, a
infecg¢do no individuo. A resposta imunoldégica inata €& a
resposta de primeira linha quando hd&d o encontro com um
patdgeno. Ela compreende diversos mecanismos para evitar o
desenvolvimento de doencas infecciosas. Um desses
mecanismos envolve a preparagdo e o recrutamento de células
imunolégicas efetoras.

Em uma modalidade, os peptideos da invengdo podem
aumentar a imunidade inata ou a resposta imunoldgica inata,
ao mesmo tempo em que limitam a inflamagdo.

Em outra modalidade, demonstrou-se que os peptideos da
invencdo sdo moduladores da atividade de DPPIV. Foi
demonstrado que eles reduzem a atividade de DPPIV. Como
tal, eles seriam Uteis no rastreamento de individuos dque
poderiam se beneficiar da admiﬁ?stragéo dos peptideos para
tratar uma condigao imunolégicé especifica, compreendendo a
coleta de uma amostra de um i%dividuo suspeito ou que

sabidamente tem uma condi¢do relacionada & DPPIV, a sua
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incubag¢do junto com um peptideo da inveng¢do e um substrato
de DDPIV e, a seguir, o monitoramento do efeito do peptideo
sobre a atividade de DDPIV, em compara¢do com um controle,
em que a redugdao da atividade indicaria o Dbeneficio
potencial da administragdo do peptideo ao individuo para
tratar a condic¢do relacionada a DPPIV. Em outra modalidade,
a modulac¢do da atividade de DPPIV na presenga do peptideo,
comparada com o controle, pode ser indicativa de uma
condig¢do relacionada a DPPIV. Como tal, os peptideos da
invengdo podem ser usados no diagndstico de condigdes
relacionadas a DPPIV. Em outro aspecto, os peptideos da
invencdo seriam uUteis no tratamento de diversos distiGrbios
imunoldégicos, tais como distfirbio relacionado & DPPIV, por
exemplo: HIV/AIDS, doenga de Grave, cancer (por exemplo,
cldncer do pulmdo e do cdlon), diabetes, e distGrbios
autoimunes como, por exemplo, artrite reumatdide e
esclerose miltipla. ;
Administragao

De acordo com o método gé presente invengdo, um
peptideo da presente invengdo, como aqui descrito, pode ser
administrado ao individuo diretamente, em uma quantidade
eficaz para tratar e/ou evitar infecgdo no individuo e/ou
para tratar ou evitar uma condig¢do relacionada a DPPIV, por
exemplo, uma quantidade terapéutica eficaz. Da mesma forma,
um peptideo, como aqui descrito, pode ser administrado ao
individuo indiretamente, por administrag¢do ao individuo de
uma sequUéncia de acidos nucléicos que codifica o peptideo,
de uma forma que permita a  expressdo do peptideo no

individuo e em uma quantidade eficaz para tratar e/ou

evitar infecgao.
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Além disso, um peptideo da invengdo, ou uma molécula
de &acido nucléico que o codifica, pode ser administrado a
um individuo em uma quantidade eficaz para tratar a
infecgdo no individuo. Como aqui usado, a frase “eficaz
para tratar a infecg¢do” significa eficaz para atenuar ou
minimizar a alteragdo clinica éﬁ os sintomas que resultam
da infecgdo (por wuma bactéria, fungo, parasita, virus
etc.). Por exemplo, quando o individuo for infectado com um
micrébio, a quantidade de peptideo (ou de acido nucléico
que o codifica) que é eficaz para tratar a infecgdo
microbiana sera aquela que pode atenuar ou minimizar os
sintomas da infecc¢do microbiana, incluindo, sem limitagdo,
dor de cabecga, rigidez do pescogo, anorexia, nausea,
vbmitos, diarréia, desconforto abdominal, insuficiéncia
renal aguda, alteragdo de manifestac¢des de lesdo isquémica
a mdltiplos O&rgdos, febre e trombocitopenia. A quantidade
de peptideo (ou de &acido nucléico que o codifica) eficaz
para tratar uma infecgdo em um individuo ira variar,
dependendo dos fatores especifiéés de cada caso, incluindo
o peso do individuo e a gravidade da condigdo do individuo.
A quantidade apropriada de peptideo (ou de &cido nucléico
que o codifica) pode ser facilmente determinada por agueles
habilitados na técnica. Do mesmo modo, a quantidade eficaz
para tratar uma condigdo relacionada a DPPIV pode variar,
dependendo de diversos fatores similares conhecidos por
aqueles habilitados na técnica.

Da mesma forma, no método da presente inveng¢do, um
peptideo da invengdo, ou uma molécula de &acido nucléico que
o codifica, também pode ser administrado a um individuo em

risco de desenvolver uma infec¢do, em uma quantidade eficaz
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para evitar a infecgdo no individuo. Como aqui usado, a
frase “eficaz para evitar a infecgdo” inclui eficaz para
impedir ou evitar o desenvolvimento ou a manifestacdo de
alteragdo clinica ou dos sintomas que resultam da infecgdo
(por uma bactéria, fungo, parasita, virus etc.). A
quantidade de peptideo (ou do A&cido nucléico que o
codifica) eficaz para evitar umé infecgdo em um individuo
ird variar, dependendo dos fatores especificos de cada
caso, incluindo o sexo e o peso do individuo e a gravidade
da condigdo do individuo, a natureza da condig¢do, o local
da infecgdo e o modo de administragdo. A quantidade
apropriada de peptideo (ou de 4&acido nucléico que o
codifica) pode ser facilmente determinada por aqueles
habilitados na técnica.

O peptideo da inveng¢do, ou a sequéncia de a&cidos
nucléicos que o codifica, como aqui revelado, pode ser
administrado a um individuo humano ou animal por
procedimentos conhecidos, incluindo, sem limitacao, a
administragdo oral, administragdo parenteral (por exemplo,
epifascial, intracapsular, iﬁéfacutanea, intradérmica,
intramuscular, intra-orbitéaria, intraperitoneal,
intramedular, intra-esternal, intravascular, intravenosa,
parenquimatosa ou subcutdnea), administra¢do transdérmica,
administracdo intranasal, administrag¢do pulmonar (por
exemplo, administragdo intratraqueal) e administragdo por
bomba osmdtica. Em uma modalidade, o método de
administragdo é a administrag¢do parenteral, por injecdo
intravenosa ou subcutédnea.

Para administragdo oral, a formulagdo do peptideo (ou

do &acido nucléico que o codifica) pode ser apresentada como

<
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capsulas, comprimidos, pds, granulos ou como uma suspensao
ou liquido. A formulagdao pode ter aditivos convencionais,
tais como 1lactose, manitol, amido de milho ou amido de
batata. A formulagdo também pode ser apresentada com
aglutinantes, tais como celulose cristalina, derivados de
celulose, acacia, amido de milho ou gelatinas.
Adicionalmente, a formulagdo pode ser apresentada com
desintegrantes, tais como amido de milho, amido de batata,
ou carboximetilcelulose sédica.lA formulagdo pode ainda ser
apresentada com fosfato dibasico de calcio anidro ou com
sbédio amido glicolato. Finalmente, a formulagdo pode ser
apresentada com lubrificantes, tais como talco ou estearato
de magnésio.

Para administragdo parenteral, o peptideo (ou o acido
nucléico que o codifica) pode ser combinado com uma solugdo
aquosa estéril, que é preferivelmente isotdnica em relagdo
ao sangue do individuo. Uma formulag¢do desse tipo pode ser
preparada dissolvendo-se um ingrediente ativo sélido em
adgua contendo substancias fi;iologicamente compativeis
como, por exemplo, cloreto de sbédio, glicina, e
semelhantes, e que pode ter um pH tamponado compativel com
as condig¢des fisioldégicas, de forma a produzir uma solugdo
aquosa, e depois tornando-se a referida solugdo estéril. A
formulagdo pode ser apresentada em recipientes unitarios ou
multidoses como, por exemplo, ampolas ou frascos lacrados.
A formulagdo também pode ser liberada por qualquer modo de
injeg¢do, incluindo qualquer um daqueles aqui descritos.

Para administra¢do transdérmica, o peptideo (ou o
acido nucléico que o codifica) pode ser combinado com

intensificadores da penetragdo cut@nea como, por exemplo,

iy
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propileno glicol, polietileno glicol, isopropanol, etanol,
acido oléico, N-metilpirrolidona, e semelhantes, que
aumentam a permeabilidade da pele ao peptideo ou ao acido
nucléico, e permitem que o peptideo ou &acido nucléico
penetre através da pele e entre na corrente sanglinea. A
composig¢do de intensificador e peptideo ou &acido nucléico
também pode ainda ser combinada com a substdncia polimérica
como, por exemplo, etilcelulose, hidroxipropil celulose,
etileno/vinilacetato, polivinil pirrolidona, e semelhantes,
para fornecer a composi¢do na forma de gel, que pode ser
dissolvido em um solvente, por exemplo, cloreto de
metileno, evaporado até a viscosidade desejada, e depois
aplicado ao material de forro para fornecer um emplastro. O
peptideo ou o &acido nucléico pode ser administrado por via
transdérmica, no local (ou préximo a ele) no individuo onde
a infecgdo pode estar 1localizada. Alternativamente, o
peptideo ou o acido nucléico pode ser administrado por via
transdérmica em outro local diferente da &area afetada, a
fim de se obter administrag¢do sistémica.

