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(67) Resumo: PEPTIDEOS UTEIS COMO PEPTIDEOS DE
PENETRAGAO DE CELULA. A presente invengdo refere-se a um
peptideo tendo uma seqliéncia de aminoacidos compreendendo pelo
menos 8 aminoacidos consecutivos da proteina lactoferrina humana ou
a proteina lactoferrina bovina, pelo que o peptideo é apropriado para
atuar como um peptideo de penetragéo de célula.
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Relatério Descritivo da Patente 'de Inveng¢do para "PEPTIDEOS
UTEIS COMO PEPTIDEOS DE PENETRACAO DE CELULA".

A presente invengao reierg-se a um peptideo que é apropriado
para uso como um peptideo de penetracao de célula, complexos compreen-
dendo 0 mesmo e seu uso.

Peptideos de penetragdo de Acélula (CPPs) como penetratina

derivada de antennapedia (Derossi et al., J. Biol. Chem., 269, 10444-10450,

1994) e o peptideo Tat (Vives et al., J. Biol. Chem., 272, 16010-16017, 1997)
sdo ferramentas amplamente usadas para a liberagao de moléculas-carga
como peptideos, proteinas e oligonucleotideos (Fischer et al., Bioconjug.

Chem., 12, 825-841, 2001) em células. Areas de aplicagéo variam de pura-

mente biologia de célula a pesquisa biomédica (Dietz and Bahr, Mol. Cell.,
Neurosci, 27, 85-131, 2004). Inicialmente, tomada celular foi acreditadé ocor-
rer através de permeacao direta da membrana de plasma (Prochiantz, Curr.
Opin. Cell Biol., 12,400-406, 2000). Nos anos passados, foi acumulada evi-
déncia de que para varios CPPs endocitose contribui pelo menos significan-

temente para a tomada celular para varios CPPs (para uma revisao, vide

Fotin-'MIeczek et al., Curr. Pharm. Design, 11, 3613-3628, 2005). Dados es-

tes recentes resultados, a especificacdo de um peptideo como um CPP por

isso nao implica um especifico mecanismo de importagdo celular, mas antes

‘refere-se a uma funcdo como um peptideo que, quando conjugado a uma

carga, tanto covalentemente como nao-covalentemente, aperfeicoa a toma-
da celular da molécula-carga. '

Embora estes CPPs tenham provado serem em principio apro-
priados para a Iiberagéo de peptideos, proteinas e oIigonucIeotl’debs em cé-
lulas, ainda ha uma necessidade de provimento de ainda CPPs permitindo a
liberagdo de tais moléculas como moléculas-carga. Em particular, ha uma
necessidade de CPPs que (i) permitam rapida liberagdo de molécula-carga a
partir do caminho endolisossomal e (ii) evitem reagdes imunoldgicas com
aplicagao no homem.

O problema basico da presente invengao é resolvido em um pri-

meiro aspecto através de um peptideo tendo uma seqiéncia de aminoacidos
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compreendendo pelo menos 8 aminoacidos consecutivos da proteina lacto-
ferrina humana ou da proteina lactoferrina bovina, pelo que o peptideo é a-
propriado para atuar como um peptideo de penetragao de célula.

Em uma modalidade do primeiro aspecto o peptideo compreen-
de pelo menos quatro aminoacidos catiénicos.

Em uma modalidade do primeiro aspecto a proteina lactoferrina
humana tem uma sequéncia de aminoacidos de acordo com SEQ ID NO: 1 e
a proteina lactoferrina bovina tem uma sequéncia de aminoacidos de acordo
com SEQ ID NO: 2.

Em uma modalidade do primeiro aspecto o peptideo compreen-
de pelo menos dois residuos Cys ou seus analogos. ’ ‘

Em uma modalidade preferida do primeiro aspecto o peptided
compreende uma ligagdo dissulfeto criada por dois. residuos Cys ou uma
ligacdo analoga formada pelos analogos de cisteina.

Em uma modalidade do primeiro aspecto o peptideo compreen-
de uma porgéo tendo uma conformagéo de hélice-alfa de cerca de 12 a 20
aminoacidos em comprimento, e uma porgédo tendo uma conforrhagéo de
folha-beta de cerca de 8 a 12 aminoacidos em comprimento.

Em uma modalidade do primeiro aspecto o peptideo compreen-
de de cerca de 8 a cerca de 60 residuos de aminoacidos.

Em uma modalidade preferida do primeiro aspecto o peptideo
compreende de cerca de 20 a cerca de 45 residuos de aminoacidos.

Em uma modalidade do primeiro aspecto o peptideo tem uma
Seqﬁéncia de aminoéacidos correspondendo a posi¢cdes de aminoacidos 20 a
64 da sequéncia de aminoacidos de acordo com SEQ ID NO: 1.

Em uma modalidade do primeiro aspecto o peptideo tem uma
sequéncia de aminoacidos, pelo que a extremidade terminal-N do peptideo é
um aminoacido correspondendo a posi¢cdes de aminoacidos 20 a 64 da se-
guéncia de aminoacidos de acordo com SEQ ID NO: 1 ou 2.

Em uma modalidade do primeifo aspecto o peptideo é selecio-
nado do grupo compreendendo

um peptideo tendo a sequiéncia de aminoacidos
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KCFQWQRNMRKVRGPPVSCIKR (SEQ.ID.No.3),

um peptideo tendo a seqliiéncia de aminoacidos
CFQWQRNMRKVRGPPVSC (SEQID.No.4),

um peptideo tendo a sequéncia de aminoacidos
FQWQRNMRKVRGPPVS (SEQ.ID.No.5),

um peptideo tendo a seqUéncia de aminoacidos

FQWQRNMRKVR (SEQ.ID.No.6),

um peptideo tendo a seqiiéncia de aminoacidos
KCRRWQWRMKKLGAPSITCVRR (SEQID No. 29), ¢

um peptideo tendo a seqiéncia de aminoacidos

. CRRWQWRMKKLGAPSITC (SEQ ID No. 30)

e seus derivados.

Em uma modalidade preferida da presente inveng¢édo os' pepti-
deos de penetracdo de célula compreendem uma sequéncia de aminoacidos
de acordo com SEQ ID NO: 3, 4, 29 ou 30 ou uma sequéncia com uma iden-
tidade de pelo menos 40%, preferida de pelo menos 50%, em particular pre-
ferida de pelo menos 75% ou pelo menos 90% as ditas seqléncias.

: Peptideos compreendendo SEQ ID NOs: 3, 4, 29 ou 30 com pe-
lo menos 40% de identidade s&o preféridos ca'racteri_zados pela substituicao
ou supressdo de 1 a 13 aminoacidos de SEQ ID NO: 3 ou 29 respectivamen-

"te 1 a 10 aminoacidos de SEQ ID NO: 4 ou 30. Onde sequéncias com uma

substituicdo de um ou mais aminoacidos com aminoacidos homélogos s&o
de interesse aumentado. '

Os peptideos compreendendo uma seqiéncia de aminoacidos
de acordo com SEQ ID NO: 3, 4, 29 ou 30 ou uma sequéncia corh pelo me-
nos 40% de identidade compreendem pelo menos 8 aminoacidos (peptideos
derivados de SEQ ID NO: 4 ou 30) respectivamente 9 aminoacidos (SEQ ID

NO: 3 ou SEQ ID NO: 29 derivada de peptideos). Os ditos peptideos tém

preferivelmente entre 10 e 45 aminoacidos e preferido entre 14 e 25 aminoa-
cidos. |

Peptideos preferidos compreendendo uma sequéncia de amino-
acidos de acordo com SEQ ID NOs: 4, 29 ou 30 possuem uma carga catib-
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nica, em particular de pelo menos quatro aminoacidos catiénicos localizados
em SEQ ID NOs: 3, 4, 29 ou 30. Ainda uma caracteristica preferida dos ditos
peptideos é a presenca de pelo menos duas cisteinas ou analogos de cistei-
na que podem formar uma ponte dissulfeto ou uma ponte analoga. Ambos,
cisteinas ou seus analogos encerram pelo menos 6 aminoécidos, preferivel-
mente entre 12 e 43 aminoacidos.
Em uma modalidade preferida do primeiro aspecto o peptideo é
um derivado dos peptideos de acordo com qualquer uma de SEQ ID NO: 2 a
5, pelo que o residuo metionina é substituido por um aminoéacido seleciona-
do do grupo compreendendo valina, isoleucina, norvalina, leucina e norleuci-
na. | | B
Em uma modalidade mais preferida do primeiro aspecto o peptiQ
deo é um peptideo tendo uma sequéncia de aminoacidos selecionada do
grupo compreendendo-
KCFQWQRNVRKVRGPPVSCIKR (SEQ.ID.No.7)
KCFQWQRNIRKVRGPPVSCIKR (SEQ.ID.No.8)
KCFQWQRNXRKVRGPPVSCIKR (SEQID:No.9), onde X é norvalina,
KCFQWQRNLRKVRGPPVSCIKR (SEQ.ID.No.10),
KCFQWQRNXRKVRGPPVSCIKR (SEQ.ID No.28), onde X é norleucina,
- CFQWQRNVRKVRGPPVSC (SEQ.ID.No. 11),
CFQWQRNIRKVRGPPVSC (SEQ.IDNo. 12),
CFQWQRNXRKVRGPPVSC (SEQ.ID.No. 13), onde X é norvalina,
CFQWQRNLRKVRGPPVSC (SEQ.ID.No. 14),
CFQWQRNXRKVRGPPVSC (SEQ.IDNo. 15), onde X é norleucina,
FQWQRNVRKVRGPPVS (SEQ.ID.No. 16),
FQWQRNIRKVRGPPVS (SEQ.ID.No.17),
FQWQRNXRKVRGPPVS (SEQIDNo.I8). oo X & norvalina,
FQWQRNLRKVRGPPVS (SEQ.ID.No.19),
FQWQRNXRKVRGPPVS (SEQ.ID.No.20), onxe X é norleucina,
FQWQRNVRKVR (SEQ.ID.No.21),
FQWQRNIRK VR (SEQ.ID.No.22),
FQWQRNXRKVR (SEQ.IDNo.23), onxe X é norvalina,
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KVR (SEQID.No.24), o

em uma modalidade do primeiro aspecto os derivados tém um grupo de liga-
cdo preferivelmente selecionado do grupo compreendendo tioéteres, pelb
que o grupo de ligagdo substitui a ligagao dissulfeto formada por estes resi-
duos Cys.

Em uma modalidade do primeiro aspecto, o peptideo é marcado
radioativamente, preferivelmente tendo incorporado um aminoacido marcado
radioativamente, pelo que mais preferivelmente o aminoacido marcado ra-
dioativamente é um aminoacido marcado com tritio. ,

Em uma modalidade do primeiro aspecto o peptideo ainda com-
preende uma porgao que € apropriada para detecgdo usando um processo
para detecgdo, pelo que a dita porgdo é preferivelmente selecionada do gru-
po compreendendo fluordforos, 'tragadores radioativos e haptenos, pelo que
preferivelmente o hapteno é biotina.

O problema basico da presente invengédo também é resolvido em
um segundo aspecto através de um complexo compreendendo um peptideo
selecionado do grupo compreendendo um peptideo de acordo com o primei-
ro aspecto, lactoferrina humana e lactoferrina boVina, e uma molécula-carga.

Em uma modalidade do segundo aspecto a molécula-carga esta

“covalentemente ou nao-covalentemente ligada ao peptideo.

Em uma modalidade do segundo aspecto a molécula-carga é
selecionada do grupo compreendendo acidos nucléicos, aminoacidos, pepti-
deos, proteinas, carboidratos, lipideos, e moléculas pequenas e misturas de
quaisquer dos mesmos. V '

Em uma modalidade do segundo aspecto a molécula-carga esta
presente como ou parte ou uma estrutura, pelo que a estrutura é seleciona-
da do grupo compreendendo nanoparticulas, microparticulas, lipossomas e
micelas.

- Em uma modalidade preferida do segundo aspecto o acido nu-
cléico é um acido nucléico selecionado do grupo compreendendo moléculas
de DNA, moléculas de RNA, moléculas de PNA, moléculas de siRNA, molé-
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culas anti-sentido, ribozimas, aptameros, “spiegelmeros” e moléculas-
engodo.

Em uma modalidade alternativa do segundo aspecto o peptideo
é selecionado do grupo compreendendo peptideos para vacinagao.

Ainda em uma modalidade alternativa preferida do segundo as-
pecto o acido nucléico € uma vacina baseada em &cido nucléico.

Ainda em uma modalidade alternativa preferida do segundo as-
pecto as nanoparticulas e/ou as microparticulas compreendem ou consistem
em um composto farmaceuticamente ativo.

O problema basico da presente invengao é também resolvido em
um terceiro aspecto através de uma composi¢do compreendendo 'pelo me-
nos um peptide(_) selecionado do grupo compreendendo um peptideo de a-
cordo com o primeiro aspecto, lactoferrina humana e lactoferrina bovina, e
uma molécula-carga.

O problema basico da presente invengao é também resolvido em
um quarto aspecto por uma composicdo compreendendo um complexo de
acordo com o segundo aspecto.

| O problema basico da presente invengao é também resolvido em
um quinto aspecto através de um &cido nucléico codificando um peptideo de
acordo com o primeiro aspecto, preferivelmente tendo uma sequéncia de
acidos nucléicos de acordo com SEQ ID NO: 26 ou 27.

O problema basico da presente invencao é também resolvido em
um sexto aspecto através de uma composicdo compreendendo um acido

nucléico de acordo com o quinto aspecto e uma molécula-carga.

Em uma modalidade preferida do sexto aspecto a molécula-
carga € um acido nucléico e mais particularmente um RNA apropriado para
vacinagao. '

Em uma modalidade preferida do sexto aspecto a molécula-
carga é um acido nucléico codificando um peptideo.

Em uma modalidade preferida do sexto aspecto o acido nucléico
de acordo com o quinto aspecto esta operavelmente ligado ao acido nucléico

codificando um peptideo.
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Em uma modalidade mais preferida do sexto aspecto o acido
nucléico de acordo com o quinto aspecto e o acido nucléico codificando um
peptideo sao ligados em estrutura.

Em uma modalidade do sexto aspecto o peptideo é um agente
farmaceuticamente ativo.

O problema basico da presente inveng¢ao é também resolvido em

‘um sétimo aspecto através do uso de um peptideo de acordo com o primeiro

aspecto como um peptideo de penetragao de célula.
O problema basico da presente invengao é também resolvido em
um oitavo aspecto através de uso de lactoferrina humana ou um seu deriva-

.do funcional ou de lactoferrina bovina ou um seu derivado funcional como

um peptideo de penetragéo de célula.

Em uma modalidade do oitavo aspecto a lactoferrina hUmana
tem uma sequéncia de aminoacidos compreendendo posi¢cdes de aminoaci-
dos 20 a 711 da sequiéncia de aminoacidos de acordo com SEQ ID NO: 1 ou
seu derivado funcional e/ou a lactoferrina bovina tem uma sequéncia de a-
mino&cidos compreendendo posi¢cdes de aminoacidos 20 a 708 da sequén-
cia de aminoacidos de acordo com SEQ ID NO: 2 ou um seu derivado fun-
cional. | o |

O problema basico da presente invengao é também resolvido em

“um nono aspecto através do uso de um peptideo de acordo com o primeiro

aspecto como um agente de transfecgéo.