Para administrag¢do intranasal (por exemplo, sprays
nasais) e/ou administrag¢do pulmonar (administragdo por
inalac¢do), as formulag¢des do peﬁgideo ou do acido nucléico,
incluindo formula¢des em aerossol, podem ser preparadas de
acordo com procedimentos bem conhecidos por aqueles
habilitados na técnica. Formulagdes em aerossol podem
compreender tanto particulas sélidas quanto solugdes
(aquosas ou ndo aquosas). Nebulizadores (por exemplo,
nebulizadores a jato, nebulizadores ultra-sénicos etc.) e
atomizadores podem ser usados para a produgdo de aerossdis

a partir de solugdes (por exemplo, com o uso de um solvente
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como, por exemplo, etanol); inaladores de dose metrificada
e 1inaladores de pd seco podem ser usados para gerar
aeross6is de particulas pequenas. O tamanho desejado da
particula do aerossol pode ser obtido com o emprego de
qualquer um dentre varios métodos conhecidos na técnica,
incluindo, sem limitag¢do, trituragdo a jato, secagem por
atomizagdo e condensag¢do por ponto critico.

As composigdes farmacéuticas para administracdo
intranasal podem ser formulagdes sdlidas (por exemplo, um
pd grosseiro), e podem conter excipientes (por exemplo,
lactose) . Formulagdes sdlidas podem ser administradas por
um recipiente mantido préximo ao nariz, e fazendo-se uma
inala¢do rapida através das vias nasais. As composig¢des
para administrag¢do intranasal também podem conter solugdes
aquosas ou oleosas de spray nasal ou gotas nasais. Para uso
com um vaporizador, a formulagdo de peptideo ou acido
nucléico pode compreender uma solugdo agquosa e agentes
adicionais, que incluem, por exemplo, um excipiente, um
tampdo, um agente de isotonicidade, um conservante ou um
tensoativo. Um spray nasal pode ser produzido, por exemplo,
forgando-se uma suspensdo ou solugdao do peptideo ou do
acido nucléico através de um bocal sob pressdo.

As formulag¢gdes do peptideouéu do &acido nucléico para
administracdo pulmonar podem ser apresentadas em uma forma
adequada pra liberagdo por um dispositivo para inalag¢do, e
podem ter um tamanho de particula eficaz para alcangar as
vias aéreas inferiores dos pulmdes ou os seios. Para
absorgdo através de superficies mucosas, incluindo a mucosa
pulmonar, a formulagao da presente invengdo pode

compreender uma emulsdo que 1inclui, por exemplo, um
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peptideo Dbioativo, diversas ﬁérticulas submicron, uma
macromolécula mucoadesiva e/ou uma fase aquosa continua. A
absorgdo através de superficies mucosa pode ser obtida
através de mucoadesdo das particulas da emulsdo.

As composigdes farmacéuticas para uso com um
dispositivo de inalagdo de doses metrificadas podem incluir
um pd finamente dividido contendo o peptideo ou o acido
nucléico como uma suspensdo em um meio nao agquoso. Por
exemplo, o peptideo ou o &acido nucléico pode ser suspenso
em um propelente com a ajuda de um tensoativo (por exemplo,
trioleato de sorbitano, lecitina de soja, ou acido oléico).
Inaladores de doses metrificadas tipicamente utilizam um
gas propelente (por exemplo, ﬁm clorofluorcarbono, um
hidroclorofluorcarbono, um hidrofluorcarbono ou um
hidrocarboneto) estocado em um recipiente (por exemplo, uma
lata) como uma mistura (por exemplo, como um gas comprimido
liquefeito). Inaladores necessitam de ativag¢dao durante a
inspiragao. Por exemplo, a ativagdo de uma valvula de
metrificagdo pode 1liberar a mistura como um aerossol.
Inaladores de pd seco usam ativag¢do pela respiragdo de um
pd misto.

O peptideo ou &cido nucléico da presente invengao
também pode ser liberado ou distribuido por uma minibomba
osmbética ou outro dispositivo a% liberagdo programada. A
taxa de liberac¢do por uma minibomba osmdética elementar pode
ser modulada com um gel microporoso, de resposta rapida,
disposto no orificio de 1liberagdo. Uma minibomba osmdbética
seria Util para o controle da 1liberagao ou liberacgdo
direcionada, do peptideo ou do acido nucléico.

De acordo com métodos aqui descritos, o peptideo da
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invengdo pode ser administrado a um individuo por
introdug¢do no individuo do éféprio peptideo, ou por
introducdo no individuo de um &Acido nucléico que codifica o
peptideo, de uma forma que permita a expressdo do peptideo.
Consequentemente, em uma modalidade da presente invencdao,
uma infecgdo em um individuo pode ser tratada ou evitada
por administragdo ao individuo de uma quantidade de um
peptideo da inveng¢do. Em uma modalidade adicional da
presente invengdo, a infecg¢do no individuo pode ser tratada
ou evitada por administragdo ao individuo de uma seqiiéncia
de acidos nucléicos que codifica um peptideo da invencio,
de uma forma que permita a expressdo do peptideo no
individuo. |

Os peptideos da preseﬂgé invencao podem ser
administrados ou introduzidos em um individuo por técnicas
conhecidas usadas para a introdugdo de proteinas e outros
farmacos, incluindo, por exemplo, injeg¢do e transfusdo.
Quando uma infecgdo estiver localizada em uma porcio
especifica do corpo do individuo, pode ser desejavel
introduzir o peptideo terapéuﬁico diretamente naquela A&rea
por injegdo ou por algum outro meio (por exemplo, por
introdugdo do peptideo no sangue ou em outro fluido
corporal). A quantidade de pept;deo a ser utilizada €& uma
quantidade eficaz para tratarje/ou evitar a infeccdo no
individuo, como definido acima; e pode ser facilmente
determinada por aqueles habilitados na técnica.

No método da presente invengdo, o peptideo também pode
ser administrado ou introduzido no individuo por introducdo
em um numero suficiente de células do individuo de um &cido

nucléico que codifica o peptideo, de uma forma que permita
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a expressdo do peptideo. A quantidade de acido nucléico que
codifica o peptideo terapéutico é uma quantidade que
produzird o peptideo em uma quéﬁtidade eficaz para tratar
e/ou evitar infeccdo, como definido acima, no individuo.
Essa quantidade pode ser facilmente determinada por aqueles
habilitados na técnica.

O acido nucléico que codifica o peptideo da presente
invengdo pode ser introduzido no individuo com o uso de
procedimentos convencionais conhecidos na técnica,
incluindo, sem 1limitag¢do, eletroporagdo, transfeccdo com
DEAF Dextrana, transfeccao com fosfato de calcio,
lipofecgdo, fusdo de 1lipossomo monocatidnico, fusdo de
lipossomo policatidnico, fusdo de protoplasto, criagdo de
um campo elétrico in vivo, bombgrdeamento de microprojétil
revestido com DNA, injegdo égm virus com replicagdo
recombinante defeituosa, recombinagdo homdéloga, terapia
génica in vivo, terapia géﬁida ex vivo, vetores virais,
transferéncia de DNA naked, ou qualquer combinagdo destas.
Vetores virais recombinantes adequados & terapia génica
incluem, sem 1limitag¢do, vetores derivados dos genomas de
virus como retrovirus, HSV, adenovirus, virus adeno-
associado, virus Semiliki Forest, citomegalovirus e virus
da vacinia.

Inclui-se também dentro dos limites da presente
invencdo que um acido nucléico .que codifica um peptideo da
invengdo pode ser introduzido'.em células adequadas in
vitro, com o uso de procedimentos convencionais, para se
obter a expressdo do peptideo terapéutico nas células. As
células (que expressam o peptideo podem entdo ser

introduzidas em um individuo para tratar e/ou evitar
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infecgdo in vivo. Nessa abordagem de terapia génica ex
vivo, as células sdo preferivelmente removidas do
individuo, submetidas as técnicas de DNA para incorporar o
dcido nucléico que codifica ;d~:peptideo terapéutico, e
depois re-introduzidas no individuo.

Também estd incluido dentro dos limites da presente
invengdo que uma formulagdo que contém um peptideo da
invengdo, ou um &cido nucléico que o codifica, pode ainda
ser associada a um veiculo, diluente ou excipiente
farmaceuticamente aceitavel compreendendo, dessa forma, uma
composigdo farmacéutica. As composigdes farmacéuticas da
invencao, e os veiculos, diluentes e excipientes
exemplares, sdo descritos acima.

As formulagdes da presénte invengdo podem ser
preparadas por métodos bem- conhecidos nas técnicas
farmacéuticas. Por exemplo, o péétideo da inveng¢dao, ou um
dcido nucléico que o codifica, pode ser associado a um
veiculo, diluente ou excipiente, como uma suspensdo ou
solugdo. Opcionalmente, um ou mais ingredientes acessédrios
(por exemplo, tampdes, agentes flavorizantes, agentes
tensoativos, e semelhantes) também podem ser adicionados. A
escolha do veiculo dependera da via de administrac3o. A
composigdo farmacéutica seria Gtil para administracdo do
peptideo da presente inveng¢do, ou de uma molécula de &acido
nucléico que o codifica, a um-}ndividuo, a fim de tratar
e/ou evitar infecgdo. O peptideo ou A&cido nucléico &
fornecido em uma quantidade que'.é eficaz para tratar e/ou
evitar infecgdo em um individuo ao qual a composicdo
farmacéutica é administrada. Essa quantidade pode ser

facilmente determinada por aqueles habilitados na técnica,
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como descrito acima.
Ensaios diagndsticos e de rastreamento

A presente invengdo fornece um método para o©
diagndéstico de um individuo suspeito de ter uma condicdo
imune 1inata, ou uma condigdo :relacionada & DPPIV, para
prever se um individuo responderia ao tratamento com um
peptideo da invengdo, por exemplo, aqueles listados na
TABELA 1, ou um analogo, derivado ou variante deste, e para
rastrear os agentes que modulariam (por exemplo,
aumentariam, inibiriam ou simulariam) o efeito imunoldgico
dos peptideos da invengdo. Em outra modalidade, a invencédo
fornece métodos para rastreamento de andlogos, derivados e
variantes imunologicamente ativos dos peptideos da invencédo
ou aqueles 1listados na TABELA 1 ou das modificacdes
imunologicamente ativas destes.

Em uma modalidade, €& fornecido um método para prever
se um paciente com um distﬁrbidulmunolégico, por exemplo,
uma condi¢do inata relacionada ao sistema imunoldgico,
responderia ao tratamento com um peptideo da invencio,
compreendendo a obtengdo de uma amostra bioldgica do
individuo, a administragdao de um peptideo da invencdo &
referida amostra, e o monitoramento dos niveis de um
marcador predeterminado queléeja indicativo da condigao,
por exemplo, DPPIV para uma condi¢do relacionada a DPPIV,
um  biomarcador inflamatério para uma infecgdo, de
viabilidade celular ou carga bacteriana, em comparac¢do com
um controle positivo e/ou negativo. O controle positivo
pode ser uma amostra de um iggividuo com uma condigao
imunolégica conhecida. Um controle negativo pode ser uma

amostra do mesmo individuo que ndo recebeu a administracdo
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do peptideo. Caso o peptideo module a atividade, o nivel de
marcador ou a viabilidade celular em relagdo ao controle, o
individuo pode ter esse distlrbio imunoldgico e pode se
beneficiar do tratamento com o peptideo.

Mais particularmente, em um aspecto da invenc¢do, caso
© individuo tenha sob suspeita de ter uma condicdo
relacionada a DPPIV, entdo o monitoramento da atividade de
DPPIV como marcador para a condigdo seria adequado. Em um
aspecto, a redugdao da atividade de DPPIV em comparag¢do com
o controle seria indicativa de que o individuo responderia
ao tratamento com o peptideo. Alternativamente, caso o
individuo tenha ou fosse suspeito de ter uma infecgao,
entdo a obtencdo de uma amostra do paciente, o seu
monitoramento quanto a carga de patdgeno ou & viabilidade
celular em comparagdo com uma amostra do paciente apds
administragdo do peptideo, em que a carga de patdgeno é
menor ou a viabilidade celularﬁé maior no paciente apbs a
administragdo do peptideo, é inagﬁativo de que o individuo
se beneficiaria do tratamento com peptideo ou que ele tem
um distlrbio imunoldgico.

Em outra modalidade, caso se queira verificar se um
peptideo ou uma modificagdo de um peptideo da TABELA 1 ou
outro agente teria a mesma atividade imunolégica que o
peptideo da invengéo, podé;se monitorar o efeito do
peptideo sobre a atividade de DPPIV em comparagdo com o
peptideo de referéncia com efeitos moduladores conhecidos,
em uma amostra (de um camundongo infectado com um agente ou
uma condig¢do relacionada & DPPI?—conhecida), ou monitorar a
prevengdo, a administracdo do pggtideo ou do agente a uma

amostra, a indugdo da referida infecg¢do ou condicdo
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relacionada a DPPIV na referida amostra e, depois,
monitorando-se se o peptideo modulou ou inibiu o
desenvolvimento da referida infeccado ou condigdo
relacionada & DPPIV, ou resposta imunoldégica. A referida
amostra pode ser um modelo animal, em que a inducdo da
condigdo ou da infecgdo & feita em um modelo animal de
acordo com aceito, com diretxizes éticas, e depois o
animal, ou a amostra bioldégica apropriada do animal, é
rastreada quanto ao efeito do peptideo.

A presente invengdo ainda fornece um método para
prever se um individuo responderia ao tratamento para uma
infecgdo microbiana, em que o tratamento compreende a
administragdo ao individuo de um peptideo que compreende
uma sequéncia de aminodcidos da TABELA 1 ou de um anilogo,
derivado ou variante desta. O método inclui o teste de uma
amostra diagndstica do individuo quanto a um ou mais
biomarcadores (por exemplo, um biomarcador inflamatério),
em que a presenga de pelo menos um biomarcador (por
exemplo, um biomarcador inflamagg}io) € indicativa de que o
individuo responderia ao tratamento.

Como aqui usado, o termo “biomarcador” ou “marcador”
representa qualquer biomarcador adequado conhecido por
estar, ou reconhecido como estando, relacionado a condicido
(por exemplo, condicgado imune, infeccao, condigao
inflamatdria, condicgdo relacionada a DPPIV, condig¢do imune
inata), e inclui qualquer molécula derivada de um gene (por
exemplo, um transcrito do gene), uma sequéncia-sonda senso
(codificadora) ou anti-senso (ndo codificadora) derivada de
um gene, ou um produto da traducdo de comprimento parcial

ou de comprimento total de um gene, ou um anticorpo contra

-
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esse, que pode ser usada para monitorar uma condicdo, um
distirbio ou uma doenga associada & resposta imunolégica, a
resposta imunoldégica inata, & inflamacdio e/ou a uma
condigdo relacionada a DPPIV.

De acordo com o método da presente invenc¢do, a amostra
diagndéstica de um individuo pode ser testada in vitro ou in
vivo. Quando o ensaio for realizado in vitro, uma amostra
diagndéstica do individuo pode ser removida com o uso de
procedimentos padronizados. A éﬁéétra diagnéstica pode ser
um tecido, incluindo qualquer tecido muscular, tecido
cutdneo ou tecido mole, que pode ser removido por uma
bidpsia-padrdo. Além disso, A amostra diagnéstica pode ser
um fluido corpdéreo, incluindo sangue, saliva, soro ou
urina. O individuo ou paciente pode sabidamente ter uma
infecgdo microbiana ou outré distlrbio imunoldégico como,
por exemplo, uma condigdo relacionada & DPPIV, pode ser
suspeito de ter uma infec¢do microbiana ou outra condigdo
imunoldégica como, por exemplo, uma condicdo imune inata ou
uma condigdo relacionada & DPPiV, ou que supostamente ndo
tem uma infecg¢do microbiana ou -outra condigdo imunoldgica
como, por exemplo, uma condi¢do imune inata, ou uma
condigdo relacionada a DPPIV.

De acordo com o método da presente invencdo, uma
amostra diagnéstica do individuo pode ser testada quanto a
expressdao de um ou mais marcadores desejados. Como aqui
usado, O termo “expressdo” significa a transcricdo de um
gene de marcador inflamatdério em pelo menos um transcrito
de mRNA, ou a tradugdo de pelo menos um mRNA em uma
proteina marcadora. Consequentemente, uma amostra

diagndstica pode ser testada quanto & expressdo do marcador
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pesquisando-se uma proteina marcadora, um cDNA marcador ou
um mMRNA marcador. A forma adequada do marcador ficara
evidente com base nas técnicas especificas aqui discutidas.

A proteina a ser testadaﬂpode ser isolada e purificada
da amostra diagnéstica do individuo ou paciente com o uso
de métodos padronizados conhecidos na técnica, incluindo,
sem limitagdo, a extragdo de um tecido (por exemplo, com um
detergente que solubiliza a prdteina), quando necessario,
seguido por purifica¢gdo por afinidade em uma coluna,
cromatografia (por exemplo, FPLC e HPLC), imunoprecipitacgdo
(com wum anticorpo para um marcador inflamatério de
interesse), e precipitagao (por exemplo, com isopropanol e
um reagente como, por exemplo, Trizol). O isolamento e a
purificagdo da proteina podem ser seguidos por eletroforese
(por exemplo, em um gel de SDS-poliacrilamida). Contempla-
se que a amostra diagndstica pode ser testada quanto a
expressdo de qualquer uma ou de todas as formas de proteina
marcadora (incluindo formas precursoras, formas processadas
de forma endoproteolitica, e outras formas resultantes de
modificagdo pds-tradugdo). O A&cido nucléico pode ser
isolado de uma amostra diagnésﬁiba com o uso de técnicas
padronizadas conhecidas por aqueles habilitados na técnica.

De acordo com o método da presente invengdo, uma
amostra diagnéstica de um individuo pode ser testada quanto
a expressao do marcador, e a expressdo do marcador pode ser
detectada em uma amostra diagndéstica com o uso de ensaios e
métodos de detecgdo facilmente determinados na técnica
estabelecida (por exemplo, técnicas imunoldégicas, andlise
de andlise de hibridizagdo, técnicas de imagens por

fluorescéncia e/ou detecgdo de radiagdo), além de muitos

~ L
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ensaios e métodos de detecg¢do aqui revelados (por exemplo,
imunoprecipitacdo, andlise Western blot etc.). Por exemplo,
uma amostra diagndstica de um individuo pode ser testada
quanto a expressao do marcador com o uso de um agente
reativo com um marcador inflamatédrio. Como aqui usado,
“reativo” significa que o agente possui afinidade, se liga
ou €& dirigido contra o marcador. Ainda como aqui usado, um
“agente” deve incluir uma proteina, um polipeptideo, um
peptideo, um &cido nucléico (incluindo DNA ou RNA), um
anticorpo, um fragmento Fab, :um £fragmento F(ab'),, uma
molécula, um composto, um antibidético, um farmaco, e
quaisquer combina¢des destes. De preferéncia, o agente da
presente invengdo €& rotulado com um marcador ou rdtulo
detectéavel, de acordo com as técnicas aqui descritas. Em
uma modalidade da presente invengdo, o agente reativo com
um marcador & um anticorpo.