O problema basico da presente invengao é também resolvido em
um décimo aspecto através do uso de lactoferrina humana ou um seu deri-
vado funcional ou de lactoferrina bovina ou um seu derivado funcional como
um agente de transfecgao.

_ Em uma modalidade do décimo aspecto a lactoferrina humana
tem uma seqf]éncia de aminoacidos compreendendo posi¢cées de aminoaci-
dos 20 a 711 da sequéncia de aminoacidos de acordo com SEQ ID NO: 1
e/ou a lactoferrina bovina tem uma sequéncia de aminoacidos compreen-
dendo as posi¢coes de aminoacidos 20 a 708 da sequéncia de aminoacidos
de acordo com SEQ ID NO: 2 ou um seu derivado funcional.
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O problema basico da presente invengédo também é resolvido em
um décimo — primeiro aspecto através do uso de uma composi¢cao de acordo
com o terceiro, o quarto, e o sexto aspecto para a fabricagdo de um medi-
camento.

Em uma modalidade do décimo — primeiro aspecto a molécula-
carga € um agente farmaceuticamente ativo.

O problema basico da presente invengao é também resolvido em
um décimo - segundo aspecto através do uso de uma composi¢do de acordo
com o terceiro, o quarto, e o sexto aspecto para a fabricagcdo de um agente
diagnéstico.

Em uma modalidade do décimo — segundo aspecto a molécula-
carga é um marcador diagndstico.

Os presentes inventores surpreendentemente verificaram que
lactoferrina humana e bovina e'mais especificamente seus peptideos, que
sdo aqui referidos como os peptideos de acordo com a presente invengao,
sdo apropriados para atuarem como peptideos de penetragédo de celula
(CPP) e assim podem liberar moléculas-carga para o citoplasma de uma
célula. Um CPP é preferivelmente qualquer peptideo ou proteina que é a-
propriado para penetrar uma membrana celular, mais preferivelmente a
membrana de plasma de uma célula mamifera. Entretanto, € para ser enten-
dido que preferivelmente o termo CPP nao implica um especifico mecanismo
de importacao celular. Mais especificamente, os presentes inventores perce-
beram que especificos peptideos derivados de lactoferrina huma séo libera-
dos dos compartimentos endolisossomais em uma maneira altamente efici-
ente que por sua vez segue junto com uma liberagao altamente eficiente de
qualquer molécula(s) de carga. Uma vez as moléculas-cargas estejam dis-
poniveis no citoplasma elas podem exercer qualquer efeito associado com
as mesmas. De tal modo, os polipeptideos de acordo com a invengéo pro-
vém um meio eficiente para influenciar os mecanismos biolégicos e cami-
nhos de uma célula que podem ser usados para ambos, -pesquiéa assim
como aplicagdes terapéuticas e diagndsticas. Como aqui usado e se nao
indicado ao contrario, o termo peptideos de acordo com a presente invengao
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preferivelmente também compreendem lactoferrina humana e bovina como
preferivelmente aqui definidas.

Os peptideos de acordo com a presente invengao sao, em prin-
cipio, fragmentos da lactoferrina humana ou bovina, ou um seu derivado.
Devido sua origem, os peptideos de acordo com a presente invengao exi-

bem, a parte de serem apropriados para liberagdo de moléculas-carga para
_o citoplasma, um perfil imunolégico benéfico na medida em que os respecti-

vos peptideos nao elicitarao uma resposta imune em um hospedeiro humano
ou bovino exposto aos respectivos peptideos de acordo com a presente in-
vencéo. |
Lactoferrina humana (hLF) é uma glicoproteina de ligagao de
ferro de 77 kDa de 692 aminoacidos que constitui 15% da quantidade de
proteina contida em leite materno humano e também pode ser encohtrada '
em baixas concentracbes em plasma de sangue (Nemet and Simonovits,
Haematologia (Budap.) 18, 3-121985). O homdlogo bovino (bLF) consiste
em 688 aminoacidos e compartilha 68%de identidade de aminoacidos com

hLF (Crichton, Adv. Protein Chem. 40, 281-363, 1990). Entretanto, somente

0,5-1,0% de proteina de leite bovino é bLF. Para ambas proteinas proprie-
dades antimicrobiais (Orsi, Biometals 17, 189-196, 2004; Ward and Conne-
ely, Biometals 17, 203-208, 2004), anti-fungos, de ligacao de LPS (Vogel et -

“al., Biochem. Cell Biol. 80, 49-63, 2002) e antivirais (Berkhout et al., Biome-

tals 17, 291-294, 2004) foram reportadas assim como varias atividades en-
zimaticas como atividade DNase, RNase, ATPase e fosfatase (Kanyshkova
et al., Eur. J. Biochem. 270, 3353-3361, 2003). Proteinas lactoferrina (LF)
também atuam como fatores de transcrigéo (He and Furmanski, N'ature 373,
721-724, 1995) e t~em um impacto sobre regulagdao imune através de indu-

¢éo de secregao de interleucinas (Sorimachi et al., Biochem. Mol. Biol. Int.

43, 79-87, 1997, Vogel et al., 2002).

Os peptideos de acordo com a presente invengao sao preferi-
velmente fragmentos da regiao terminal-N da lactoferrina humana ou bovina.
Ainda caracteristicas estruturais que tanto individualmente como em qual-
quer cdmbinagéo podem ser realizadas pelos peptideos de acordo com a
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presente invengao sdo mostradas no que se segue.

Preferivelmente, tal fragmento e assim um peptideo de acordo
com a presente invengdo contém pelo menos quatro residuos de aminoéci-
dos catidénicos. Mais preferivelmente, estes fragmentos sao catidnicos, isto &,
tém uma carga positiva total em valores de pH fisiologico.

Os peptideos de acordo com a presente invengao podem com-
partilhar uma combinagdo de estruturas secundarias tal como uma hélice-
alfa e uma folha-beta. Em particular tal hélice e tal folha formam porgdes in-
dividuais dos peptideos. Mais preferivelmente, os peptideos compreendem
uma estrutura de hélice-volta-folha. O comprimento de tais porgdes tipica-
mente varia de 12-20 aminoéacidos e 8 a 12 aminoacidos em comprimento
para as porgées com conformacgdo de hélice-alfa e folha-beta, respectiva-
mente. |

Ainda uma caracteristica inerente para modalidades preferidas
dos peptideos de acordo com a presente invengdo é a presencga de pelo
menos dois residuos Cys. Tais residuos Cys sdo separados uns dos outros
por um numero de aminoacidos intermitentes. Preferivelmente o nimero de
tais aminoacidos intermitentes varia de 8 a 20 aminoacidos, mais preferivel-
mente 14 a 18 e é mais preferivelmente 16. Ainda em uma modalidade os
dois residuos Cys estao localizados na extremidade terminal-N e na extre-
midade terminal-C do peptideo de acordo com a presente invencdo. Esta
dentro da presente invengdo que os respectivos residuos Cys, tanto indivi-
dualmente como em combinagao, estejam localizados nas ou perto das ex-
tremidades do peptideo, isto €, da extremidade terminal-N e terminal-C do
peptideo. Alternativamente, uma ou ambas de tais extremidades Cys néao
formam a respectiva extremidade do peptideo, mas o peptideo compreende
ainda aminoacidos a montante do respectivo residuo Cys em caso da extre-
midade terminal-N, ou a jusante do respectivo residuo Cys em caso da ex-
tremidade terminal-C. Ainda em uma modalidade mais preferida os dois re-
siduos Cys formam uma ligagdo dissulfeto intramolecular, pelo qué tal liga-
cao dissulfeto exite preferivelmente sob condigbes existindo quando aplican-
do ou usando os peptideos de acordo com a presente invengao como CPPs.
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E conhecido por aqueles versados na técnica como gerar tal ligagédo dissul-
feto com ou durante sintese do respectivo peptideo. Em uma modalidade
alternativa, os dois residuos Cys formam uma ligagao dissulfeto intermolecu-
lar.

Ainda em uma modalidade, a ligagdo dissulfeto, se alguma, é

substituida com uma porgcdo que estruturalmente e funcionalmente substitui

‘a ligacdo dissulfeto, entretanto, ndo é sujeita a clivagem redutora. Tal porgao

é exemplificada por, mas ndo limitada -a, um grupo meileno (JACS, 1985,
107, 2986-2987, Bioorg. Med. Chem. Letter 1999, 9, 1767-1772, J. Med.
Chem., 2002, 45, 1767-1777), uma ponte tioéter (Yu et al., Tetrahedron Lett.

1998, 39, 6633-6636), uma ponte carbonila (Pawlak et al., J. Pept. Sci. 2001,

7, 128-140), e uma cadeia alifatica maior (Tetrahedron Lett 2001, 42, 5804-
5804), pelo que cada uma de ditas porgdes substitui a ligagao diséulfeto.
Dependendo do especifico protocolo e por¢do usados para conexao de dois
residuos aminodacidos, a substituicdo de residuos cisteina por outros blocos
de construgéo, por exemplo, homoserina, pode ser requerida (Yu et al., Te-
trahedroh Lett. 1998, 39, 6633-6636) como sera conhecido por aqueles ver-
sados na técnica. Preferivelmente o comprimento da cadeia alifatica mais
longa é de cerca de 2 a cerca de 10 atomos de C, pelo que esta faixa com-
preende qualquer comprimento inteiro no meio.

O comprimento dos peptideos de acordo com a presente inven-
cao preferivelmente varia de cerca de 8 residuos de aminoacidos a cerca de
60 residuos de aminoacidos. Mais preferivelmente, o comprimento varia de
15 a 45 residuos de aminoéacidos, mais preferivel de 18 a 22 residuos de
aminoacidos. Se‘ré, entretanto, conhecido por aqueles versados na técnica
que o comprimento dos peptideos ndo é necessariamente limitado aos
mesmos e seus derivados podem ser criados por aqueles versados na técni-
ca usando a orientagdo técnica aqui provida. Qualquer modificagao de tal
modo esta dentro do escopo da presente invengao que ainda prové pepti-
deos que atuam ou podem atuar como CPPs.

Ainda em uma modalidade preferida os peptideos de acordo

com a presente invengéo sdo fragmentos da lactoferrina humana ou bovina.
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Preferivelmente, a lactoferrina humana tem o aminoacido de acordo com
SEQ ID NO: 1, e a lactoferrina bovina a seqtiéncia de aminoacidos de acor-
do com SEQ ID NO: 2. Mais preferivelmente, os peptideos de acordo com a
presente invengao correspondem em sua sequéncia de aminoacidos a uma
sequUéncia de aminoacidos compreendida ou definida por posigcbes de ami-
noéacidos 20 a 64 da sequéncia de acordo com SEQ ID NO: 1 ou da sequén-
cia de acordo com SEQ ID NO: 2. Entretanto, também esta dentro da pre-
sente invencdo que somente parte dos peptideos de acordo com a presente
invengao esteja Ioc_:alizada dentro da faixa definida acima da sequéncia de
aminoacidos de lactoferrina humana ou bovina.

Em uma modalidade mais preferida, os peptideos de acordo_

com a presente invengao sao derivados da lactoferrina humana ou bovina

‘como especificado nos_paragrafos anteriores e compartilham uma ou vérias,

preferivelmente ainda todas caracteristicas estruturais aqui descritas.

Ainda em modalidades os peptideos de acordo com a presente
invengdo sao derivados de qualquer um dos peptideos de acordo com a pre-
sente invencao aqui descritos e em particular como mostrados nos paragra-
fos anteriores. Sera conhecido por aqueles versados na técnica que a se-
quéncia de aminoacidos dos ditos peptideos pode ser alterada sem que os
ditos peptideos percam a caracteristica de serem funcionais como CPP. Tais
alteracdes preferiveis sdo feitas para a seqiiéncia de aminoacidos. Mais pre-
ferivelmente tal mudanga compreende a substituicao de um aminoacido de
uma categoria distinta por um outro aminoacido da mesma categoria. Tais
Categorias sao preferivelmente aminoacidos neutros, aminoacidos hidrofobi-
cos (em patrticular incluindo aminodacidos alifaticos), aminoacidos catiénicos,
aminoacidos anidnicos, aminoéacidos contendo tiol, aminoacidos aromaticos
e aminoacidos heterociclicos. Aminoacidos hidrofébicos (incluindo aminoaci-
dos alifaticos) sdo preferidos selecionados do grupo consistindo em glicina,
alanina, valina, leucina e isoleucina, aminoacidos aromaticos sao preferidos
selecionados do grupo consistindo em fenil alanina, tirosina e tript()fano, a-
minoacidos idnicos sdo preferidos selecionados do grupo de aminoacidos
catidonicos como lisina, arginina, histidina, e aminoédidos anidbnicos como
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aspartato e glutamato, aminoéacidos neutros sao preferidos selecionados do
grupo de serina, treonina, asparaginas, glutamina e metionina, aminoacidos
contendo tiol sdo preferidos cisteina e metionina e aminoacidos heterocicli-
cos sao preferidos prolina e histidina. Especialmente o residuo metionina em
posicédo 46 pode ser trocado por um residuo alifatico tal como, por exemplo,

mas nao limitado a, valina, norvalina, leucina ou norvalina. Como peptideos
‘podem ser obtidos através de protocolos de sintese organica, substituigdes

de aminoacidos ndo sdo limitadas aquelas de aminoacidos proteinogénicos.
Qualquer bloco de construgdo incluindo, mas nao limitado a, aminoacidos

nao-proteinogénicos e beta aminoacidos, que podem ser incorporados atra-

‘vés de apropriados procedimentos quimicos podem ser incluidos no pepti-

deo.

Peptideos particularmente preferidos de acordo com a présente
invencdo sdo aqueles tendo uma sequiéncia de aminoacidos de acordo com
SEQ ID NO: 3 e de acordo com SEQ ID NO: 4, e seus respectivos deriva-
dos.

Esta dentro da presente invencdo que se um peptideo de acordo
com a presente invencdo é a lactoferrina humana ou bovina, tal peptideo,
em uma modélidade preferida, também compreende fragmentos da proteina
lactoferrina humana ou bovina de inteiro comprimento. Tais fragmentos sao

‘preferivelmente fragmentos funcionalmente ativos. Como aqui usado um

fragmento funcionalmente ativo da lactoferrina humana ou bovina é ou com-
preende uma parte da sequéncia de aminoacidos de acordo com SEQ ID
NO: 1 ou 2 sob a condigdo de que tal fragmento ainda exibe uma atividade
CPP, preferivelménte uma atividade CPP como aqui definida. Preferivelmen-
te a atividade do dito peptideo como um CPP, ou atividade CPP, pode ser
determinada por conjugagdo do respectivo peptideo a um fluorocromo ou

hapteno que neste caso serve como um grupo reporter e como uma molécu-

la-carga e permite a detecgdo e quantificacdo de tomada celular através de
processos conhecidos por aqueles versados na técnica. Tais processos in-
cluem mas néo sao limitados a (i) citometria de fluxo € microscopia fluores-

cente para fluoréforos servindo como grupo reporter ou (ii) fixagdo e perme-



10

15

20

25

30

14

abilizagdo de células seguidas por incubacdo com um reagnete apropriado
para a deteccao para haptenos servindo como um grupo reporter. Alternati-
vamente, o CPP pode ser marcado radioativamente, por exemplo, através
de incorporacao de aminoacidos marcados radioativamente e a tomada celu-
lar determinada por radiografia. O ultimo processo permite a determinagéao
de tomada e distribuigéo para os peptideos sozinhos, sem qualquer carga. E
entendido que para o grau que o respectivo processo permita, a tomada e
distribuicao também podem ser determinados e quantificados para tecidos e
organismos inteiros. Alternativamente, a tomada pode ser determinada indi-
retamente por meio da atividade biolégica de uma molécula-carga conjugada
ao CPP e com a molécula-carga exercendo sua atividade bioldgica somente
se a molécula penetra a célula e atinge uma particular localizagdo sub-
celular tal como o citoplasma ou nucleo.

Ainda em modalidades os peptideos de acordo com a presente
invencao ainda compreendem uma porgao que € apropriada para detecgao.
Mais especificamente, tal porcdo permite a deteccao do peptideo. A porgao
pode ser qualquer grupo apropriado para tal propdsito. Respectivas porgdes
sao conhecidas por aqueles versados na técnica e compreendem, entretan-
to, ndo sao limitadas a, fluoréforos, tais como, por exemplo, carboxi fluores-
cél’na, ou biotina. Preferivelmente a detecg¢ao ocorre por meio de fluorescén-
cia. Alternativamente, a deteccado também pode ocorrer por meio de radioati-
vidade, por exemplo, apds incorporacdo de '’lodo através de protocolos
conhecidos por aqueles versados na técnica. Detecgdo pode ocorrer no nivel
de uma célula individual, um tecido, um érgao ou um animal. Preferivelmente
o0 animal é um mamifero e mais preferivelmente selecionado do grupo com-
preendendo um cdo, um gato, um carneiro, uma cabra, um rato, um camun-
dongo, uma vaca, um cavalo e um ser humano. )

Ainda em um aspecto da presente invengdo os peptideos de a-
cordo com a presente invengao formam um complexo junto com uma molé-
cula-carga. Tal molécula-carga pode ser qualquer molécula-carga como aqui
definida. O complexo pode ser um complexo covalente ou nao-covalente
compreendendo pelo menos um peptideo de acordo com a presente inven-
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cdo e pelo menos uma molécula-carga. Também esta dentro da presente
invencdo que o complexo compreenda mais de um peptideo de acordo com
a presente invengao, isto é, uma pluralidade de tais peptideos, pelo que a
pluralidade dos peptideos pode compreender uma pluralidade dos mesmos
ou de diferentes peptideos. Também, o complexo de acordo com a presente

invencdo também pode compreender mais de uma molécula-carga, pelo que

“a pluralidade de moléculas-cargas pode compreender uma pluralidade das

mesmas ou diferentes moléculas-cargas.

Em uma modalidade, o complexo entre o peptideo(s) de acordo
com a presente invengdo e a molécula(s) carga é formado por ligagdes cova-
lentes. Tais ligacdes covalentes sao preferiveimente formadas entre apropri-
ado grupo reativo do peptideo e a carga e mais preferivel entre um término
do peptideo de acordo com a presente invengdo e a molécula(s) carga. De-
pendendo da natureza quimica ou as moléculas-cargas, a por¢géo, grupo ou
radical com o qual tal ligagdo covalente é formada varia e esta dentro do co-
nhecimento de uma pessoa da técnica criar uma tal ligagdo. Em uma moda-
lidade, a ligacdo covalente pode ser uma ligagdo amida formada entre o gru-

-po carb6xi do aminoéacido terminal-C de um peptideo de acordo com a pre-

sente invengdo e o grupo amino alfa do aminoacido terminal-N de um pepti-
deo constituindo em uma molécula-carga. Alternativamente, o complexo po-

“de ser formado baseado em ligacdo(des) nao-covalente. Tais ligagdes néo-

covalentes podem ser ligacdes idnicas, ligagdes de hidrogénio ou interagdo
hidrofébica ou uma combinagdo de tais ligagdes. Em uma modalidade tais
ligagdes nao-covalentes podem ser formadas através de um estiramento de
residuos lisina, Iigado por ligagdes covalentes a um peptideo de acordo com
presente invengdo e a cadeia principal fosfato de um oligonucleotideo. Prefe-
rivelmente o estiramento de lisina consiste em cerca de 5 a 15 residuos lisi-
na.

As moléculas-cargas em principio, ndo séo limitadas com rela-
cdo a tamanho, natureza quimica e/ou fungdo. De acordo com 0 mesmo a
molécula-carga pode ser selecionada do grupo compreendendo acidos nu-
cléicos, peptideos, moléculas, lipideos, carboidratos, nano- e microparticulas
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e suas combinagcbes. Em uma modalidade preferida, as moléculas-cargas
estdo dentro de ligacdes fixadas através de aplicagbes em biologia celular
ou aplicacdes terapéuticas.

Em uma modalidade o acido nucléico é qualquer polimero con-
sistindo em pelo menos dois nucleotideos que estdo covalentemente liga-
dos. Em uma modalidade um acido nucléico pode ser uma molécula de DNA
ou uma molécula de RNA ou uma mistura das mesmas. Também esta den-
tro da presente invencdo que o acido nucléico consista em L-nucleotideos,
D-nucleotideos ou misturas. Ainda em uma modalidade, a porgdo base, a
porcdo agucar e/ou a porgao fosfato do nucleotideo individual pode ser indi-
vidualmente e independentemente modificada para cada e qualquer um dos
nucleotideos formando o acido nucléico ou o respectivo analogo. Porgdes
acucar modificadas particularmente preferidas sdo aquelas tendo um grupo
metila, metdxi, etila ou etdéxi no atomo 2' da porgéao agucar. Porgoes fosfato
modificadas particularmente preferidas sé@o fosfotioatos. Em uma outra mo-
dalidade preferida, acidos nucléicos peptideos sdo empregados.

Em uma outra modalidade preferida a molécula-carga é um ami-
noéacido originando do grupo de L- ou D-aminoacidos. O aminoéacido pode
ser qualquer aminodacido, se ocorrendo naturalmente ou ndo-natural.

| Em uma outra modalidade preferida a molécula-carga é um pep-
tideo, consistindo em pelo menos dois aminoacidos que séo ligados covalen-
temente, preferivelmente através de uma ligacdo peptidica. Em uma modali-

dade o peptideo consiste em L-aminoéacidos, D-aminoacidos ou uma mistura

dos mesmos. Os aminoacidos podem ser quaisquer aminoacidos, se ocor-

rendo naturalmente ou ndo-natural. Em uma modalidade preferida o termo
peptideo assim também compreende peptideos e proteinas como generica-
mente entendidos na técnica. Os peptideos ou proteinas podem ser purifica-
dos a partir de fontes naturais, obtidos através de sintese orgénica ou obti-
dos através de conjugagao de aminoacidos sintéticos ou peptideos a pepti-
deos ou proteinas obtidos de fontes naturais através de protocolos familiares
para aqueles versados na técnica e exemplificados mas néo limitados a liga-
cao quimica nativa. Preferivelmente, peptideos terao um comprimento de 2 a
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40 aminoécidos, mais preferivelmente de 2 a 20 aminoacidos e mais preferi-
velmente de 4 a 15 aminoacidos. Como aqui usado, o termo proteina prefe-
rivelmente refere-se a um polipeptideo contendo uma estrutura secundaria e
mais preferivelmente estrutura terciaria. |

Em uma outra modalidade preferida, a molécula-carga € uma

molécula pequena, pelo que uma molécula pequena é preferivelmente uma

‘molécula tendo um peso molecular de 1000 D ou menos e mais preferivel-

mente representando um farmaco ou um candidato a farmaco. Uma classe
particularmente preferida de moléculas pequenas sdo moléculas pequenas
heterociclicas.

Em uma outra modalidade preferida a molécula-carga é um lipi-
deo ou uma subestrutura de um lipideo tal como uma sua porgao. Preferi-
velmente, a molécula desta classe exercera uma particular fungdo uma vez
atuando sobre a célula tanto dentro como na membrana de plasma. Um e-
xemplo para o anterior é diacil glicerol. Este exemplo ilustra que um lipideo
exercendo tal particular fungao é preferivelmente selecionado do grupo com-
preendendo mensageiros intracelulares. Um exemplo para o ultimo e assim
representando uma possivel molécula-carga € um lipopeptideo, preferivel-
mente um Iipopeptl’ded com uma porgao S'-[2,3-bis(palmitoiléxi)-(ZRS)-
propil]-N-palmitoil-(R)-cisteinil-(S)-seril-tetra-(S)-lisina e mais preferivelmente

‘um peptideo com uma S-[2,3-bis(palmitoiloxi)-(2RS)-propil]-N-palmitoil-(R)-

cisteinil-(S)-seril-tetra-(S)-lisina atuando como um agonista ou antagonista
de um receptor semelhante a Toll.

Em uma outra modalidade preferida a molécula-carga € um car-
boidrato. | |

Em uma outra modalidade preferida a carga é um agente de
contraste usado para formagdo de imagem de ressonancia magnética. Tais
agentes de contraste sédo, por exemplo, mas ndo limitados a gadolinio (lil)-
DTPA (acido dietileno triamina penta acético) ou gadolinio(lll)-DOTA (&cido
1,4,7,10-tetra aza ciclo dodecano-1,4,7,10-tetraacético).

Em uma outra modalidade preferida, a molécula-carga € uma

particula. Uma particula pode ser uma particula de polimero, consistindo, por



10

15

20

25

30

18

exemplo, em poliestireno reticulado, N-(2-hidréxi propil) metacrilamida reticu-
lada, dextrano reticulado, uma lipossoma, ou uma micela. Preferivelmente, a
particula serve como um veiculo ou recipiente para uma molécula funcional.
A molécula funcional pode ser qualquer molécula exercendo uma fungéo
dentro de células, por exemplo, quimioterapéuticos e oligonucleotideos e
preferivelmente aqueles que também podem servir como moléculas-cargas
para os peptideos de acordo com a presente invengao. Em geral acoplamen-
to da molécula funcional a particula, respectivamente carga das moléculas
funcionais na particula, é pretendido aperfeicoar as propriedades farmaco-
cinéticas da molécula funcional, por exemplo, através de prolongamento de
sua circulag@o no organismo enquanto acoplarhento do peptideo(s) de acor-
do com a presente invengdo media a liberagdo destas moléculas funcionais
em células. Em adicao ao peptideo(s) de aCo‘rdo com a presente invengao,
as particulas ainda podem ser modificadas por uma por¢ao ou uma molécula
que media um alvejamento das particulas para especificas células. Um e-
xemplo para tal alvejamento sdo anticorpos direcionados contra proteinas
enriquecidas sobre a superficie de células de cancer. Em uma modalidade a
particula pode ter um nucleo ferro-magnético. Tais particulas podem ser u-
sadas em aplicagdes tais como hipertermia de fluido magnético (Jordan et
al., Int J Hyperthermia, 12, 705-722, 1996).

Em uma outra modalidade preferida a molécula cargo é um pon-
to quantum. Acoplamento do peptideo(s) de acordo com a presente inven-
cdao ao ponto quantum pode ser obtido através de acoplamento covalente,
por exemplo, através de fbrmagéo de ligacdo amida entre funcionalidades
apropriadas sobre o peptideo e o ponto quantum ou através de interagdes
nao-covalentes, por exemplo, entre uma porgao biotina e uma molécula de
estreptavidina acoplada ao ponto quantum. Em um exemplo um peptideo de
penetracdo de célula foi ligado covalentemente a um ponto quantum através
de elongagdo do peptideo de penetragao de célula com um residuo cisteina
e acoplamento a pontos quantum funcionalizados com amino usando um
ligador hetero bifuncional (S. Santra et al., ChemComm, 2005, 3144-3146).

Ainda em uma modalidade, as moléculas-cargas podem ser de-
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finidas em termos funcionais.

Em uma modalidade particular a molécula-carga € uma molécula
de siRNA.

Moléculas de siRNA sdao RNAs interferentes pequenos direcio-

nados a um &acido nucléico-alvo, preferivelmente RNAm, codificando a molé-

- cula-alvo. siRNA € um RNA de fita dupla tendo tipicamente um comprimento

‘de cerca de 21 a cerca de 23 nucleotideos. A seqiiéncia de uma das duas

fitas de RNA corresponde a sequéncia- do acido nucléico-alvo a ser degra-
dado. Em outras palavras, conhecendo a sequiéncia de acidos nucléicos da
molécula-alvo, preferivelmente a seqiiéncia de RNAm, um RNA de fita dupla
pode ser desenhado com uma das duas fitas sendo complementar ao dito
RNAm da molécula-alvo e, com aplicagdo do dito siRNA a um sistema con-
tendo o gene, DNA gendémico, hnRNA ou RNAm codificando a molécula-
alvo, o respectivo correspondente acido nucléico-alvo sera degradado e as-
sim o nivel da respectiva proteina sera reduzido. Os principios basicos de
desenho, cbnstrugéo e uso do dito siRNA como medicamento e agente di-
agnéstiéo, respectivamente, sdo, entre outros, descritos em pedidos de pa-
tente internacionais WO 00/44895 e WO 01/75164.

Em uma modalidade particular a molécula-carga € uma ribozima.

Ribozimas sao acidos nucléicos cataliticamente ativos que con-

“sistem preferivelmente em RNA que basicamente compreende duas por-

¢bes. A primeira porgdo mostra uma atividade catalitica enquanto a segunda
porgao é respbnsével pela especifica interagdo com o &cido nucléico-alvo.
Com interagéo entre o acido nucléico-alvo e a segunda porcao da ribozima,
tipicamente através de hibridizagdo e emparelhamento de bases de Watson-
Crisck de estiramentos essencialmente compleméntares. de bases sobre as
duas fitas hibridizando, a porgédo cataliticamente ativa pode tornar-se ativa o

que significa que ela catalisa, tanto intramolecularmente como intermolecu-

larmente, o acido nucléico-alvo no caso de a atividade catalitica da ribozima
ser uma atividade fosfodiesterase. Subsequentemente, ali ainda pode haver
uma degradacédo do &cido nucléico-alvo que no final resulta na degradagao
do acido nucléico-alvo assim como a proteina derivada do dito acido nucléi-
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co-alvo devido a uma falta de proteina recentemente sintetizada correspon-
dendo ao acido nucléico-alvo e uma quantidade metabolizada de respectiva
proteina existindo anteriormente. Ribozimas, seu uso e principios de dese-
nho sdao conhecidas por aqueles versados na técnica, e, por exemplo, des-
critas em Doherty and Doudna (Ribozym structures and mechanism. Annu
ref. Biophys. Biomolstruct. 2001; 30:457-75) e LeWin_ and Hauswirth (Ri-
bozyme Gene Therapy: Applications for molecular medicine. 2001 7:221-8).