Quando o agente da presente invencdo for um anticorpo
reativo com o marcador desejado, uma amostra diagndstica
retirada do individuo podera ser purificada por passagem
através de uma coluna de afinidade que contém anticorpo
contra o marcador, anexado como um ligante a um suporte
sélido (por exemplo, um polimero orgdnico insolavel na
forma de um gldébulo, gel ou plaégj. O anticorpo anexado ao
suporte sbélido pode ser usado na forma de uma coluna.
Exemplos de suportes sdlidos adequados incluem, sem
limitacdo, agarose, celulose, dextrana, poliacrilamida,
poliestireno, sefarose, e outros polimeros organicos
insoliveis. O anticorpo para o marcador pode ainda ser
anexado ao suporte sélidéw através de uma molécula

espagadora, se desejado. Condigdes de 1ligagao adequadas
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(por exemplo, temperatura, pH e concentrag¢do de sal) para
assegurar a ligagdo do agente e do anticorpo, podem ser
facilmente determinadas por aqueles habilitados na técnica.
Em uma modalidade preferida, o anticorpo para o marcador é
anexado a uma coluna de sefarose como, por exemplo,
Sefarose 4B.

Adicionalmente, quando o agente for um anticorpo, uma
amostra diagndéstica do individuo poderd ser testada quanto
a expressao do marcador imunoldgico com o uso de estudos de
ligagdo que utilizam um ou mais anticorpos imunorreativos
com o marcador, Jjuntamente com ‘técnicas padronizadas de
detecgdao imunoldgica. Por exemplo, a proteina marcadora
eluida pela coluna de afinidade pode ser submetida a um
ensajo ELISA, andlise Western blot, citometria de fluxo, ou
qualquer outro método de imunocoloragdo que empregue uma
interagdo antigeno-anticorpo. De preferéncia, a amostra
diagndstica é testada quantoAé expressao do marcador com O
uso de Western blotting.

Alternativamente, uma amostra diagndstica de um
individuo pode ser testada quanto a expressdo do marcador
com o uso de andlise de hibridizagcao de &acido nucléico
extraido da amostra diagndstica retirada do individuo. De
acordo com esse método da presente invengdo, a analise de
hibridizagdo pode ser realizada com o uso de andlise
Northern blot do mRNA. Esse método também pode ser
realizado através de andlise Southern blot de DNA com O uso
de uma ou mais sondas de acido nucléico que hibridizam para
o acido nucléico que codifica o marcador. As sondas de
acido nucléico podem ser preparadas por varias metodologias

conhecidas por aqueles habilitados na técnica, incluindo,
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sem limitacgao, as seguintes: digestdo por restrigdo
enzimatica do &acido nucléico do marcador; e sintese
automatizada de oligonucleotideos que possuem as sequéncias

que correspondem as porgdes selecionadas da seqguéncia de

nucleotideos do 4&cido nucléico do marcador, com a
utilizagao de sintetizadores de oligonucleotideos
disponiveis comercialmente como, por exemplo, o

sintetizador Applied Biosystems Modelo 392 DNAIRNA.

As sondas de A&cido nucléico wusadas na presente
invencdo podem ser DNA ou RNA, e podem variar em termos de
comprimento de cerca de 8 nucleotideos até todo o
comprimento do &cido nucléico do marcador inflamatdério.
Além disso, as sondas de acido nucléico da presente
inven¢do podem ser rotuladas com um ou mais marcadores ou
rétulos detectédveis. A marcagdo das sondas de acido
nucléico pode ser obtida com o wuso diversos métodos
conhecidos na técnica, incluindo gqualquer um daqueles aqui
descritos. Combinag¢des de duas ou mais sondas de &cido
nucléico (ou iniciadores), que correspondem a regides
diferentes ou sobrepostas do acido nucléico do marcador,
também podem ser usadas para testar uma amostra diagnéstica
quanto a expressao do marcador,Jﬁsando, por exemplo, PCR ou
RT-PCR.

A detecgdo da expressao d; marcador no método da
presente invengdo pode ser acompanhada por um ensaio para
medir ou quantificar a extensdo da expressdo do marcador em
uma amostra diagndstica de um individuo. Esses ensalios s&o
bem conhecidos por aqueles habilitados na técnica, e podem
incluir imunoistoquimica/imupocitoquimica, citometria de

fluxo, espectroscopia de massa, andlise Western blot ou um
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ELISA para medir as quantidades de proteina marcadora. Por
exemplo, para se utilizar um ensaio de imunoistoquimica,
cortes histoldgicos (embebidos em parafina) de tecidos
podem ser colocados em laminas, e depois incubados com um
anticorpo contra um marcador. As laminas podem entdo ser
incubadas com um segundo anticorpo (contra o anticorpo
primdrio), que €& marcado por um corante ou outro sistema
calorimétrico (por exemplo, um fluorcromo, um agente
radicativo ou um agente que possul alta capacidade de
varredura de elétrons), para permitir a visualizag¢do do
marcador presente nos cortes.

A presente 1invengdo serd descrita nos Exemplos a
seguir, os quais sdo apresentados para ajudar na
compreensdo da invengdo, e ndo devem ser considerados como
limitantes de alguma forma do escopo da invengao, como
definido nas reivindica¢des que serdo apresentadas
posteriormente.

EXEMPLOS

EXEMPLO 1 - SINTESE PEPTIDICA

Os peptideos na TABELA 1 foram sintetizados com o uso
de uma técnica de sintese peptidica em fase sbélida.

Todos os aminodcidos protegidos com Fmoc necessarios
foram pesados com excesso molar de trés vezes em relagdo ao

peptideo de 1 mol desejado. Os aminodcidos foram entdo

s
<

dissolvidos em Dimetilformamida‘(BMF) (7,5 ml), para formar
uma solucdo de 3 mMol. Uma quantidade apropriada de resina
MBHA de amida de Rink foi pesada, levando em conta a
substituicdo da resina. A resina foi entdo transferida para
um vaso de reacdo de um sintetizador automatizado, e foi

pré-embebida com Diclorometano (DCM) por 15 minutos.
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A resina foi desprotegida pbr adigdo de piperidina 25%
em DMF (30 ml) & resina, e mis;grando-se por 20 minutos.
Apbs a desprotegdao da resinat foi feito o primeiro
acoplamento misturando-se a solugdo de 3 mMol de aminoacido
com 4 mMol de hexafluorfosfato de 2-(1H-benzitriazol-1-il) -
1,1,3,3tetrametilurdnio (HBTU) e 8 mMol de N, N-
diisopropiletilamina (DIEPA). Deixou-se a solugdo ser pré-
ativada por 5 minutos, antes de ser adicionada a resina.
Deixou-se o aminodcido acoplar por 45 minutos.

Apdés o acoplamento, a resina foi cuidadosamente
enxaguada com DMF e Dimetilacetamida (DMA). O aminoacido
protegido por Fmoc anexado foi desprotegido da mesma forma
descrita acima, e o aminodcido seguinte foi anexado com o
uso do mesmo esquema de acoplamento AA:HBTU:DIEPA.

Apds o término da sintese, o peptideo foi clivado da
resina com o uso de um coquetel de clivagem contendo acido
trifluoracético 97,5% (TFA) e &gua 2,5%. A resina ficou no
coquetel de clivagem por 1 % hora. A solucdo foi entdo
filtrada por gravidade usando um funil de Buchner, e o
filtrado foi coletado em um 50 ml tubo de centrifugagdo. O
peptideo foi isolado por precipitagdo com éter dietilico
resfriado. Apbés centrifugagdo e decantagdo do éter
dietilico, o peptideo bruto foi lavado com éter dietilico
mais uma vez, antes de ser seco em um dessecador a VAacuo
por 2 horas. O peptideo foi entdo dissolvido em agua
deionizada (10 ml), congelado .gi -80°C, e liofilizado. O
peptideo seco estava entdo pronto para purificagdo por
HPLC.

Por causa da natureza hidrofilica desses peptideos, o

isolamento do peptideo do éter dietilico ndo funcionou.
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Portanto, foi necessaria uma ggtracao com clorofdrmio. O
TFA foi evaporado, e o residuo de peptideo resultante foi
dissolvido em acido acético 10% (15 ml). As impurezas e OS
limpadores foram removidos da solugdo de acido acético de
peptideo por lavagem da solugdo duas vezes com clorofdrmio
(30 ml). A solugdo aquosa de peptideo foi entdo congelada a
-80°C e liofilizada, resultando em um peptideo em pd pronto
para purificag¢do por HPLC.