Em uma modalidade particular a molécula cargo é uma molécula
anti-sentido. | '

O uso de oligonucleotideos anti-sentido para a fabricagao de um
medicamento e como um agente diagnéstico, respectivarhente, é baseado
em um similar modo de ag¢do como o das moléculas de siRNA e ribozir'nas;
Basicamente, oligonucleotideos anti-sentido hibridizam baseado em com-
plementaridade de base, com um RNA-alvo, preferivelmente com um RNAm,
pelo que ativa RNase H. RNase H é ativada por ambos, DNA acoplado a
fosforotioato e fosfodiéster. DNA acoplado a fosfodiéster, éntretanto, é rapi-
damente degradado por nucleases celulares com a excecdo de DNA aco-
plado com fésforotioato. Estes derivados de DNA ocorrendo - ndo-
naturalmente, resistentes, nédo inibem RNase H com hibridizagdo com RNA.
Em outras palavras, polinucleotideos anti-sentido sdo somente efetivos co-
mo complexos hibridos RNA DNA. Exemplos deste tipo de oligonucleotideos
anti-sentido sao descritos, entre outros, em patente US 5 849 902 e US 5
989 912. Em outras palavras, baseado na sequiéncia de acidos nucléicos da
respectiva molécula-alvo, tanto a partir da proteina alvo da qual a respectiva
sequéncia de acidos nucléicos pode em principio ser deduzida, ou através
de conhecimento de sequUéncia de aminoacidos como tal, particularmente
RNAm, apropriados oligonucleotideos anti-sentido podem ser desenhados
baseado no principio de complementaridade de base. '

Particularmente preferidos sao oligonucleotideos anti-sentido
que tém um estiramento curto de fésforotioato DNA (3 a 9 bases). Um mini-
mo de 3 bases DNA é requerido para ativagdo de RNase H bacteriana e um
minimo de 5 bases é requerido para ativacao de RNase H mamifera. Nestes
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oligonucleotideos quiméricos ha uma regido central que forma um substrato
para RNase H que é flanqueado através de hibridizagdo de "bragos" com-
preendidos por nucleotideos modificados que ndo formam substratos para
RNase H. Os bracos hibridizantes dos oligonucleotideos quiméricos podem
ser modificados tal como através de 2'-O-metila ou 2'-fldor. Abordagens al-

- ternativas usaram ligagbes metil fosfonato ou fésforoamidato nos ditos bra-
“cos. Ainda modalidades do oligonucleotideo anti-sentido util na pratica da

presente invencdo sdo P-metdxi oligonucleotideos, P-metdxi oligodesoxi ri-
bonucleotideos parciais ou P-metoéxi oligonucleotideos.

Em uma particular modalidade a molécula-carga & um.aptamero
ou um "spiegelmero”. _

Aptameros sdo D-acidos nucléicos que séo de fita simples ou fita
dupla e que interagem especificamente com uma molécula-alvo. A fabrica-
cdo ou selecdo de aptameros é, por exemplo, descrita na patente Européia
EP 0 533 838. Basicamente as seguintes etapas sao realizadas. Primeiro,
uma mistura de acidos nucléicos, isto é, potenciais aptameros, é provida pe-
lo que cada &cido nucléico tipicamente compreende um segmento de varios,
preferivelmente pelo menos oito subsequentes nucleotideos randomizados.
Esta mistura é subsequientemente contatada com a molécula-alvo pelo que o

acido(s) nucléico(s) se liga a molécula-alvo, tal como baseado em uma au-

"mentada afinidade na dire¢do de alvo ou com uma maior forga para 0 mes-

mo, comparado a mistura candidata. O acido(s) nucléico ligante é/sdo sub-
seqﬂent'emente separado do restante da mistura. Opcionalmente, o écido(s)
nucléico assim obtido é amplificado usando, por exemplo, reagdo de cadeia
polimerase. Estas etapas podem ser repetidas varias vezes rendendo no
final uma mistura tendo uma aumentada razao de acidos nucléicos especifi-

camente ligando ao alvo a partir da qual o acido nucléico ligante final é entao

opcionalmente selecionado. Este acido(s) nucléico ligando especificamente

é referido como aptamero. E ébvio que em qualquer estagio do processo
para a geragao ou identificacdo dos aptameros amostras da mistura de &ci-
dos nucléicos individuais podem ser tomadas para determinar a sua sequén-
cia usando técnicas-padrdo. Esta dentro da presente invengdo que os apta-



10

15

20

25

30

22

meros possam ser estabilizados tal como, por exemplo, através de introdu-
cao de definidos grupos quimicos que sdo conhecidos por aqueles versados
na técnica de geragéo de aptameros. Tal modificagdo pode por exemplo re-
sidir na introdugdo de um grupo amino na posigdo-2' da por¢cao agucar dos
nucleotideos. Aptdmeros sdo correntemente usados como agentes terapéu-
ticos. Entretanto, também esta dentro da presente invengao que os aptame-
ros assim selecionados ou gerados possam ser usados para validagao de
alvo. '

A geracgao ou fabricagao de "spiegelmeros” que podem ser usa-

dos ou gerados de acordo com a presente invengdo direcionados contra

uma molécula-alvo, € baseada em um principio similar. A fabricagéo de "spi-
egelmeros” é descrita no pedido de patente internacional WO 98/08856.
"spiegelmeros" sdo L-acidos nucléicos, o que significa que eles sao compos-
tos por L-nucleotideos antes que aptédmeros que sado compostos por D-
nuicleotideos como sdo aptameros. "spiegelmeros" sao caracterizados pelo
fato de que eles tém uma estabilidade muito alta em sistema biolégico e,
comparaveis a aptameros, interagem especificamente com a molécula-alvo
contra a qual eles sdo direcionados. No propésito de geragdo de "spiegelme-
ros", uma populagdo heterédloga de D-acidos nucléicos é criada e esta popu-
lacdo é contatada com o antipoda 6tico da molécula-alvo, isto &€, com o e--

vnantiémero-D do enantidmero-L ocorrendo naturalmente da molécula-aivo.,

Subsequentemente, aqueles acidos D-nucléicos sdo separados os quais nao

interagem com o antipoda 6tico da molécula-alvo. Entretanto, aqueles acidos

D-nucléicos interagindo com o antipoda 6tico da molécula-alvo séo separa-

dos, opcionalmente determinados e/ou sequenciados e subséqijehtemente
os correspondentes acidos L-nucléicos sao sintetizados baseados na infor-
macdo de acido nucléico obtida dos acidos D-nucléicos. Estes acidos. L-
nucléicos que sao idénticos em termos de seqiéncia com os acidos D-
nucléicos mencionados anteriormente interagindo com o antipoda 6tico da
molécula-alvo, especificamente interagirdo com a molécula-alvo ocorrendo
naturalmente antes que com o seu antipoda ético. Similar ao processo para
a geracao de aptameros também é possivel repetir as véarias etapas varias
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vezes e assim enriquecer aqueles acidos nucléicos especificamente intera-
gindo com o antipoda ético da molécula-alvo. |

Em uma modalidade particular a molécula-carga é um oligo de-
soxinucleotideo de fita dupla atuando como uma molécula-engodo através

de ligacdo especifica a fatores de transcrigdo dentro da célula. Estas molé-

culas-engodo sdo ditas serem tomadas eficientemente por células sem a

necessidade de especificos veiculos. E esperado que a eficiéncia e libera-

¢ao citoplasmica ainda possam ser aperfeigoadas através de conjugacao a
um CPP de acordo com a presente inven¢ao.
Em uma particular modalidade a molécula-carga € um anticorpo.
A fabricagao de um anticofpo é conhecida por aqueles versados
na técnica e, por exemplo, descrita em Harlow, E., e Lane, D., "Antibodies: A
Laboratory Manual", Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbbr, NY

(1988). Preferivelmente, anticorpos monoclonais podem ser usados em co-

nexdo com a presente invengdo os quais podem ser fabricados de acordo
com o protocolo de Kéhler e Milstein e ainda desenvolvimentos baseados no
mesmo. Anticorpos como aqui usados, incluem, mas ndo s&o limitados a,
anticorpos completos, fragmentos de anticorpos ou derivados tais como
fragmentos Fab, fragmentos Fc, e anticorpos de fita simples, tanto quanto

eles sejam apropriados e capazes de ligagéo a proteina cinase N beta. A

‘parte de anticorpos monoclonais também anticorpos policlonais podem ser

usados e/ou gerados. A geracao de anticorpos policlonais também é conhe-
cida por aqueles versados na técnica e, por exemplo, descrita em Harlow,
E., and Lane, D., "Antibodies: A Laboratory Manual", Cold Spring Harbor La-
boratory, Cold Spring Harbor, NY, (1988). Preferivelmente, os énticorpos '
usados para propdsitos terapéuticos sdo anticorpos humanizados ou huma-
nos como definidos acima. '

_ Os anticorpos que podem ser usados de acordo com a presente
invencdo podem ter um ou varios marcadores ou etiquetas. Tais marcadores
ou etiquetas podem ser Uteis para detecgdo de anticorpo tanto em sua apli-
cacdo diagndstica como sua aplicagdo terapéutica. Preferivelmente os mar-
cadores e etiquetas sdo selecionados do grupo compreendendo avidina, s-
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treptavidina, biotina, ouro e fluoresceina e usados, por exemplo, em proces-
sos ELISA. Estes e outros marcadores assim como processos Sao , por e-
xemplo, descritos em Harlow, E., e Lane, D., "Antibodies: A Laboratory Ma-
nual", Cold Spring harbor Laboratory, Cold spring Harbor, NY (1988). .

Também esta dentro da presente invengdo que o marcador ou
etiqueta exiba uma adicional funcao a parte de detecgéo, tal como interagéo
com outras moléculas. Tal interagdo pode ser, por exemplo, interagao espe-
cifica com outros compostos. Estes outros compostos tanto podem ser aque-
les inerentes para o sistema onde o anticorpo é usado tal como o corpo hu-
mano ou animal ou a amostra que é analisada através de uso de respectivo
anticorpo. Apropriados marcadores podem ser, por exempl_(), biotina ou fluo-
resceina com os seus ligantes de interacdo especifica como avidina e strep-
tavidina e semelhantes estando presentes sobre o0 respectivo composto ou
estrutura para interagir com o anticorpo assim marcado ou etiquetado.

Em uma modalidade particular a molécula-carga é um peptideo
ligante especifico alvo.

Tais peptideos podem ser gerados através de uso de prdcessos
de acordo com o estado da técnica tal como mostra de fago. Basicamente,
uma biblioteca de peptideo é gerada, tal como em forma de fagos, e este
tipo de bibliotecas é contatado com a respectiva molécula-alvo. Aqueles pep-
tideos ligando-se a molécula-alvo sdao subsequentemente removidos, prefe-
rivelmente como um complexo com a molécula-alvo, a partir da respectiva
reagéo. E conhecido por aqueles versados na técnica que as caracteristicas
iigantes, pelo menos em uma certa extensdo, dependem da montagem ex-
perimental particularmente realizada tal como a concentragéo de sal e seme-
Ihantes. Apds separagdo daqueles peptideos se ligando a molécula-alvo
com uma maior afinidade ou uma maior forga, a partir de membros néo-
ligantes da biblioteca, e opcionalmente também apos remogéo da molécula-
alvo do complexo de molécula-alvo e peptideo, o respectivo peptideo(s) po-
de ser subsequentemente caracterizado. Antes da caracterizagao dpcional-
mente uma etapa de amplificagao é realizada tal como, por exemplo, através
de propagagao de fagos codificando peptideo. A caracterizagédo preferivel-
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mente compreende o sequlenciamento dos peptideos de ligacédo alvos. Basi-
camente, os peptideos nao sao limitados em seus comprimentos, entretanto,
preferivelmente peptideos tendo comprimentos de cerca de 8 a 20 aminoa-
cidos sao preferivelmente obtidos nos respectivos processos. O tamanho

das bibliotecas pode ser de cerca de 10? a 10'®, preferivelmente 10% a 10'°

peptideos diferentes, entretanto, nao é limitado aos mesmos.

Uma particular forma de alvejar peptideos ligantes sdo os assim-

chamados "anticalines" que sao, entre outros, descritos em pedido de paten-

te DE 197 42 706. _

Ainda em um aspecto a invengdo é relacionada a.um acido nu-
cléico codificando um peptideo de acordo com a presente invengdo. Um tal
acido nucléico pode ser facilmente derivado pbr aqueles versados na técnica
baseado na sequéncia de aminoacidos do peptideo e o cédigo genétiéo. Se-
ra conhecido que dependendo do organismo hospedeiro a particular se-
quéncia pode ser adaptada a utilizacdo de cédon do respectivo organismo

~ hospedeiro. A seqiiéncia de acidos nucléicos para os peptideos mais prefe-

ridos de acordo com a presente invengédo pode ser tomada de SEQ ID NOs:

Ainda em um aspecto a ihvengéo é relacionada a um acido nu-
cléico codificando um peptideo, pelo que o dito peptideo consiste em um

‘peptideo de acordo com a presente invengédo e ainda um peptideo ou protei-

na, e pelo que a dita'protel’na é geralrhente referida como peptideos / protei-
nas de fusdo. De acordo com protocolos conhecidos por aqueles versados
na técnica este acido nucléico pode tanto servir para expresséao e purificagéo
de proteinas recbmbinantes, que como uma parte compreende o péptl’deo(s) ‘
de acordo com a presente invengdao, como pode ser usado em combinagao
com apropriados veiculos em estratégias terapéuticas geralmente referidas
como terapia de gene. Em uma modalidade preferida o acido nucléico codifi-
cando ainda o peptideo fundido ao acido nucléico codificando o peptideo de
acordo com a presente invengdo, codifica um peptideo servindo como um
peptideo para vacinacdo. Em uma outra modalidade preferida o acido nu-

cléico codifica um peptideo, pelo que o peptideo preferivelmente atua como
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um inibidor competitivo de interagdes moleculares dentro da célula. Em uma
outra modalidade preferida o acido nucléico codifica um peptideo, pelo que o
peptideo preferivelmente atua como um substrato para uma reagdo enzima-
tica dentro da célula. Em uma outra modalidade preferida o &cido nucléico
codifica um dominio de uma proteina, pelo que o dominio preferivelmente
atua como um inibidor competitivo de interagdes moleculares dentro da célu-
la. Em uma outra modalidade preferida o acido nucléico codifica uma enzi-
ma, pelo que a enzima é preferivelmente do grupo de hidrolases.

Ainda em um aspecto a invengao é relacionada a uma proteina
de fusdo como aqui definida e mais particularmente a uma proteina de fusao
codificada por um &cido nucléico codificando uma proteina de fusdo de a-
cordo com a presente invengao.