Cada um dos peptideos dos IDS. DE SEQ. N°°: 33 e 34
continha wum aminodcido N-metil. Esse acoplamento foi
realizado por combinagdao de solugdes conjuntas do
aminodcido N-metil, PyBroP e N-hidroxibenzotriazol*H,0
(HOBt) e DIEPA no vaso de reagdo que contém a resina. Apds
permitir o acoplamento por 45 minutos, o aminodcido N-metil
foi entdo acoplado duas vezes pé}a assegurar o acoplamento
completo. Observou-se que o acoplamento apdés o aminoacido
N-metil nao era totalmente completo. Portanto, esse
acoplamento foi realizado wusando hexafluorfosfato de
N,N,N',N'-tetrametil-O- (7-azabenzotriazol-1-il)urdnio
(HATU) ao invés de HBTU. Isso ainda resultou em um peptideo
bruto que tipicamente continha duas impurezas totalizando
30-40% da pureza total. O peptideo foi purificado sob
condi¢des de HPLC modificadas para isolar o pico de
peptideo puro, afastando-o das impurezas que eluem

proximamente.

EXEMPLO 2 - ATIVIDADE NﬁO ANTIMICROBIANA
Foram semeadas bactérias (S. aureus 25923) em pogos
contendo peptideo (200 uM), veiculo (Tris) ou antibidtico
(eritromicina; 120 pg/ml). Permitiu-se o crescimento das

bactérias por 2 horas. A seguir, foi determinada a
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viabilidade bacteriana com a utiliza¢do de um ensaio
colorimétrico da viabilidade WST-1 (numero de catdlogo 1
644 807; Roche Diagnostics).wJPMEM e DMEM+WST-1 foram
incluidos como controles de fundgi Como mostrado na FIG. 1
A e B, o peptideo dos IDS. DE SEQ. N°: 5 e 47 mostra
claramente uma auséncia de atividade, comparado com um
controle de antibidtico.

EXEMPLO 3 - PROTEGCAO IN VIVO

damundongos foram infectados com S. aureus 25923 por
meio de uma injeg¢do intraperitoneal (IP). Quatro horas mais
tarde, o peptideo dos IDS. DE SEQ. N°°*: 1, 4, 5, 6, 45 e 47
foram administrados a 12 mg/kg e 24 mg/kg para o ID. DE
SEQ. N°: 1 (FIG. 2A e 2B), 9,6 mg/kg para o ID. DE SEQ. N°:
5 (FIG. 2C), 13 mg/kg para o Ib. DE SEQ. N°: 47 (FIG. 2D),
12 mg/kg para o ID. DE SEQ. N°: 4 (FIG. 2E), 9 mg/kg para o
ID. DE SEQ. N°: 6 (FIG. 2F) e 13 mg/kg para o ID. DE SEQ.
N°:45 (FIG. 2G), por meio de injegdo IP. Vinte e quatro
horas pds-infeccgdo, os animais sobreviventes foram
sacrificados, e 1liquido de 1lavagem intraperitoneal foi
plagqueado para determinar contagens bacterianas residuais
(# unidades de formagdo de coldnias por ml (CFU/ml)) na
presenga e auséncia de tratamento com peptideo.

Os animais mortos receberam a contagem bacteriana mais
elevada de todos os animais do estudo. O peptideo dos IDS.
DE SEQ. N°®: 1, 4, 5, 6, 45 e 47 demonstrou claramente
protecdo, comparado com o controle, como mostrado na FIG. 2
a G g

EXEMPLO 4 - PROTECAO PROFILATICA IN VIVO

Vinte e quatro horas antes da infec¢do, o peptideo foi

administrado a 12 mg/kg (ID. DE SEQ. N°: 1, FIG. 3A) e 11,5
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mg/kg (ID. DE SEQ. N°: 5, FIG. 3B), por meio de injegdo IP.
Os camundongos foram entdo infectados com S. aureus 25923
por meio de injeg¢dao IP. Vinte e quatro horas pdés-infeccédo,
os animais sobreviventes foram sgc;ificados, e o liquido de
lavagem intraperitoneal foi piaqueado para determinar
contagens bacterianas residuais (# unidades de formag¢do de
colénias por ml (CFU/ml)) na presenga e auséncia de
tratamento com peptideo.

Os animais mortos receberam a contagem bacteriana mais
elevada de todos os animais do estudo. Os peptideos do ID.
DE SEQ. N°: 1 e 5 demonstraram claramente protegdo (0 morte
de camundongo (tratamento com peptideo) vs. 2 camundongos
mortos (controle)). Veja as Figuras 3 A e B.

Os resultados obtidos pelos inventores em relagdo aos
experimentos dos Exemplos 1-4 serdo discutidos abaixo:

Os inventores demonstraram ‘Que um peptideo que possui
a sequéncia de aminoadcidos dentre aquelas mostradas na
TABELA 1 ou como aqui descritas como parte da invengao pode
aumentar a imunidade inata. Especificamente, os peptideos
dos IDS. DE SEQ. N°: 1, 4, 5, 6, 45 e 47 tiveram a
habilidade para evitar e proteger contra infec¢do, como
demonstrado em modelos in vivo (FIG. 2 e Exemplo 3; FIG. 3
e Exemplo 4). No entanto, o peptideo dos IDS. DE SEQ. N°°:
5 e 47 ndo possuia atividade antimicrobiana, como mostrado
no Exemplo 1 e na FIG. 1. Consequentemente, a modulagdo da
imunidade inata através do peptideo dos IDS. DE SEQ. N°°: 5
e/ou 47 indica que esses peptideos podem ser usados como
uma substéncia terapéutica para %itratamento de uma doencga
infecciosa.

EXEMPLO 5 - ENSAIO DA ATIVIDADE PLASMATICA DE PLASMA COM
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SANGUE DE CAMUNDONGO

O sangue de camundongo foi obtido por pungdo cardiaca
de camundongos ICR, e coletado em tubos heparinizados de
coleta de sangue. O sangue de varios camundongos foi
reunido em pool, e dividido em aliquotas de 300 pul. O
peptideo foi dissolvido em soro . fisioldgico tamponado com
acetato, pH 5,5, até uma concéntragéo de 9 mM. Dessa
solugao de estoque, foram adicionados 30 pl aos 300 pl de
sangue, e misturados por re-suspensac (concentragdao no
sangue de 0,82 mM). Para o controle, 30 pl de soro
fisioldégico tamponado com acetato puro foram adicionados
aos 300 pl de sangue. Cada grupo de peptideo foi preparado
em triplicata, enquanto o controle foi preparado em seis
réplicas. As amostras foram incubadas a 37°C em microtubos
fechados por duas horas. Apds incubag¢do, o plasma foi
isolado das amostras por centrifugagdo a 4.000 rcf. O
plasma foi transferido para uma placa de ensaio de 96 pogos
para o ensaio de DPPIV. O ensaio.foi iniciado por adigdo de
5 pl do substrato de DPPIV gly-prop-nitroanilida (16 mM em
agua deionizada) a 95 pl de plasma (concentrag¢gdo no plasma
de 0,8 mM), e o aumento da absorbidncia UV (405 nm) foi
monitorado ao longo de um periodo de tempo de 20 minutos. A
taxa da produgdo de p-nitroanilina por clivagem enzimatica
de gly-pro-p-nitroanilida foi considerada como a atividade
de DPPIV (Durinx C e cols., (2001) “Reference values for
plasma dipeptidyl-peptidase Iv activity and their
association with other laboratory parameters”. Clin. Chem.
Lab. Med. 39(2): 155-9).

Os resultados podem ser observados na TABELA 1. Foi

observado o efeito dos peptidégs sobre a atividade de
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[+)

DPPIV. Os resultados sdo apresentados como % de atividade
média normalizada, em relagcao ao controle de sSoro
fisioldégico (ajustado para 100%). Qualquer nivel abaixo de
100% de atividade representa uma redugdo da atividade de
DPPIV.

Em um aspecto da invengdo, uma redugdo da atividade de
DPPIV de cerca de ou, em uma modalidade, pelo menos, 25%
(ou seja, de cerca de 75%), era EOnsiderada ativa. Aqueles
habilitados na técnica observardo que o nivel de atividade
desejado pode variar, dependendo do uso dos peptideos.
Discussédo

A serina protease dipeptidil peptidase transmembrana N
do tipo II (DPPIV), também conhecida como CD26 ou proteina
de 1ligag¢do de adenosina ‘desaminase, & um regulador
importante de vArios processos fisioldégicos, incluindo
funcdes imunoldgicas. CD26/DPPIV & uma glicoproteina da
superficie celular de 110 kD que é expressa principalmente
em timdécitos maduros, célulaéb T ativadas, células B,
células NK, macrdéfagos e célﬁiag epiteliais. Ela possuil
pelo menos duas fungdes, uma funééo de transdug¢doc de sinal
e uma fung¢do proteolitica (Morimoto C, Schlossman S.F.
“Structure and function of (D26 in the T-cell immune
response” . Immunol. Review. 1998, 161: 55-70.). Um de seus
papéis celulares envolve a modulagdo da atividade de
quimiocina por clivagem dos dipeptideos do terminal N de
quimiocina. A modulagdo do NH, terminais de quimiocinas &
de grande importancia, ndo apenas para a ligagdo aos seus
receptores e nas reagdes seguintes, mas também para
alteragdo da especificidade do receptor da quimiocina