Ainda em um aspecto a presente inveng¢ao € relacionada a uma
composicao compreendendo tanto um complexo de acordo com a presente
invencdo, uma composi¢do compreendendo um peptideo de acordo com a
presente invengdo, uma composicdo compreendendo um acido nucléico co-
dificando um peptideo de acordo com a presente invengdo e uma molécula-
carga, uma composi¢cao 'compreendendo uma proteina de fusdao de acordo
com a presente invengdao, uma composi¢ao compreendendo um acido nu-
cléico codificando tal proteina de fusao e uma composicao compreendendo
lactoferrina humana e uma molécula-carga. Esta dentro dos conhecimentos
daquele versado na técnica que tais composi¢goes de acordo com a presente
invencao podem compreender um ou varios dos peptideos de acordo com
presente invengdo, um ou varios dos acidos nucléicos da presente invengao,
e/ou um ou varios das moléculas-cargas. Em conexao com a mesma é pre-
ferido que o termo "varias" significa varias diferentes espécies dos respecti-
vos compostos ou moléculas. Sera conhecido por aqueles versados na téc-
nica que a composicdo tipicamente compreende uma multiplicidade das es-
pécies individuais do peptideo da presente invengéo, do acido nucléico codi-
ficando tal peptideo e/ou da molécula-carga. Em conexdo com a mesma é
para ser entendido que qualquer uma das moléculas-cargas aqui descritas

pode ser usada.
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- Ainda em um aspecto a presente invencgao é relacionada ao uso
de qualquer uma das composi¢cdes ou seus constituintes aqui descritos co-
mo agente de transfecg¢do, como um medicamento, como um agente diag-
nostico. No caso de a composi¢éao ser usada como um medicamento ou co-

mo uma composic¢do farmacéutica, preferivelmente a molécula-carga € um

agente farmaceuticamente ativo. Tais agentes farmaceuticamente ativos po-

‘dem ser um quimioterapéuticos tal como, por exemplo, daunorubicina ou

peptideos interferindo com interagdes moleculares dentro da célula, ou qual-
quer uma das moléculas aqui descritas como moléculas-carga, pelo que pre-
ferivelmente as ditas moléculas-cargas sdo farmaceuticamente ativas ou
pré-formas de tais moléculas farmaceuticamente ativas. No caso da compo-
sicdo ser usada como um agente diagnostico, preferivelmente a molécula-
carga é um marcador diagndstico. Tal marcador diagndstico pode éer um
substrato fluorogénico para detéctar a atividade de uma protease patologi-
camente relevante, por exemplo, uma caspase envolvida na iniciagdo e exe-
cucao de apoptose, dentro da célula.

Esta dentro da presente invengao que os peptideos de acordo

"com a presente invengdo sejam preferivelmente liberados para um especifi-

co tipo de células ou tecido ou érgéo compreendendo tal especl’fico tipo de
células. Em uma modalidade preferida tal liberacdo especifica é mediada

“através de uma porgdo-alvo ou molécula alvejando que séo, em sua totali-

dade, também aqui referidas como a entidade-alvo.

Em uma modalidade mais preferida, tal porgao-aivo é tanto parte
do peptideo de acordo com a presente invengdo como parte da molécula-
carga. Alternativamente ou adicionalmente, tal por¢éo-alvo é parté do com-
plexo ou composigdao de acordo com a presente invengao.

A entidade-alvo é preferivelmente selecionada do grupo com-

preendendo peptideos, proteinas, incluindo anticorpos, fragmentos de anti-

corpos, anticorpos de cadeia simples, aptdmeros, "spiegelmeros” e recepto-
res de superficie de célula de ligagdo de ligantes. Sera conhecido por aque-
les versados na técnica que em principio uma porg¢éo ligante ou molécula de
qualquer combinacao de ligantes de interacao pode ser usada que propor-
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cione direcionamento a um alvo, como uma entidade-alvo. Isto inclui o uso
de ligantes para receptores que sédo expressos e mais particularmente su-
perexpressos sobre um tipo distinto de célula ou ligantes ou moléculas que
sd0 expressas e mais particularmente superexpressas sobre um tipo-de cé-
lula distinto. No ultimo caso um seu ligante de interacdo particularmente pro-
eminente que atua como uma entidade-alvo é selecionado do grupo com-
preendendo anticorpos, aptameros, "spiegelmeros", peptideos de ligagao
altamente especifica e anticalina. Este tipo de ligantes de interagdo e sua
especificidade para um particular tipo de célula é conhecido por aqueles ver-
sados na técnica. Entre outros, a proteina ErbB2 é especifica para células
de cancer de mama. Da mesma maneira, um anticorpo direcionado contra a
mesma € uma e‘ntidade-alvo apropriada.

Em uma modalidade preferida, a por¢do de alvejamento € inclui-
da em ou sobre as particulas aqui descritas que podem ser usadas como
moléculas-cargas. Devido ao tamanho de tais particulas, o uso de uma enti-
dade-alvo mais volumosa tal como um anticorpo é preferivel em conexao
com tal modalidade.

| Em uma outra modalidade preferida, o CPP, isto € um peptideo
de acordo com a presente invengao, é acoplado a uma por¢gao que mascara
intramolecularmente o CPP e previne o CPP de atuagdo como um CPP.
Uma ligagdo enzimaticamente clivavel é incorporada entre o CPP e a porgéo
de mascaramento. Uma tal abordagem de mascaramento intramolecular foi
descrita para o alvejamento de um fluoréforo conjugado a nona arginina
CPP. O CPP nonaarginina foi ligado a um estiramento de acido hexa gluta-
mico via um ligador peptideo correspondendo ao sitio de clivagem para me-
taloproteinases matrizes 2 e 9. Estas proteases sdo secretadas por células
de tumor em altas concentragées. Secregdo de proteases cliva seletivamen-
te a construgdo de mascara de CPPna vizinhanga de células de tumor, pelo
que permitindo a eficiente tomada da construgdo CPP-carga nas células de
tumor (T. Jiang et al., Proc. Natl. Acad. Sci, USA, 101, 17867-17872, 2004).
De tal modo, esta modalidade representa um efetivo meio de liberagéo ou
alvejamento para especifico alvejamento e/ou liberagao para tumor.
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Composicoes farmacéuticas da presente invengdo podem ser
fabricadas através de processos bem-conhecidos na técnica, por exemplo,
por meio de convencionais processos de mistura, dissolugdo, granulagéo,
fabricagdo de dragea, levigagdo, emulsificagdo, encapsulagao, arraste ou
liofilizagao.

Composigcdes farmacolodgicas para uso de acordo com a presen-

te invencdo assim podem ser formuladas em maneira convencional usando

um ou mais veiculos fisiologicamente aceitaveis compreendendo excipientes
e auxiliares que facilitam processamento dos compostos ativos em prepara-
¢des que podem ser usadas farmaceuticamente. Prépria formulagédo é de-
pendente da rota de administragao escolhida. '

'Para injecdo, os compostos da mvengao podem ser formulados
em solugdes aquosas, preferivelmente em tampbdes fisiologicamente compa-
tiveis como solugao de Hank, sdlugéo de Ringer, ou tampao de solugéo sali-
na fisioldgica. Para administragdo transmucosa, penetrantes apropriados
para a barréira a ser permeada sao usados na formulagao.

Formulacdo que promove penetragdo da epiderme é conhecida
em farmacologia, e encontra uso no tratamento de muitas condigbes de pele,
tal como, mas néo limitado a, psoriase e infecgées de fungos. Formulagdes
que promovem penetragcao da epiderme e camadas subjacentes de pele

‘também sdo conhecidas, e podem ser usadas para aplicacao de composi-

¢oes da présente inVengéo a, por exemplo, musculo ou juntas subjacentes.
Em algumas modalidades terapéuticas preferidas, formulagdo compreen-
dendo composngoes da presente invengao que liberam compostos para alivio-
de artrite reumatdide ou osteoartrite pode ser administrada através de apli-
cacgao de um creme, pomada ou gel a pele se sobrepondo a junta afetada.
Administragé@o parenteral ou oral pode ser usada onde o pepti-
deo e/ou complexo é feito estavel o suficiente para suportar o aspero ambi-
ente proteolitico do intestino. Se assim, a composi¢ao de acordo com pre-
sente invengao pode ser facilmente formulada através de combinagéo de
compostos ativos com veiculos farmaceuticamente aceitaveis bem-

conhecidos na técnica. Tais veiculos permitem que 0os compostos da inven-
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cao sejam formulados como comprimidos, pilulas, drageas, capsulas, liqui-
dos, géis, xaropes, pastas fluidas, suspensdes e similares, para ingestao
oral por um paciente a ser tratado. Preparagbes farmacolégicas para uso
oral podem ser fabricadas com o uso de um excipiente sélido, opcionalmente
trituracdo de resultante mistura, e processamento de mistura de granulos,
apés adicao de apropriados auxiliares, se desejado, para obter comprimidos
de nucleos de drageas. Apropriados excipientes sdo, em particular, materiais
de enchimento como acgucares, incluindo lactose, manitol, ou sorbitol; prepa-
ragoes de celulose tais como, por exemplo, amido dé milho, amido de trigo,
amido de batata, émido de arroz, gelatina, goma tragacanto, metil celulose,
hidréxi propil metil celulose, sédio carbéxi metil celulose, e/ou polivinil pirroli-
dona (PVP). Se desejado, agentes desintegrantes podem ser adicionados,
tais como polivinil pirrolidona reticulada, agar, ou acido alginico ou um seu
sal tal como alginato de sédio.

Nucleos de drageas sdo providos com apropriados revestimen-
tos. Para este propdsito, solugdes concentradas de agucar podem ser usa-
das, que podem opcionalmente conter goma arabica, talco, polivinil pirrolido-
na, gel de carbopol, polietileno glicol, e/ou diéxido de titdnio, solugéo de laca,
e apropriados solventes organicos ou misturas de solventes. Corantes ou
p'igmentos podem ser adicionados aos comprimidos ou revestimentos de
drageas para identificagdo ou para caracterizagdo de diferentes combina-
¢Oes de doses de composto ativo.

Composigoes farmacéuticas que podem ser usadas oralmente
incluem capsulas de empufrar — adaptar fabricadas de gelatina, assim como
capsulas seladas, macias fabricadas de gelatina e um plastificante, tal como
glicerol ou sorbitol. As capsulas de empurrar — adaptar podem conter os in-
gredientés ativos em mistura com um material de enchimento tal como lacto-
se, ligantes como amidos e/ou lubrificantes como talco ou estearato de mag-
nésio e, opcionalmente, estabilizadores. Em céapsulas macias, os compostos
ativos podem ser dissolvidos ou suspensos em apropriados quuidos, tais
como Oleos graxos, parafina liquida, ou polietileno glicéis liquidos. Em adi-
c¢ao, estabilizadores podem ser adicionados. Todas as formulacbes para
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administragcdo oral devem estar em dosagens apropriadas para tal adminis-
tracao.

Para administragdo bucal, as composi¢des podem ser tomadas
na forma de comprimidos ou losangos formulados em maneira convencional.
Para os peptideos pequenos e complexos da invengao, isto pode provar uti-

_ lidade.

Para administragdo através de inalagdo, a composi¢cdo de acor-
do com a presente invengdo é convenientemente liberada na forma de uma
apresentacdo de spray aerossol a partir de embalagens pressurizadas ou

um nebulizador, com o uso de um apropriado propelente, por exemplo, diclo-

-ro difltor metano, tricloro flior metano, dicloro tetraflior etano, diéxido de

carbono ou outro gas apropriado. No caso de um aerossol pressurizado a
dosagem unitaria pbde ser determinada através de provimento de urha val-
vula para liberar uma quantidade medida. Capsulas e cartuchos de, por e-
xemplo, gelatina para uso em um inalador ou insuflador podem ser formula-
das contendo uma mistura pulverizada do composto e uma apropriada base
pulverizada tal como lactose ou amido.

‘ A composicao de acordo com a presente invengdo pode ser for-
mulada para administragao parenteralv através de inje¢ao, por exemplo, atra-

vés de injecdo de quantidade relativamente grande ou infusdao continua.

"Desta maneira também é possivel alvejar um particular 6rgao, tecido, sitio

de tumor, sitio de ihflamagéo, etc. Formulagcdes para infeccao podem ser
apresentadas em forma de dosagem unitaria, por exemplo, em ampdlas, ou
em recipiente multi-doses, com um preservativo adicionado. As composigdes
podem tomar formas tais como suspensdes, solugdes ou emulséés em vei-
culos oleosos ou aquosos, e podem conter agentes de formulagdo como a-
gentes de suspenséo, estabilizagédo e/ou dispersao.

Composigbes farmacéuticas para administragdo parenteral in-

cluem solugdes aquosas das composi¢gdes em forma soluvel em agua. Adi-

cionalmente, suspensdes das composi¢gdes podem ser preparadas como
apropriadas suspensdes de injegdo oleosas. Apropriados solventes ou vei-

culos lipofilicos incluem 6leos graxos como Oleo de sésamo, ou ésteres de
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acido graxo sintético, como oleato de etila ou triglicerideos, ou lipossomas.
Suspensdes de inje¢ao aquosas podem conter substancias que aumentam a
viscosidade da suspens&o, tais como sodio carbdxi metil celulose, sorbitol,
ou dextrano. Opcionalmente, a suspensao também pode conter apropriados
estabilizadores ou agentes que aumentam a solubilidade das composi¢oes
para permitir a preparagao de solugdes altamente concentradas.

Alternativamente, um ou mais componentes da composi¢éo po-
dem estar em forma pulverizada para constituicdo com um apropriado veicu-
lo, por exemplo, dgua livre de pirogénio estéril, antes de uso.

As composigoes também podem ser formuladas em composi-
¢oes retais tais como supositérios ou enemas de retengado, por e_xemplo,
contendo convencionais bases de supositério tais como manteiga de cacau
ou outros glicerideos.

Em adicao as formulagdes descritas anteriormente, a composi-
¢ado de acordo com a presente invengdao também pode ser formulada como
uma preparagao depésito. Tais formulagdes de longa atuagao podem ser
administradas por implantagdo (por exemplo subcutaneamente ou intramus-
cularmente) ou através de injegao intramuscular. Assim, por exemplo, as
composicoes podem ser formuladas com apropriados materiais poliméricos

ou hidrofébicos (por exemplo, como uma emulsdo em um dleo aceitavel), ou

como parte de um implante sdlido ou semi-sdlido que pode ou nao ser auto-

degradante no corpo, ou resinas de troca de ions, ou um ou mais componen-
tes da composi¢cdo podem ser formulados como derivados moderadamente
soluveis, por exemplo, como um sal moderadamente soluvel.

As composicoes farmacéuticas também podem compreender
apropriados veiculos ou excipientes de fase sélida ou gel. Exemplos de tais
veiculos ou excipientes incluem mas néo séo limitados a carbonato de cal-
cio, fosfato de célcio, varios acucares, amidos, derivados.de celulose, gelati-
na, e polimeros tais como polietileno glicéis.

Composi¢cdes farmacéuticas apropriadas para uso na presente
invencdo incluem composigcdes onde os ingredientes ativos estdo contidos
em uma quantidade efetiva para obtencao de seu propésito pretendido. Mais
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especificamente, uma quantidade terapeuticamente efetiva significa uma

- quantidade de composto efetiva para prevenir, aliviar, ou melhorar sintomas

de doenca ou prolongar a sobrevivéncia do sujeito sendo tratado.
Determinacdo de uma quantidade terapeuticamente efetiva esta

~ dentro da capacidade daqueles versados na técnica, especialmente a luz da

~ detalhada exposicao aqui provida.

Para qualquer composto usado nos processos da invengéo, a

quantidade ou dose terapeuticamente efetiva pode ser inicialmente estimada

a partir de ensaios de cultura de células. Por exemplo, uma dose pode ser
formulada em modelos animais para obter uma faixa de concentragao circu-

Jlante que inclui a ICso como determinada em cultura de células (onde mole-

culas inibidoras estdo relacionadas). Tal informagdo pode ser usada para
determinar mais précisamente doses uteis em humanos.