processada. Além disso, foi demonstrado que rCD26 soluvel
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aumenta a migragdo transendotelial de células T, ao mesmo
tempo em que reduz a resposta migratdéria de mondcitos
[Oravecz, T. e cols., (1997) “Regulation of the receptor
specificity and formation of the chemokine RANTES
(regulated on activation, normal T cell expressed and
secreted) by dipeptydyl peptidase IV  (CD26)-mediated
cleavage”. J. Exp. Med. 186: +1.865-1.872; Iwata, S., e
cols., (1999) “CD26/ dipeptydyl éeptidase IV differentially
regulates the chemotaxis of T cells and monocytes toward
RANTES: possible mechanism for the switch from innate to
acquired immune response”. Int. Immunol. 11: 417-426).
Esses resultados indicam que CD26/DPPIV regula
diferencialmente a resposta quimiotadtica de células T e
mondcitos, e esta envolvida na mudanga da resposta
imunoldégica inata para adquirida. Como tal, uma redug¢do da
atividade de DPPIV teria, entdo, um efeito oposto,
promovendo uma resposta imunoldgica 1inata e respostas
migratérias de macréfagos. Foi também relatado que a
inibig¢do farmacoldégica da ati&idade enzimatica de DPPIV
poderia reduzir a progressdo gé artrite em um modelo
experimental em rato de RA (Tanaka S e cols., “Anti-
arthritic effects of the novel dipeptidyl peptidase IV

inhibitors TMC-2A and TSL-225". Immunopharmacology 1998,

40: 21-26; Tanaka S, e cols.,: “Suppression of arthritis by
the inhibitors of dipeptidyl peptidase 1IV.” Int. J.
Immunopharmacol. 1997, 19: 15-24), sugerindo  que

diminuig¢des da atividade de DPPIV poderiam aliviar a
inflamagdo sob algumas circunstdancias. Em conjunto, o papel
antiinflamatédrio e sua modulagdao da atividade de quimiocina

tornam DPPIV uma boa molécula para o rastreamento de
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compostos inéditos para essas atividades.

CD26/DPPIV estd envolvida na patologia de diversas
doencas como, por exemplo, AIDS e progressdo da doenga por
HIV (Blazquez e cols. 1992; Vanham e cols. 1993; Schols e
cols. 1998 Oravecz e cols. 1995), doenca de Graves (Eguchi
e cols. 1989; Nishikawa e cols. 1995) e cancer (Stecca e
cols. 1997) e diabetes (Hinke e;éols. 2000; Marguet e cols.
2000) .

Além disso, CD26 como indicador de ativacdao de células
T demonstrou flutuar em paralelo com varias doengas
autoimunes, tais como artrite reumatdide (Nakao e cols.,
1989) e tireoidite autoimune (Eguchi e cols., 1989). CD26
foi descrita como um marcador com boa correlagdo com O
nivel de atividade dessas doencas. Além disso, ela foi
estudada como indicador de ©progressdao da doenga na
esclerose miltipla crdnica progressiva (Constantinescu e
cols., 1995).

Os peptideos da presente .inveng¢do demonstraram que
podem reduzir a atividade de DPPIV. Como tal, eles podem
ser usados no tratamento de certas condicgdes imunoldégicas,
tais como condic¢des relacionadas ou associadas a DPPIV, e
podem, em um aspecto, modular a imunidade 1inata e a
inflama¢do como, por exemplo,‘ a inflamagdo que leva a
sépsis.

Embora a invenc¢do tenha sido descrita anteriormente em
algum detalhe para fins 'de clareza e uma melhor
compreensdo, serd observado por aqueles habilitados na
técnica, a partir da leitura da especificag¢do, que varias
mudang¢as, na forma e nos detalhes, podem ser feitas, sem se

afastar do verdadeiro escopo da inveng¢ao nas reivindicag¢des

1
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** % Atividade de DPPIV (soro), em que o controle &
atividade de 100% (soro fisiolégico ou veiculo
isoladamente, sem o peptideo). S3o desejaveis cerca de 75%

ou menos de atividade em relagdo ao controle de soro
fisioldégico.

*** OH indica a forma de acido livre do peptideo. Ac indica
acetilado. O indica ornitina, Cit indica citrulina, x
indica estrutura NMe Dbéasica (versus estrutura amida
basica) .

TABELA 1 (CONTINUAGAO)

Observag¢do 1 da Tabela 1:

X, é selecionado do grupo qﬁe consiste nos compostos
baseados em K, H, R, S, T, O, Cit, Hci, Dab, Dpr ou glicina
com grupos funcionais basicos substituidos no terminal N
(por exemplo, Nlys), hSer, Val (betaOH).

X, é selecionado do grupo que consiste em V, I, K, P e
H incluindo um peptideo isolado de até 10 aminoacidos que
compreende uma sequéncia de aminodcidos de ID. DE SEQ. N°:
55.

Observag¢do 2 da Tabela 1:

em que X; é selecionado do grupo que consiste nos
compostos baseados em K, H, R,‘§; T, O, Cit, Hci, Dab, Dpr
ou glicina com grupos funcionéis basicos substituidos no
terminal N (por exemplo, Nlys), Héer, Val (betaOH), e em que
X, & selecionado do grupo que consistem em A, I, L, V, K,
P, G, H, R, S, O, Dab, Dpr, Cit, Hci, Abu, Nva, Nle e em
que X, pode ser N-metilado, e em que X; & selecionado do
grupo que consiste em I, V, P, em que, em uma modalidade,
X3 ndo é metilado no N. Em uma modalidade, o peptideo

isolado pode ser uma sequéncia de aminodcidos de até 10
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aminodcidos, mas niao é& dos IDS. ﬁﬁ SEQ. N°®: 2 ou 17.
Observag¢do 3 da Tabela 1:

em que X;, X, e X; sdao definidos como no ID. DE SEQ.
N°: 56, e em que “a” & selecionado do grupo que consiste em
s, p, I, R, C, T, L, VvV, A, G, K, H, R, 0, C, M, e F ou um
peptideo isolado de até 10 aminodcidos compreendendo as
referidas seqUéncias.
Observag¢do 4 da Tabela 1:

Em que X;X,;X3P sd3o como definidos no ID. DE SEQ. N°: 56
e “b” é selecionado do grupo que consiste em A, A*, G, S,
L, F, XK, ¢, I, V, T, Y, R, H, O e M, mas, em uma
modalidade, ndo P. Em uma modaiidade, o peptideo isolado é
um peptideo de até 10 aminoécidgg que compreende o ID. DE
SEQ. N°: 58, mas nao o ID. DE SEQ. N°: 17.
Observag¢do 5 da Tabela 1:

em que X;, X, e X; sdo como definidos no ID. DE SEQ.
N°: 56, e “a;” é selecionado do grupo que consiste em K, I
R, H O, L, V, A e G, e "a” & selecionado do grupo que
consiste em S, P, R T, H, K, d, L, V, A, G, S, e I. Em uma
modalidade, “a;” nao & acetilado ou, quando a; for K, K nao
sera acetilado, e nem o ID. DE SEQ. N°: 2. Em uma
modalidade, o peptideo isolado compreende até 10
aminodcidos que compreende o ID. DE SEQ. N°: 59.
Observag¢do 6 da Tabela 1:

em que X;, X, e X; sdo como definidos no ID. DE SEQ.
N°: 56, e em que “a” & selecionado do grupo que consiste em
S, R, X, H O, T, I, L, V, A e G, e em gue “b”" é
selecionado do grupo que consiste em A, V, I, L, G, K, H,
R, O, S, T e F, ou um peptideo de até 10 aminoacidos que

compreende o ID. DE SEQ. N°: 60.
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LISTAGEM DE SEQUENCIA
Inimex Pharmaceuticals, Inc.

PEPTIDEOS INEDITOS PARA TRATAMENTO E PREVENCAO DE DISTURBIOS

RELACIONADOS AO SISTEMA IMUNOLOGICO, INCLUINDO O TRATAMENTO E A
PREVENCAO DE INFECGCAO POR MODULAGCAC DA IMUNIDADE INATA

<130>

<140>
<141>

<150>
<151>

<150>
<151>

<150>
<151>

<160>
<170>
<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

190476-382091

N/A
04-10-2006

US 60/722,962
04-10-2005

US 60/722,958
04-10-2005

UsS 60/722,959
04-10-2005

60
PatentIn versdo 3.3
1

6

PRT

Artificial

PEPTIDEO IMUNOLOGICO

1

Lys Ser Arg Ile Val Pro

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

5
2
6
PRT
Artificial

PEPTIDEO IMUNOLOGICO

misc_feature
(1)..(1)
Xaa é igual ao Acetilado K

2

Xaa Ser Arg Ile Val Pro

1

<210>
<211l>

5

3
6
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 3

Ser Arg Ile Val Pro Ala

1 5
<210> 4
<211l> 5

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 4

Ser Arg Ile Val Pro

1 5
<210> 5
<211> 5

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 5

Arg Ile Val Pro Ala

1 5
<210> 6

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial

<220> .
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 6

Lys Ile Val Pro Ala

1 5
<210> 7
<211> 5

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

2/17
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<220>

<221> misc_feature

<222> (5)..(5)

<223> Xaa é igual ao D- Aminoacido do Ala

<400> 7

Arg Ile Val Pro Xaa

1 5
<210> 8

<211l> 4

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 8

Arg Val Pro Ala

1

<210> 9
<211> 4
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 9

Arg Ile Pro Ala

1

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

<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<220>

<221> misc_feature

<222> (5)..(5)

<223> Xaa é igual ao Ala -OH

<400> 10
Arg Ile Val Pro Xaa

1 5

<210> 11
<211> 5
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 11

Arg Ala VvVal Pro Ala

1 S
<210> 12
<211l> 6

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 12

Arg Arg Ile Val Pro Ala

1 5
<210> 13

<21ll> 5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 13

Arg Lys Val Pro Ala

1 5
<210> 14

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 14

Arg Ile Val Pro Lys

1 5
<210> 15

<211l> 5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO
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<400>

15

Arg Pro Val Pro Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

5
16
5
PRT
Artificial

PEPTIDEO IMUNOLOGICO

16

Axrg Ile Pro Pro Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

5
17
5
PRT
Artificial

PEPTIDEO IMUNOLOGICO

17

Arg Ile Val Pro Pro

1

<210>
<21l1l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

5
18
7
PRT
Artificial

PEPTIDEO IMUNOLOGICO

18

Arg Ile Val Pro Gly Gly Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

5
19
6
PRT
Artificial

PEPTIDEO IMUNOLOGICO

19

Gly Gly Ile Vval Pro Ala

1

5

5/17
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<210> 20
<211> 5
<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 20

Gly Ile Val Pro Ala

1 5
<210> 21
<211> 5

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 21

Arg Gly Val Pro Ala

1 5
<210> 22

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 22

Arg Ile Val Pro Gly

1 5
<210> 23

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 23

Arg Ile Val Pro Ser

1 5
<210> 24
<211> 5

<212> PRT

6/17
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<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 24

Arg Ile Val Pro Leu

1 S
<210> 25
<211> 5

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 25

Arg His Val Pro Ala

1 5
<210> 26

<211l> 5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 26

Arg Ile Pro Val Ala

1 5
<210> 27
<21ll1l> 5

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 27

Arg Val Ile Pro Ala

1 5
<210> 28

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO
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<400> 28

Arg Ile Ile Pro Ala

1 5
<210> 29
<211l> 5

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 29

Ala Val Pro Ile Arg

1 5
<210> 30

<211l> 5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 30

Ala Pro Val Ile Arg

1 5
<210> 31

<211> 5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 31

Arg Ile Val Pro Ala

1 5
<210> 32

<211> 7

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 32

Cys Arg Ile Val Pro Ala Cys
1 5

8/17
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<210>
<211l>
<212>
<213>

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

9/17

33

5

PRT
Artificial

PEPTIDEO IMUNOLOGICO

misc_feature
(2)..(2)

Xaa é igual ao I com uma estrutura principal NMe

33

Arg Xaa Val Pro Ala

1

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

<220>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<400>

5
34
5
PRT
Artificial

PEPTIDEO IMUNOLOGICO

misc_feature
(5)..(5)
Xaa é igual ao A com uma estrutura principal N-metilada

34

Arg Ile Val Pro Xaa

1

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

<220>
<223>

<400>

5
35
5
PRT
Artificial

PEPTIDEO IMUNOLOGICO

35

Arg Ile Val Pro Phe

1

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

<220>
<223>

5
36
>3
PRT
Artificial

PEPTIDEO IMUNOLOGICO
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<400>

36

Cit Ile VvVal Pro Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

5
37
5
PRT
Artificial

PEPTIDEO IMUNOLOGICO

37

Arg Leu Val Pro Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

5
38
5
PRT
Artificial

PEPTIDEO IMUNOLOGICO

38

His Ile Val Pro Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

5
39
6
PRT
Artificial

PEPTIDEO IMUNOLOGICO

39

Ile Arg Arg Val Pro Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

S
40
5
PRT
Artificial
40

Ala Arg Val Pro Ala

1

5

10/17
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

41

5

PRT
Artificial

PEPTIDEO IMUNOLOGICO

41

Ile Arg Val Pro Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

5
42
S
PRT
Artificial

PEPTIDEO IMUNOLOGICO

42

Orn Ile Val Pro Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

5
43
5
PRT
Artificial

PEPTIDEO IMUNOLOGICO

43

Ser Ile Val Pro Ala

1

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

<220>
<223>

<400>

Val Ser Ile Ile Lys Pro Ala Arg Val Pro Ser Leu Leu

1

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

5
44
13
PRT
Artificial

PEPTIDEO IMUNOLOGICO

44

5
45
7
PRT
Artificial

11/17
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<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 45

Lys Pro Ala Arg Val Pro Ser

1 5
<210> 46
<211> 6

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 46

Arg Val Pro Ser Leu Leu

1 5
<210> 47

<211l> 6

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 47

Lys Pro Arg Ala Val Pro

1 5
<210> 48
<211> 5

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 48

Pro Ala Arg Val Pro

1 5
<210> 49

<21l1l> 4

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 49

12/17
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Ile Arg Val Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

50

4

PRT
Artificial

PEPTIDEO IMUNOLOGICO

50

Arg Val Pro Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

51

3

PRT
Artificial

PEPTIDEO IMUNOLOGICO

51

Arg Val Pro

1

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

<220>
<223>

<400>

52

6

PRT
Artificial

PEPTIDEO IMUNOLOGICO

52

Pro Ser Val Pro Gly Ser

1

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

<220>
<223>

<400>

5
53
6
PRT
Artificial

PEPTIDEO IMUNOLOGICO

53

Gly Leu Lys His Pro Ser

1

5

13/17
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<210> 54

<211> 11

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

14/17

<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<400> 54

Arg Ile Val Pro Ala Ile Pro Val Ser Leu Leu

1 5
<210> 55
<211> 3

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

10

<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> Xaa é selecionado do grupo consistindo de K, H, R, S, T, O,
Cit, Hci, Dab, Dpr, ou compostos a base de glicina com grupos
funcionais basicos substituidos no N-terminal.

<220>
<221> misc_feature
<222> (2)..(2)

<223> Xaa é selecionado do grupo consistindo de Vv, I, K, P, e H.

<400> 55

Xaa Xaa Pro

1
<210> 56
<21l> 4

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> Xaa € selecionado do grupo consistindo de K, H, R, S, T, O,
Cit, Hci, Dab, Dpr, ou compostos a base de glicina com grupos
funcionais béasicos substituidos no N-terminal.

<220>
<221> misc_feature
<222> (2)..(2)

<223> Xaa é selecionado do grupo consistindo de A, I, L, V, K, P, G,

H, R, S, O, Dab, Dpr,
metilado.

Cit, Hci, Abu, Nva, Nle e onde Xaa pode ser N-
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<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(3)

<223> Xaa é selecionado do grupo consistindo de I, V, P.
<400> b56

Xaa Xaa Xaa Pro

1
<210> 57
<211l> 5

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

<223> Xaa é selecionado do grupo consistindo de §, P , I, R, C, T,
L, v, A, G, K, H, R, O, C, M, e F.

<220>
<221> misc_feature
<222> (2)..(2)

<223> Xaa é selecionado do grupo consistindo de K, H, R, S, T, O,
Cit, Hci, Dab, Dpr, ou compostos a base de glicina com grupos
funcionais basicos substituidos no N-terminal.

<220>
<221> misc_feature
<222> (3)..(3)

<223> Xaa é selecionado do grupo consistindo de A, I, L, V, K, P, G,
H, R, S, O, Dab, Dpr, Cit, Hci, Abu, Nva, Nle e onde Xaa pode ser N-
metilado.

<220>
<221> misc_feature
<222> (4)..(4)

<223> Xaa é selecionado do grupo consistindo de I, V, P.
<400> 57

Xaa Xaa Xaa Xaa Pro

1 5
<210> 58

<211l> 5

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<220>
<221> misc_feature
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(1) .. (1)

Xaa é selecionado do grupo consistindo de X, H, R, S, T, O,

Cit, Hci, Dab, Dpr, ou compostos a base de glicina com grupos
funcionais basicos substituidos no N-terminal.

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(2)

<223> Xaa €& selecionado do grupo consistindo de A, I, L, V, K, P, G,
H, R, S, O, Dab, Dpr, Cit, Hci, Abu, Nva, Nle e onde Xaa pode ser N-
metilado.

<220>

<221> misc_feature

<222>  (3)..(3) _

<223> Xaa é selecionado do grupo consistindo de I, V, P.

<220>

<221> misc_feature

<222> (5)..(5)

<223> Xaa é selecionado do grupo consistindo de A, A*,G, S, L, F, K,
¢, I, vV, T, Y, R, H,L O, e M, onde A* denota D aminodcido de A.

<400>

58

Xaa Xaa X3 Pro Xaa

1 5

<210> 59

<211> 6

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<220>

<221> misc_feature

<222> (1)..(1)

<223> Xaa é selecionado do grupo consistindo de K, I,R, H, O, L, V,
A, e G.

<220>

<221> misc_feature

<222> (2)..(2)

<223> Xaa € selecionado do grupo consistindo de S, P, R, T, H, K, O,
L, vV, A, G, S, I.

<220>

<221> misc_feature

<222> (3)..(3)

<223> Xaa é selecionado do grupo consistindo de K, H, R, S, T, O,
Cit, Hci, Dab, Dpr, ou compostos a base de glicina com grupos

funcionais basicos substituidos no N-terminal.

<220>
<221>
<222>

misc_feature
(4)..(4)



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

17/17

<223> Xaa é selecionado do grupo consistindo

de A, I,

L,

VvV, K, P, G,

H, R, S, O, Dab, Dpr, Cit, Hci, Abu, Nva, Nle e onde Xaa pode ser N-

metilado.

<220>

<221> misc_feature
<222> (5)..(5)

<223> Xaa é selecionado do grupo consistindo
<400> 59

Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Pro

1 5
<210> 60
<211> 6

<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> PEPTIDEO IMUNOLOGICO

<220>
<221> misc_feature
<222> (1)..(1)

de I, V, P.

<223> Xaa € selecionado do grupo consistindo de S, R, X, H, O, T, I,

L, V, A, e G.