Toxidez e eficacia terapéutica de uma composi¢cao da presente
invencdo podem ser determinadas através de procedimentos farmacéuticos-
padrao em culturas de células ou animais experimentais, por exemplo, para
determinacédo de LDso (a dose letal para 50% da populagédo) e a EDso (a do-
se terapeuticamente efetiva em 50% da popula¢ao). A razao de dose entre
efeitos toxicos e terapéuticos é o indice terapéutico e pode ser expresso co-
mb a razdo entre LDso € EDso. Compostos que exibem altos indices terapéu-

‘ticos sdo preferidos. Os dados obtidos destes ensaios de cultura de células e

estudos animais podem ser usados em formulagdo de uma faixa de dosa-
gem para uso em seres humanos. A dosagem pode variar dentro desta faixa
dependendo da forma de dosagem empregada e a rota de administragao
utilizada. A exata formulacao, rota de administracdo e dosagem podem ser
escolhidas pelo médico individual em vista da condi¢do do paciente. (Vide,
por exemplo, Fingl, et al., 1975, em "The Pharmacological Basis of Thera-
peutics", Ch. 1p. 1).

A quantidade de composi¢cdo administrada é claro, sera depen-
dente do sujeito sendo tratado, do peso de sujeito, a severidade da doenca.
A maneira de administragcao e o julgamento do médico prescrevendo.

Uma composigdo farmacéutica que compreende um peptideo de



10

15

20

25

30

34

uma composi¢cdo de acordo com a presente invengdo pode ser suprido de
modo que o péptl’deo e uma ou mais das moléculas-cargas estejam no
mesmo recipiente, em solugdo, em suspens&o, ou em forma pulverizada. 0]
peptideo de acordo com a presente invengdo também pode ser provido se-
paradamente de uma ou mais moléculas-cargas, e pode ser misturado com
uma ou mais das moléculas-cargas antes de administracdo. Varias opgoes
de embalagens sdo possiveis e conhecidas por aqueles versados na técni-
ca, dependendo, entre outros, da rota e mecanismo de  administragdo. Por
exemplo, onde o pepﬁ’deo de acordo com a presente invengdo é suprido se-
paradamente de uma ou mais das moléculas-cargas, as composi¢cdes po-
dem, se desejado, ser apresentadas em uma embalagem tendo mais de
uma camara, e onde uma barreira pode ser rompida, rasgada, ou fundida
para prover mistura do peptideo de acordo Com a presente invengdao com a
molécula-carga. Alternativamente, dois elementos providos separadamente
podem ser misturados em um recipiente separado, opcionalmente com a
adicéo de ufn ou mais veiculos, solugdes, etc. Uma ou mais formas de do-
sagem unitaria contendo a molécula-carga podem ser providas em uma em-
balagem. A embalagem ou dispositivo dispensador pode ser acompanhado
por instrugdes para administragcdo. Composi¢ées compreendendo um com-
pbsto da invengdo formulado em um veiculo farmacéutico compativel tam-
bém podem ser preparadas, colocadas em um apropriado recipiente, e mar-
cadas para tratamento de uma indicada condicdo. Apropriadas condigbes
indicadas na marcacgao podem incluir qualquer doenga que possa ser tratada
ou prevenida ou diagnosticada usando as composi¢cdes de acordo com a
presente invencdo. Em particular, a invencéo é idealmente apropriada para
terapia de gene. ,

- Ainda em um aspecto a presente invengdo é relacionada a um
processo para o tratamento ou prevengéo de um paciente compreendendo a
administragdo de uma composicao de acordo com a presente invengao. |

Ainda em um aspecto a presente invengéo é relacionada a um
processo para diagnoéstico de um paciente compreendendo a administragao
ou uso de uma composi¢gao de acordo com a presente invengao.
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Esta dentro da presente invengao que o acido nucléico codifi-
cando um peptideo de acordo com a presente invengao pode ser usado co-
mo uma vacina ou parte de uma vacina. Preferivelmente, a vacina compre-
ende um acido nucléico, mais preferivelmente um RNA, codificando um_ anti-
geno que é apropriado para elicitar uma resposta imune em um organismo

hospedeiro, pelo que o acido nucléico codificando um peptideo de acordo

.com a presente invengdo e o acido nucléico codificando tal antigeno séo

administrados ao dito organismo hospedeiro. Tal administragdo pode ser
feita separadamente ou em uma maneira combinada. Ainda em uma modali-

dade, o respectivo acido nucléico pode estar contido ou compreendido em

.um vetor, mais preferivelmente um vetor de expressdo que permite a ex-

pressao do acudo(s) nucléico no dito orgamsmo hospedeiro. Ainda elementos
de tal vetor e em partlcular de tal vetor de expressao sao conhecndos por
aqueles versados na técnica e compreendem, entre outros um ou varios dos
seguintes elementos: um promotor, um aperfeigoador, e um terminador. O
antigeno é preferivelmente um antigeno que esta relacionado a doenga que
é para ser tratada ou prevenida pela vacina de acordo com a presente in-
vengao. Em adigdo, a vacina também pode conter constituintes exercendo
um assim chamado efeito adjuvante e aqueles atuando como iniciadores de
respostas de célula auxiliar T.

Ainda em uma modalidade, a presente invengéo é relacionada a
um kit para transfecgdo, para o tratamento e/ou prevencgao de uma doenca
compreéndendo uma composicao de acordo com a presente invengéo- e,
opcionalmente um ou varios elementos selecionados do grupo compreen-
dendo:

A presente invencao sera agora ainda ilustrada através de refe-
réncia as seguintes figuras e exemplos a partir dos quais ainda caracteristi-

cas, modalidades e vantagens podem ser tomadas. Em particular,

Figura 1 - mostra um diagrama mostrando a tomada dependente
de concentragcao de varios CPPs marcados com carbdxi fluoresceina em
seus termini-N, expressa como extensao de fluorescéncia associada com
célula; hLF-peptideo refere-se a um peptideo consistindo em aminoacidos
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38 a 59 de acordo com SEQ ID NO: 1, bLF-peptideo refere-se a um peptideo
consistindo em aminoacidos 33 a 50 de acordo com SEQ ID NO: 2; fluores-
céncia associada com célula foi determinada por citometria de fluxo;

Figura 2 - mostra uma série de micro-fotografias obtidas por mi-
croscopia de exploracao laser confocal indicando a dependéncia de concen-
tracao da distribuicdo intracelular do peptideo derivédo de lactoferrina hu-
mana e o peptideo derivado de lactoferrina bovina (vide Figura 1) em vérias
concentragoes; ’

Figura _3A - € um diagrama mostrando o impacto de varios inibi-
dores de endocitose sobre a tomada de um hLF-peptideo marcado com fluo-
resceina (sequéncia de peptideo de acordo com a Figura 1) com a concen-
tracdo de fluoresceina-hLF sendo 5 puM (EIPA, 5-(N-etil-N-isopropil) amiloriQ
da; MBCD, metiI;B-cicIo dextrina; CPZ, (Clorpromazina); a tomada foi deter-
minada por citometria de fluxo. Barras de erro representam o desvio médio
de triplicatas;

Figura 3B - é um diagrama mostrando o impacto de vérios inibi-
dores de endocitose sobre a tomada de um hLF-peptideo marcado com fluo-
resceina (sequéncia de peptideos de acordo com a Figura 1) com a concen-
tracao de hLF sendo 20 uM;

Figura 4 - mostra quadros obtidos por microscopia de exploragao
laser confocal indicando as influéncias de inibidores de endocitose sobre a
tomada de hLF-peptideo marcado com fluoresceina em uma concentracéao
de peptideo de 2 ou 20 uM em células HelLa;
| Figura 5 - € um diagrama mostrando a extensdo da tomada da
hLF-peptideo marcada com fluoresceina correspondendo a aminoacidos 38
a 59 de acordo com SEQ ID NO: 1compara a suas formas truncadas ilus-
trando a relagdo estrutura — atividade correspondendo a aminoacidos 40 a
55 de acordo com SEQ ID NO: 1 (LF1-peptideo) e aminoacidos 40 a 50 de
acordo com SEQ ID NO: 1 (LF2-peptideo); e ’

Figura 6 - € um diégrama mostrando a citotoxidez do peptideo
hLF expresso como viabilidade de célula em porcentagem em varias con-
centragdes do peptideo hLF marcado com fluoresceina para células Hela
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incubadas para diferentes tempos de incubagéao; para cada par de colunas, a
primeira coluna refere-se a células incubadas com peptideo por 6 horas e a
segunda coluna a células incubadas com peptideo por 0,5 hora.

Exemplo 1. Procedimentos Experimentais

Células e Reagentes.

A linha de células de carcinoma cervical humano Hela foi obtida

‘do American Type Culture Collection (Manassas, VA). Células HelLa foram
- mantidas em meio RPMI 1640 com glutamina estabilizada e 2,0 g/L de

NaHCC_)s (PAN Biotech, Aidenbach, Germany) suplementado com soro fetal
de bezerro 10% (PAN Biotech). Clorpromazina foi de Calbiochem (Bad So-

. .den, Germany). 5-(N-etil-N-isopropil) amilorida (EIPA), metil-B-ciclo dextrina
(MBCD) e MTT brometo de [3-(4,5-dimetil tiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolium]

foram obtidos de Sigma (Deisenhofen, Gefmany).
Sintese de peptideo.

Peptideos foram adquiridos de EMC microcollections (Tubingen,
Germany). A pureza de todos os peptideos foi determinada através de HPLC

’ analitica. A identidade dos peptideos foi confirmada por espectrometria de

massa MALDI-TOF. Peptideos com uma pureza de menos que 85% foram
purificados por HPLC preparativa. Pureza de todos os peptideos usados foi
>95% (HPLC 214 nm). Os peptideos foram marcados terminalmente-N com

“carbéxi fluoresceina como descrito (Fischer et al., Bioconjugate Chem. 14,

653-660, 2003).
Solucéés Estoques de Peptideo.

Peptideos foram dissolvidos em DMSO para concentragdes de
10 mM. Estas sblugées estoques foram ainda diluidas em PBS ou meio.
Concentragbes de peptideos de solugbes estoques de DMSO' foram deter-
minadas baseado na absorgdo de carbdxi fluoresceina através de espec-

troscopia UV/VIS de uma diluigdo 1:100 em tampéao Tris/HCI 0,1 M (pH 8,8)

com absor¢cdes medidas em 492 nm e assumindo um coeficiente de extingao

molar de carboxi fluoresceina de 75 000 L/(mol.cm).

Citometria de Fluxo.
' Para determinar a eficiéncia de carga de peptideo, células HelLa
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foram semeadas em uma densidad'e de 50 000 por cavidade em placas de
24 cavidades (Sarstedt, Nimbrecht, Germany) em RPMI 1640 contendo so-
ro. Um dia depois, as células foram lavadas com meio e incubadas em 300
pl. de RPMI 1640, contendo peptideos nas apropriadas concentragdes por
30 minutos. Cada condigao foi testada em triplicata. Apds incubagéao, células
foram lavadas com meio, destacadas por tripsinizagao. por 5 minutos, sus-
pensas em PBS resfriado com gelo contendo 0,1% (peso / volume) BSA, e
medidas imediatamente através de citometria de fluxo (BD FACS Calibur
System, Becton Dickinson, Heidelberg, Germany). Em cada caso, a fluores-
céncia de 7000 células vitais foi adquirida. Células vitais foram reunidas ba-
seado em dispersao para .o lado e para frente. '

Exemplo 2. Eficiéncia de tomada de peptideos derivados de lactoferrina hu-
mana e bovina

Os peptideos derivados de lactoferrina humana e bovina foram
sintetizados por sintese de peptideo de fase sélida. Para detectar tomada e
a distribuicao subcelular em células vivas, ambos peptideos foram marcados
com carbéxi fluoresceina no término-N. De modo a determinar se o__s pepti-
deos derivados de lactoferrina possuiram atividade como peptideos de pene-
tragdo de célula, a fluorescéncia associada com célula em células Hela in-
cubadas com bLF-peptideo ou hLF-peptideo foi determinada através de ci-
tometria de fluxo. Antp e o Tat-peptideo foram selecionados como CPPs
bem-estabelecidvos para comparagao. '

Para todos os quatro peptideos, a fluorescéncia celular, medida

por citometria de fluxo, aumentou com concentragdao de peptideo como mos-

trado na Figura 1.

Exemplo 3. Relacéo de estrutura — atividade

- Com 22 aminoéacidos, hLF-peptideo é um CPP de comprimento
intermediario. Nonaarginina tem somente nove aminoacidos, o popular CPP
transportano 27. Quatro dos sete aminoacidos catidnicos, e 0s aminoacidos
aromaticos estao localizados na sequéncia aninhada dentro de residuos cis-
teina. Na proteina de inteiro comprimento, este residuo de cisteina forma
uma ponte dissulfeto que restringe o dominio em uma conformagéao de loop.
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Em adicdo, a tomada celular de peptideos truncados (LF1 e LF2, tabela 1)
carecendo de residuos cisteina terminais foi testada e comparada aqueles
contendo os residuos cisteina. '

Tabela 1. Estruturas primarias dos peptideos usados neste estudo.

Todos os peptideos foram sintetizados como peptideo amidas. Fluo repre-

- senta 5(6)-carboxi fluoresceina, CONHg; o término-C amidado do peptideo.

'Entrada Peptideo Sequléncia
| Peptideo Tat . Flso-YGRKKRRQRRR-CONH,
Peptideo Antp Fluo-RQIKIWFQNRRMKWKK-CONH;
Peptideo hLF Fluo-KCFQWQRNMRK VRGPP VSCIKR-CONH;
Peptideo bLF FNO-FEWFKCRRWQWRMGAWI;
Peptideo LF1 ' Fluo-FQWQRNMRK VRGPPVS-CONH,
Peptideo LF2 : Fluo FQWQRNMRKVR-CONH;

Os resultados sao mostrados na Figura 5.
Tomada de ambos peptideos carecendo de cisteinas foi somen-
te cerca de um décimo da tomada do hLF-peptideo contendo os dois resi-

duos de cisteina.

Exemplo 4: Citotoxidez de hLF-peptideo
Nos experimentos descrit'os‘ acima, usando uma faixa de con-

centragdo do hLF-peptideo de até 40 uM, nenhum efeito citotéxico pode ser

‘observado. Entretanto, para microscopia de célula viva de tomada de pepti-

deo principalmente antes que curtos tempos de incubagdo de menos que
uma hora foram empregados. Por isso também foi testado se para tempos
de incubagdao mais longos e maiores concentragdes, o peptideo afetou viabi-
lidade de célula. Células Hela foram incubadas com o hLF-peptl’deo em
concentragdes variando de 1,25 uM a até 160 uM por 6 ou 0,5 hora. A seguir
viabilidade de célula foi determinada usando um teste MTT. Seus resultados
sdo mostrados na Figura 6. v
Quando células foram incubadas com peptideo por somente 30
minutos, nenhuma citotoxidez foi observada para concentragbes de até 40
uM. Apés 6 horas, a viabilidade de célula foi levemente reduzida para con-
centragdes de peptideos maiores que 5 uM. Em concentragdes maiores que
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40 uM todas as células foram mortas.

As caracteristicas da presente inven¢do mostradas no relatdrio
descritivo, a listagem de sequéncias, as reivindicagbes e/ou os desenhos
podem ambas, separadamente e em qualquer sua combinagédo serem mate-

rial para modalidade da invengdo em suas varias formas.
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<151>

-<160>

<1705

<210>
<211>
<212> -

" <213>

<220>

<221>

<222> -

<223>

<220>

<221>

<110> . Eberhard Karl Universit&t Tibingen

<120> . PEPT{DEOS UTEIS COMO PEPTIDEOS DE PENETRAGAO DE CELULA
<130> 205ut0l.wo

<150> EP 05028755.6

2005-12-30
30

PatentIn versdo 3.1

711

PRT

+

Homo sapiens

PEPTIDEO
(1) ..(711)

lactoferrina humana

SIGNAL
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<222>

<223>

<400>

Met
Cys
Gln
val
Cys
65

Gly
val
Tyr
Leu
Trp
145
Pro
Cys

Cys

Tyr

Lys

Leu

Pro

Arg

50

Ile

Gly

Ala

Ala

Gln

130

Asn

Pro

val

Ala

Phe

Leu

Ala

Glu

35

Gly

Gln

Phe

Ala

vVal

115

Gly

vVal

Glu

Pro

Gly

195

Ser

(1)..(19)

val

Gly

20

Ala

Pro

Ala

Ile

Glu

100

‘Ala

Leu

Pro

Pro

Gly

180

Thr

Tyr

Phe

Thr

Pro

Ile

Tyr

85

val

val

Lys

Ile

Ile

165

Ala

Gly

Ser

Leu
Arg
Lys
val
Ala
70

Glu
Tyr
val
Ser
Gly
150
Glu
Asp

Glu

Gly

Vval
Arg
Cys
Ser
55

Glu
Ala
Gly
Lys
Cys
135
Thr
Ala
Lys

Asn

Ala

Leu

Arg

Phe

40

Cys

Asn

Gly

Thr

Lys

120

His

Leu

Ala

Gly

Lys

200

Phe

Leu

Ser

25

Gln

Ile

Arg

Leu

Glu

105

Gly

Thr

Axrg

val

Gln

185

Cys

Lys

42

Phe
10

val
Trp
Lys
Ala
Ala
90

Arg
Gly
Gly
Pro
Ala
170
Phe

Ala

Cys

Leu

Gln

Gln

Arg

Asp

75

Pro

Gln

Ser

Leu

Phe

155

Arg

Pro

Phe

Leu

Gly

Trp

Arg

Asp

60

Ala

Tyr

Pro

Phe

Arg

140

Leu

Phe

Asn

Ser

Arg

Ala

Cys.

Asn

45

Ser

val

Lys

Arg

Gln

125

Arg

Asn

Phe

Leu

Ser

205

Asp

Leu

Ala

30

Met

Pro

Thr

Leu

Thr

110

Leu

Thr

Trp

Ser

Cys

190

Gln

Gly

Gly

15

val

Arg

Ile

Leu

Arg

95

His

Asn

Ala

Thr

Ala

175

Arg

Glu

Ala

Leu"

Ser

Lys

Gln

Asp

80

Pro

Tyr

Glu

Gly

Gly

160

Ser

Leu

Pro

Gly
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Asp

225

Glu

Lys

His

Asn

Lys

305

Lys

Gly

‘Lys

Ala

Ser

385

Ile

Gly

Glu

Asp

210

val

Ala

Pro

Ala

Leu

290

Phe

Asp

Leu

Ser

Ala

Glu

val

val

275

Leu

Gln

Ser

Tyr

Glu

- 355

val

370

Glu

Ala

Tyr

Asn

Axrg

450

Gly

Gly

Leu

val

TYyTr
435

Pro

Phe

Arg

Asp

260

val

Leu

Ala

Leu

340

Glu

Glu

Ser

val

Tyr

420

Lys

val

Ile
Asp
245
Lys
Ala
Gln
Phe
Ile
325
Gly
Glu
Gln
val
Leu
405
Thr

Ser

Glu

Arg

230

Glu

Phe

Arg

Ala

Gly

310

Gly

Ser

val

Glu

Thr

390

Lys

Ala

Gln

Gly

215

Glu

Tyr

Lys

Ser

Gln

295

Ser

Phe

Gly

Ala

Leu

375

Cys

Gly

Gly

Gln

Tyr

455

Ser

Glu

Asp

val

280

Glu

Pro

Ser

Tyr

Ala

360

Arg

Ser

Glu

Lys

Ser

440

Leu

Thr
Leu
Cys
265
Asn
Lys
Ser
Arg
Phe
345
Arg
Lys
Ser
Ala
Cys
425

Ser

Ala

43

val

Leu
250

His

Gly-

Phe

Gly

val

330

Thr

Arg

Cys

Ala

Asp

410

Gly

Asp

val

Phe

235

Cys

Leu

Lys

Gly

Gln

315

Pro

Ala

Ala

Asn

Ser

395

Ala

Leu

Pro

Ala

220

Glu

Pro

Ala

Glu

Lys

300

Lys

Pro

Ile

Arg

Gln

380

Thr

Met

val

Asp

val

460

Asp

Asp

Arg

Asp

285

Asp

Asp

Gln

val

365

Trp

Thr

Ser

Pro

Pro

445

val

Leu

Asn

val

270

Ala

Lys

Leu

Ile

Asn

350

val

Ser

Glu

Leu

val

430

Asn

Arg

Ser

Thr

255

Pro

Ile

Ser

Leu

Asp

335

Leu

Trp

Gly

_Asp

Asp

415

Leu

Cys

Arg

Asp
240
Arg
Ser
Trp
Pro
Phe

320

Ser

Cys
Leu
Cys
400
Gly
Ala

val

Ser
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Asp

465

Thr

Phe

Cys

Gly

Tyr

545

Asp

Asn

Leu
Cys
Lys
625
Gly
Glu
Leu

Ala

Ala

705

Thr

Ala

Asn

Ala

Asp

530

Tyr

val

Asn

Leu

His

610

val

Arg

Thr

His

Gly

690

Cys

Ser

val

Gln

Pro

515

Glu

Gly

Ala

Asn

Cys

595

Leu
Glu
Asn
Lys
ély
675

Ile

Glu

Leu
Asp
Thr
500
Gly
Gln
TYyr
Phe
Glu
580
Leu
Ala
Arg
Gly
Asn
660
Lys

Thr

Phe

Thr

485

Gly

ser

Gly

Thr

val

565

Ala

Asp

Met

Leu

Ser

645

Leu

Thr

Asn

Leu

Trp

470

Thx

Ser

Asp

Glu

Gly

550

Lys

Trp

Gly

Ala

Lys

630

Asp

Leu

Thr

Leu

Arg

710

Asn

Ala

Cys

Pro
Asn
535
Ala
Asp
Ala
Lys
Pro
615
Gln
Cys
Phe
Tyr
Lys

695

Lys

Ser

Gly

Lys

520

Lys

Phe

val

Lys

Arg

600

Asn

val

Pro

Asn

Glu

680

Lys

val

Trp

Phe

505

Ser

Cys

Arg

Thr

Asp

585

Lys

His

Leu

Asp

Asp

665

Lys

Cys

44

Lys

Asn

490

Asp

Asn

val

Cys

val

Gly

475

Ile

Glu

Leu

Pro

Leu

555

Leu

570

Leu

Pro

Ala

Leu

Lys

650

Asn

Tyr

Ser

Lys

val

val

His

635

Phe

Thr

Leu

Thr

Lys

Pro

Tyr

Cys

Asn

540

Ala

Gln

Leu

Thr

val

620

Gln

Cys

Glu

Gly

Ser

700

Lys

Met

Phe

Ala

525,

Ser

Glu

Asn

Ala

Glu

605

Ser

Gln

Leu

Cys

Pro

685

Pro

Ser

Gly

Ser

510

Leu

Asn

Asn

Thr

Asp

590

Ala

Arg

Ala

Phe

Leu

670

Gln

Leu

Cys

Leu

495

Gln

Cys

Glu

Ala

Asp

575

Phe

Arg

Met

Lys

Gln

655

Ala

Tyr

Leu

His

480

Leu

Ser

Ile

Arg

Gly

560

Gly

Ala

Ser

Asp

Phe

640

Ser

Arg

val

Glu



10

15

20

25

30

<210>

<211>

<212>

. <213>

<220>

<221>

<222>

<223>

'<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

Met Lys

Cys Leu

Pro Glu

Gly Ala

Leu

Ala

Trp

35

Pro

708

PRT

Homo sapiens

PEPTIDEO

(1).

. (108)

lactoferrina bovina

SIGNAL

(1) .

2

. (19)

Phe Val Pro Ala Leu Leu

Ala

20

Phe

Ser

5

Pro Arg

Lys Cys

Ile Thr

Lys

Arg

Cys

Asn Val

25
Arg Trp
40

val Arg

45

Ser Leu Gly Ala
10

Arg Trp Cys Thr

Gln Trp Arg Met
45

Arg Ala Phe Ala

Leu Gly Leu
15

Ile Ser Gln

30

Lys Lys Leu

Leu Glu Cys



10

15

20

25

30

Ile
65

Gly
Ala
Ala
Gln
Ile
145
Leu
val
Lys
Phe

val

225

Ala

Pro

Ala

Leu

50

Arg

Met

Ala

val

Gly

130

Ile

Glu

Pro

Gly

Gly

210

Ala

Asp

val

val

Leu

290

Ala

val

Glu

Ala

115

Axrg

Pro

Pro

Cys

Ile

Phe

Ile

100

val

Lys

Met

Leu

Ile

- 180

Glu

195

Tyr

Phe

Asp

val
275

Ser

Gly

Ser

val

Asp
Ala
260

Ala

Lys

Ala

Glu
85

TYyxr

val

Ser

Gly

Gln

165

Asp

Glu

Gly

Lys

Gln

245

Phe

Arg

Ala

Glu

70

Ala

Gly

Lys

Cys

Ile

150

Gly

Arg

Asn

Ala

Glu

230

Tyr

Lys

Ser

Gln

55

Lys

Gly

Thr

Lys

His

135

Leu

Ala

- Gln

Gln
Phe
215
Thr
Glu
Glu

val

Glu

295

Lys

Lys

Gly

120

Thr

vVal

Ala

Cys

200

Lys

Thr

Leu

Cys

Asp

280

Lys

Ala

Asp

Glu

105

Ser

Gly

Pro

Ala

TYyr

185

Ala

Cys

val

Leu

His

265

Gly

Phe

46

Asp

Pro

90 .

Ser

Asn

Leu

Tyr

Lys

170

Pro

Cys

Leu

Phe

Cys

250

Leu

Lys

Gly

Ala
75

Tyxr

Pro

Phe

Gly

Leu

155

Phe

Asn

Ser

Gln

Glu

235

Leu

Ala

Glu

Lys

60

val

Lys

Gln

Gln

Arg

140

Ser

Phe

Leu

Ser

Asp

220

Asn

Asn

Gln

Asp

Asn

300

Thr

Leu

Thr

Leu,

125

Ser

Trp

Ser

Cys

Arg

205

Gly

Leu

Asn

val

Leu

285

Lys

Leu

Arg

His

110

Asp

Ala

Thr

Ala

Gln

190

Glu

Ala

Pro

Ser

Pro

270

Ile

Ser

Asp

Pro

95

Tyxr

Gln

Gly

Glu

Ser

175

Leu

Pro

Gly

Glu

Arg

255

Ser

Trp

Arg

Gly
80

val

Tyr "’

Leu

Trp

Ser

160

Cys

Cys

Tyxr

‘Asp

Lys

240

Ala

His

Lys

Ser



10

15

20

25

30

Phe

305

Asp

Leu

Thr

val

Gly.

385

val

Tyr

Asn

Thr

Leu

465

Asp

Thr

Gly

Gln

Tyr

545

Gln

Ser

Tyr

Ala

Gly

370

Gln

Leu

Ile

Arg

Gluv

450 -

Thr

Arg

Gly

Ala

Gly

530

Thr

Leu

Ala

Leu

Glu

355

Pro

Asn

val

Tyr

Lys
435
Gly
Trp
Thr
Ser
Asp
515

Leu

Gly

Phe

Leu

Gly

340

Glu

Glu

val

Leu

Thr

420

Ser

Tyr

Asn

Ala

Cys

500

Pro

Asp

Ala

Gly

Gly

325

Ser

val

Glu

Thr

Lys

405

Ala

Ser

Leu

Ser

Gly

485

Ala

Lys

Lys

Phe

Ser

310

Phe

Arg

Lys

"Gln

Cys

390

Gly

Gly

Lys

Ala

Leu

470

Trp

Phe

Ser

Cys

Arg

550

Pro

Leu

Tyr

Ala

Lys

375

Ala

Glu

Lys

His

val

455

Lys

Asn

Asp

val
535

Cys

Pro

Arg

Leu

Arg

360

Lys

Thr

Ala

Cys

Ser

440

Ala

Asp

Ile

Glu

Leu

520

Pro

Leu

Gly

Ile

Thr

345

Tyxr

Cys

Ala

Asp

47

Gln

Pro

330

Thr

Thr

Gln

Ser

Ala

. 410

Gly

425

Ser

val

Lys

Pro

Phe

505

cys

Asn

Ala

Leu

Leu

val

Lys

Met

490

Phe

Ala

Ser

Glu

Arg

315

Serxr

Leu

Arg

Gln

Thr

395

Leu

val

Asp

Lys

Ser

475

Gly

Ser

Leu

Lys

Asp

555

Asp

Lys

Lys

val

Trp

380

Thr

Asn

Pro

Cys

Lys

460

Cys

Leu

Gln

Cys

Glu

540

val

Leu

val

Asn

val

365

Ser

Asp

Leu

vVal

Val

445

Ala

His

Ile

Ser

Ala

525

Lys

Gly

Leu

Asp

Leu

350

Trp

Gln

Asp

Asp

Leu

430

Leu

Asn

Thr

val

Cys

510

Gly

Tyr

Asp

Phe

Ser

335

Arg

Cys

Gln

Cys

Gly

415

Ala

Arg

Glu

Ala

Asn

495

Ala

Asp

Tyr

val

Lys
320
Ala
Glu
Ala
Ser
Ile
400
Gly
Glu
Pro
Gly
val
480
Gln
Pro
Asp

Gly

Ala

560



10

15

20

25

30

Phe val
Ala Asp
Leu Asp
Ala Vval
610
His Vval
625
Gly Lys
Asn Leu
Arg Pro
Ala Asn
690
Phe Leu
705
<210>
<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

Lys

Trp

Gly

595

Ala

Lys

Asn

Leu

Thr

675

Leu

Thr

Asn

Ala

580

Thr

Pro

Gln

Cys

Phe

660

Tyr

Lys

Arg

22

PRT

Seqgiiéncia Artificial

MISC_FEATURE

Asp
565
Lys

Arg

Asn

val

Pro
645

Asn

Glu

Lys.