<220>
<221> misc_feature
<222> (2)..(2)

<223> Xaa é selecionado do grupo consistindo de K, H, R, S, T, O,
Cit, Hci, Dab, Dpr, ou compostos a base de glicina com grupos

funcionais basicos substituidos no N-terminal.

<220>
<221> misc_feature
<222>  (3)..(3)

<223> Xaa é selecionado do grupo consistindo
H, R, S, 0, Dab, Dpr, Cit, Hci, Abu, Nva, Nle
metilado.

<220>

<221> misc_feature

<222> (4)..(4)

<223> Xaa é selecionado do grupo consistindo
<220>

<221> misc_feature

<222> (6)..(6)

<223> Xaa €& selecionado do grupo consistindo
R, 0, S, T, e F.

<400> 60

Xaa Xaa Xaa Xaa Pro Xaa
1 5

de A, I,

L,

vV, K, P, G,

e onde Xaa pode ser N-

de I, V, P.

de A, V,

I,

L, G, K, H,
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REIVINDICAGOES

1. Peptideo isolado, caracterizado por compreender a

sequéncia de aminodcidos da TABELA 1 ou um analogo,
derivado ou variante desta.
2. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado por ter um terminal C modificado e/ou um

terminal N modificado.
3. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 2,

caracterizado por ter um terminal C modificado.

4. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicag¢do 3,

caracterizado por ter um terminal C aminado.

5. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagdo 1,

caracterizado por compreender a seqUéncia de aminoacidos da

TABELA 1 modificada por pelo menos uma substituigdo de um
aminoacido D.

6. Agente caracterizado por reagir com o peptideo da

reivindicacao 1.
7. Agente, de acordo com a reivindicagdo 6,

caracterizado por ser um anticorpo.

8. Agente, de acordo <com a reivindicagdo 7,

caracterizado por ser um anticorpo monoclonal.

9. Molécula de acido nucléico isolado, caracterizada

por codificar o peptideo da reivindicagdo 1.
10. Construgao de acido nucléico recombinante,

caracterizada por compreender a molécula de &acido nucléico

da reivindicagdo 9 ligada operacionalmente a um vetor de

expressao.

11. Pelo menos uma célula hospedeira caracterizada por

compreender a construgdo de acido nucléico recombinante da

reivindicag¢ao 10.
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12. Método para a produgdo de um peptideo que

compreende uma sequUéncia de aminodcidos listada na TABELA 1

ou um anadlogo, derivado ou variante desta, o referido

método caracterizado por compreender as etapas de:

(a) cultivo de pelo menos uma célula hospedeira da
reivindicagdo 11, sob condig¢des que permitem a expressdo do
peptideo; e

(b) recuperagdo do peptideo de pelo menos uma célula
hospedeira ou meio de cultura desta.

13. Composigao farmacéutica, caracterizada por

compreender o peptideo da reivindicagdo 1 e um veiculo,
diluente ou excipiente farmaceuticamente aceitavel.
14. Método para tratamento e/ou preveng¢do de infecgdo

em um individuo, caracterizado  por compreender a

administragdo ao individuo de um peptideo que compreende
uma sequUéncia de aminodcidos listada na TABELA 1 ou um
analogo, derivado ou variante desta.

15. Método, de acordo <com a reivindicag¢do 14,

caracterizado pelo fato de que o peptideo tem a seqiéncia

de aminodcidos dos IDS. DE SEQ. N°: 1, 3-16, 18-60.
16. Método, de acordo com a reivindicagcdo 14,

caracterizado pelo fato de que o peptideo modula a

imunidade inata no individuo tratando ou prevenindo, dessa
forma, a infec¢do no individuo.

17. Método, de acordo com a reivindicagdo 14,

caracterizado pelo fato de quea infecgcdo é uma infeccdo
microbiana.
18. Método, de acordo com a reivindicagcdo 17,

caracterizado pelo fato de que a infecgdo é selecionada do

grupo que consiste em uma infecg¢do por uma bactéria, uma
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infec¢do por um fungo, uma infecg¢do por um parasita e uma
infecgdo por um virus.
19. Método, de acordo com a reivindicacdao 18,

caracterizado pelo fato de que ‘a bactéria & uma bactéria

Gram-positiva ou Gram-negativa.
20. Método, de acordo com a reivindicacgdo 19,

caracterizado pelo fato de que a bactéria é selecionada do

grupo que consiste em E. coli, Klebsiella pneumoniae,

Pseudomonas aeruginosa, Salmonella spp., Staphylococcus
aureus, Streptococcus spp. € enterococo resistente a
vancomicina.

21. Método, de acordo com a reivindicacdao 18,

caracterizado pelo fato de que o fungo & selecionado do

grupo que consiste em um bolor, uma levedura e um fungo
superior.

22. Método, de acordo com a reivindicag¢ao 18,

caracterizado pelo fato de que o parasita € unicelular ou
multicelular.
23. Método, de acordo com a reivindicagdo 22,

caracterizado pelo fato de que o parasita é selecionado do

grupo que consiste em Giardia duodenalis, Cryptosporidium
parvum, Cyclospora cayetanensis e Toxoplasma gondii.
24. Método, de acordo com a reivindicacdao 18,

caracterizado pelo fato de que o virus esta associado a uma

condigdo selecionada do grupo que consiste em AIDS, gJgripe
avidria, varicela, lesBes por herpes simples, resfriado
comum, gastrenterite, febre glandular, influenza, infecg¢do
do trato respiratério inferior, sarampo, caxumba,
faringite, pneumonia, rubéola, SARS e infeccdo do trato

respiratdério superior.
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25. Método, de acordo com a reivindicagdao 24,

caracterizado pelo fato de que o virus & o virus sincicial

respiratdédrio (RSV).
26. Método, de acordo com a reivindicag¢do 14,

caracterizado pelo fato de que o individuo tem, ou estd em

risco de ter, infeccgao.
27. Método, de acordo com a reivindicagdao 26,

caracterizado pelo fato de que o peptideo é administrado

por via oral, parenteral, transdérmica, intranasal, por
administra¢do pulmonar, ou por bomba osmdédtica.

28. Método para prever se um individuo responderia ao
tratamento para uma infecg¢do microbiana ou um distirbio
relacionado a imunidade, onde o tratamento compreende a
administra¢do ao individuo de um peptideo que compreende
uma sequéncia de aminodcidos da TABELA 1 ou de um andlogo,

derivado ou variante desta, o método caracterizado pelo

fato de que compreende o teste "de uma amostra diagndstica
do individuo quanto a atividade de DPPIV por administragao
a amostra do peptideo da invengdo na presenga de um
substrato de DPPIV sob condi¢des gque permitiriam gque a
DPPIV reagisse com o substrato, em gque a redugdo da
atividade de DPPIV, comparada com um controle sem o
peptideo, é indicativa de gque o individuo responderia ao
tratamento.

29. Peptideo isolado, caracterizado por compreender

uma seqUéncia de aminodcidos selecionada do grupo que
consiste nos IDS. DE SEQ. N°°: 1-60.

30. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicacgdo

29, caracterizado  por compreender a sequéncia de

aminoadcidos é selecionada do grupéique consiste nos IDS. DE
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SEQ. N°°: 1, 3-16, 18-60.
31. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagao

30, caracterizado pelo fato de que a seqiéncia de

aminodcidos é selecionada do grupo que consiste nos IDS, DE
SEQ. N°°: 1, 3-16, 18-54.
32. Peptideo isolado, de acordo com qualquer uma das

reivindica¢gdes 29 ou 30, caracterizado por compreender

atividade imunoldgica.
33. Peptideo isolado, de acordo com a reivindicagao

32, caracterizado por consistir em até 10 aminoacidos.

34. Uso de um peptideo isolado de qualquer uma das

reivindica¢des 32 ou 33, caracterizado por ser para O

tratamento de uma condig¢do relacionada a DPPIV.
35. Uso de um peptideo de qualquer uma das

reivindicag¢des 32 ou 33, caracterizado por ser para o

tratamento de uma infecgdo ou uma condigdo relacionada a

imunidade inata.
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PEPTIDEOS INEDITOS PARA TRATAMENTO E PREVENGAO DE
DISTORBIOS RELACIONADOS AO SISTEMA IMUNOLOGICO, INCLUINDO O
TRATAMENTO E A PREVENGAO DE INFECGAO POR MODULAGAO DA
IMUNIDADE INATA

Em um aspecto, a presente invengdo fornece peptideos
isolados inéditos que podem ser usados para modular a
imunidade inata em um individuo:--e/ou para o tratamento de
um distirbio relacionado ao sistema imunolégico, incluindo
o tratamento e a prevengao de ihfeccéo por modulagdo da
imunidade inata. Também sdo fornecidos um agente reativo
com o peptideo, uma composigdo farmacéutica que inclui o
peptideo, uma molécula de 4&cido nucléico isolado que
codifica o peptideo, uma construgdo de 4&cido nucléico
recombinante que inclui a molécula de &cido nucléico, pelo
menos uma célula hospedeira qﬁe compreende a construgdo de
adcido nucléico recombinante e um método de produgdo do
peptideo com o uso da célula hospedeira. A presente
invencdo ainda fornece um método para tratamento e/ou
prevengdo de infecgdo em um individuo por administragdo do
peptideo da invengdo ao individ;ovmodulando, dessa forma, a
imunidade inata no individuo. A&icionalmente, a presente
invencdo fornece um método para prever se um individuo

responderia ao tratamento com um peptideo da invengdo.

~
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