Thr

Asn

Lys

His

Leu

630

Asp

Asp

Glu

Cys

val

Leu

Pro

Ala

615

Leu

Lys

Asn

Tyr

Ser

695

Trp

Asn

val

600

val

His

Phe

Thr

Leu

680

Thr

Glu

585

Thr

val

Gln

Cys

Glu

665

Gly

Ser

48

Asn

570

Glu

Glu

Ser

Gln

Leu

650

Cys

Thr

Pro

Thr

Asp

Ala

Arg

Ala

635

Phe

Leu

Glu

Leu

Asn

Phe

Gln

Ser

620

Leu

Lys

Ala

Tyr

Leu

700

Gly

Arg

Ser

605

Asp

Phe

Ser

Lys

val

685

Glu

Glu
Leu
590
Cys
Arg
Gly
Glu
Leu
670
Thr

Ala

Ser

575

Leu

His

Ala

Lys

Thr

655

Gly

Ala

Cys

Thr

Cys

Leu

Ala

Asn

640

Lys

Gly

Ile

Ala



10

16

20

25

30

<223>
<400>
Lys Cys Phe

1

Va1 Ser Cys

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

'<400>

Cys Phe Gln

1

Ser Cys

<210>

<211>_

<212>

<213>

Sintética

3

Gln Trp Gln Arg Asn Met Arg Lys Val Arg Gly Pro Pro

)
Ile Lys Arg
20
4
18

PRT

Seqiiéncia Artificial

MISC_FEATURE

Sintética

4

Trp Gln Arg Asn Met Arg Lys Val Arg Gly Pro Pro Val

5

16

PRT

Seqiiéncia Artificial



10

15

20

25

30

<220>

<221>

<223>

<400>

Phe Gln Trp
1
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<221>
<223>
<400>
Lys Cys Phe
1

<210>

<211>

<212>

<213>

MISC_FEATURE

Sintética

5

Gln Arg Asn Met Arg Lys Val Arg Gly Pro Pro Val Ser

5

13

PRT

Seqiiéncia Artificial

- MISC_FEATURE

Sintética

6

Gln Trp Gln Arg Asn Met Arg Lys Val Arg

5

22

PRT

Artificial

50

10

10

15



10

15

20

25

30

51

<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> Sintética

<400> 7

Lys Cys Phe Gln Trp Gln Arg Asn Val Arg Lys Val Arg Gly Pro Pro

1 5 10 - 15

Val Ser Cys Ile Lys Arg

20
<210> 8
<211> 22
<212> PRT
<213> Seqliiénecia Artificial
<220>
<221> MISC_FEATURE
<223> Sintética
<400> 8

Lys Cys Phe Gln Trp Gln Arg Asn Ile Arg Lys Val Arg Gly Pro Pro
1 5 10 15

Val Ser Cys Ile Lys Arg

20
<210> 9
<211> 22

<212> " PRT



10

15

20

25

30

<213>

<220>
<221>

<223>

<220>

<221>

<222>

<223>

<400>

Lys Cys Phe
1

Val Ser Cys
<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

52

Seqiiénecia Artificial

MISC_FEATURE

Sintética

MISC_FEATURE

(9)..(9)

norvalina

9

Gln Trp Gln Arg Asn Xaa Arg Lys Val Arg Gly Pro Pro
5 .10 15

Ile Lys Arg

20

‘10

22

PRT

Seqiéncia Artificial

MISC_FEATURE

Sintética



10

15

20

25

30

<400>

Lys Cys Phe

1

Val Ser Cys

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

©<223>

<400>

bys Phe Gln

1

Ser Cys

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

10

Gln Trp Gln Arg Asn Leu Arg Lys Val Arg Gly Pro Pro

5
Ile Lys Arg
20

11

18

PRT

>Seqﬁéncia Artificial

MISC_FEATURE

Sintética

11

Trp Gln Arg Asn Val Arg Lys Val Arg Gly Pro Pro Val

5

12

18

PRT

Seqiiéncia Artificial

53

10

10



10

15

20

25

30

54

<221> MISC_FEATURE
<223> ‘Sintética
<400> 12

Cys Phe Gln Trp Gln Arg Asn Ile Arg Lys Val Arg Gly Pro Pro Val

1 5 10 15
Ser Cys

<210> 13

<211> 18

<212> PRT

<213> Seqiiéncia Artificial
<220>

<221> _ MISC_FEATURE

<223> Sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (8)..(8)

<223> norvalina

<400> 13

Cys Phe Gln Trp Gln Arg Asn Xaa Arg Lys Val Arg Gly Pro Pro Val
1 5 10 15
Ser Cys

<210> 14



10

15

20

25

30

<211>

<212>

<213>

.<220>

<221>

-<223>

<400>

Cys Phe Gln
1

Ser Cys

<210>

~<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<220>

<221>

18

PRT

Seqgiiéncia Artificial

MISC_FEATURE

Sintética

14

Trp Gln Arg Asn Leu Arg Lys Val Arg Gly Pro Pro Val

5
15
i8
PRT

Seqgiiéncia Artificial

MISC_FEATURE

Sintética

MISC_FEATURE

55

10



10

15

20

25

30

<222>

<223>

<400>

Cys Phe Gln
1

Ser Cys
<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

Phe Gln Trp
1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

(8)..(8)
norleucina
15

Trp Gln Axrg Asn Xaa Arg Lys Val Arg Gly Pro Pro Val

5

16

16

PRT

Seqgiiéncia Artificial

MISC_FEATURE

‘Sintética

16

Gln Arg Asn Val Arg Lys Val Arg Gly Pro Pro Val Ser

5

17

16

PRT

Seqiiénecia Artificial

56

10

10

15

15



10

15

20

25

30

57

<221> MISC_FEATURE
<223> Sintética
<400> 17

Phe Gln Trp Gln Arg Asn Ile Arg Lys Val Arg Gly Pro Pro Val Ser

1 5 10 15
<210> 18

<211> 16

<212> ' PRT

<213> Seqgliiéncia Artificial
<220>

<221> MISC_FEATURE

<223> Sintética

'<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (7)..(7)

<223> norvalina

<400> 18

Phe Gln Trp Gln Arg Asn Xaa Arg Lys Val Arg Gly Pro Pro Val Ser
1 ’ 5 10 15

<210> 19



10

15

20

25

30

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

Phe Gln Trp

1

<210>

<2il>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<220>

<221>

16
PRT

Seqgiiéncia Artificial

MISC_FEATURE

Sintética

19

Gln Arg Asn Leu Arg Lys Val Arg Gly Pro Pro Val Ser

5

20

16

PRT

Seqiiéncia Artificial

MISC_FEATURE

Sintética

MISC_FEATURE

58

10

15



10

15

20

25

30

<222>

<223>
<400>
Phe Gln Trp

1

. <210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

' Phe Gln Trp

1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

(7)..(7)

norleucina

20

Gln Arg Asn Xaa Arg Lys Val Arg Gly Pro Pro Val Ser

5

21
11
PRT

Seqiiéncia Artificial

MISC_FEATURE

Sintética

21

Gln Arg Asn Val Arg Lys Val Arg .

5

22

11

PRT

Seqiiéncia Artificial

59

10

10

15



10

15

20

25

30

60

<221> MISC_FEATURE
<223> Sintética
<400> 22

Phe Gln Trp Gln Arg Asn Ile Arg Lys Val Arg

1 5 10
<210> 23

<211> 11

<212> PRT

<213> Seqiiéncia Artificial
<220>

<221> MISC_FEATUREV

<223> " sintética

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (7). (7)

<223> norvaliha

<400> A 23

Phe Gln Trp Gln Arg Asn Xaa Arg Lys Val Arg
1 5 : 10

<210> 24

<211> 11



61

<212> PRT

<213> . Seqgiiéncia Artificial
' <220>

<221> MISC_FEATURE

<223> Sintéﬁica

<400> 24 .

Phe Gln Trp.Gln Arg Asn Leu Arg Lys Val Arg

T 5 10
v<210> ‘25 |
<211; o 11

;212>' : PRT
. <213> Séqﬁépcié Artificial
<2205

<221> MISC__FEATURE

<223> - Sintética

<220>

<221> " MISC_FEATURE

<222> . (7)..(7)



10

15

20

25

30

<223>

<400>

Phe Gln Trp
1

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

aaatgcttcc aatggcaaag gaatatgaga aaagtgcgtg gccctcctgt cagctgcata

aagaga .

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

norleucina

25

Gln Arg Asn Xaa Arg Lys Val Arg

5

26

66

DNA

Seqiéncia Artificial

misc_feature

Sintética

26

27

2136

DNA

Homo sapiens

misc_feature

62

10 .



10

15

20

25

30

<223>
<400>
atgaaacttg
cgtaggagaa

caétggcaaa

. tccececcatcece

ggtggtttca
gtctacggga

ggcggcagcet

-aggaccgctg

ccacctgagc
gcagataaag
tgtgccttct
gacggggctg
gaggctgaaa

aagttcaaag

‘aatggcaagg

gacaagtcac

aaggactqtg

"ggctccggcet

cggcgtgcge

‘tggagtggct

atcgcecctgg
actgcatgca
agtgaccctg

gttaggagat

accgcegtgg

ggctcctgca
tctaatctct
agcaacgaga

gacgttgcat

_lactoferrina humana

27
tcttcctégt
ggagtgttca
ggaatatgag
agtgtatcca
tatacgaégc
ccgaaagaca
ttcagctgaa
gatggaatgt
bcattgaggc
gacagttccc
cctcécagga'
gagacgtggc
gggécgagta
actgccatct
aggatgccat
cgaaattcca
ccattgggtt
acttcactgc
gggtcgtgtg
tgagcgaagg
tgctgaaagg
aatgtggttt
atcctaactg
cagacactag
acaggactgc

aatttgatga

‘gtgctctgtg

gatactacgg

ttgtgaaaga

cctgectgttce
gtggtgcgcc
aaaagtgcgt
ggccéttgcg
éggcctggcc
gccacgaact
cgaactgcaa

ccctacaggg

agctgtggcce

caacctgtgt
accgtacttce
ttttatcaga
tgagttactc
ggccecgggtce
ctggaatctt
gctctttgge
ttcgagggtg
catccagaéc
gtgtgcggtg
cagcgtgécc
agaagctgat
ggtgcctgtce
tgtggataga
ccttacctgg
aggctggaat
atatttcagt
tattggcgac
ctacactggg

tgtcactgtc

63

ctcggggccc
gtatcccaac
ggccctcctg
gaaaacaggg
ccctacaaac
cactattatg
ggtctgaagt
acacttcgte
égg£tcttct
cgcctgtgtg
agctéctctg
gagagcacag
tgcccagaca
ccttctc;tg
ctcecgeccagg
tcccétagtg
ccccoccgagga
ttgaggaaaa
ggcgagcagg
tgctcctcgg
gccatgagtt
ctggcagaga
cctgtggaag
aactctgtga
atccccatgg
caaagctgtg
gagcagggtg

gctttececggt

ttgcagaaca

tcggactgtg
ccgaggccac
tcagctgcat
ccgatgetgt
tgcgacctgt
ccgtggctgt
cétgccacac
catﬁcttgaa
cagccagctg
cggggacagg
gtgccttcaa
tgtttgagga
acactcggaa
ccgttgtggce
cacaggaaaa
ggéagaaaga
tagattctgg
gtgaggagga
agctgcgcaa
ccteccaccac
tggatggagg
actacaaatc
gatatcttgc
aaggcaagaa
gcectgetett
ccecectgggtce
agaataagtg
gcctggctga

ctgatggaaa

tctggctgge
aaaatgcttc
aaagagagac
gacccttgat

agcggcggaa

ggtgaagaag

‘aggccttege

ttggacgggt
tgttcccggt
ggaaaacaaa
gtgtctgaga
cctgtcagac
gccagtggac

acgaagtgtg

gtttggaaag

tctgctgtte
gctgtacctt
agtggctgcc
gtgtaaccag
agaggactgc
atatgtgtac
ccaacaaagc
tgtggcggtg
gtcctgccac
caaccagacg
tgacccgaga
cgtgcccaac
gaatgctgga

taacaatgag

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680

1740



10

15

20

25

30

gcatgggcta

aagcctgtga
tctcggatgg

gggagaaatg
cttctgttca
aaatatttgg
cccctectgg
<210>
<211>
<212>
<213>
<220>

<221>

<223>

<220>
<221>
<222>

<223>

<400>

Lys Cys Phe
1

Val Ser Cys

aggatttgaa
ctgaggctag
ataaggtgga
gatctgactg
atgacaacac
gaccacagta
aagcctgtga

28
22

PRT

gctggcagac
aagctgccat
acgcctgaaa
cccggacaag
tgagtgtctg
tgtcgcaggce

attcctcagg

Seqiiéncia Artificial

MISC_FEATURE

Sintética

MISC_FEATURE

(9)..(9)
norleucina
28

64

tttgcgctge
cttgccatgg
caggtgctgc
ttttgcttat
gccagactcc
attactaatc

aagtaa

tgtgcctcga

ccccgaatca

tccaccaaca

tccagtctga

atggcaaaac

tgaaaaagtg

tggcaaacgg
tgccgtggtg

ggctaaattt

aaccaaaaac

aacatatgaa

ctcaacctcc

Gln Trp Gln Arg Asn Xaa Arg Lys Val Arg Gly'Pro Pro

5

Ile Lys Arg

20

10

15

1800

1860

1920

1980

2040

. 2100

2136
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<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

Lys Cys Arg
1

Ile Thr Cys

. <210>

‘<211>

<212>

<213>

<220>

<221>

<223>

<400>

29

22

PRT

Seqgiiéncia Artificial

MISC_FEATURE

Sintética

29

Arg Trp Gln Trp Arg Met Lys Lys Leu Gly Ala Pro Ser

5
val Arg Arg
20
30
18

PRT

Seqiéncia Artificial

MISC_FEATURE

Sintética

30

65

10
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Cys Arg Arg Trp Gln Trp Arg Met Lys Lys Leu Gly Ala Pro Ser Ile
1 5 10 15

Thr Cys
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REIVINDICAGOES
1. Peptideo tendo uma sequéncia de aminoacidos éompreen-
dendo pelo menos 8 aminoacidos consecutivos da proteina lactoferrina hu-
mana ou da proteina lactoferrina bovina, pelo que o peptideo é aprop,riadd
para atuar como um peptideo de penetragdo de célula.
2. Peptideo de acordo com a reivindicagdo 1, pelo que o pepti-

‘deo compreende pelo menos quatro aminoacidos catidnicos.

, 3. Peptideo de acordo com a reivindicagdo 1 ou 2, pelo que a
proteina lactoferrina humana tem uma sequéncia de aminoéacidos de acordo
com SEQ ID NO: 1 e a proteina lactoferrina bovina tem uma.sequéncia de

~aminoacidos de acordo com SEQ ID NO: 2.

4. Peptideo de acordo com quanUer uma das reivindicagdes de
1 a 3, pelo que o peptideo compreende pelo menos dois residuos Cys ou
seus analogos. | '

5. Peptideo de acordo com a reivindicagdo 4, pelo que o pepti-
deo compréende uma ligagao dissulfeto criada por dois residuos Cys ou uma
ligacao énéloga formada pelos analogos de cisteina.

- 6. Peptideo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
1 a 5, pelo que o peptideo compreende uma porgao tendo uma conformagéao
de hélice-alfa de cerca de 12 a 20 aminoacidos de comprimento, € uma por-

‘¢éo tendo uma conformagéo de folha-beta de cerca de 8 a 12 aminoacidos

de comprimento.
7. Peptideo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

1 a 6, pelo que o peptideo compreende de cerca de 8 a cerca de 60 residuos
de aminoéacidos. | '

8. Peptideo de acordo com a reivindicagdo 7, pelo que o pepti-
deo compreende de cerca de 20 a cerca de 45 residuos de aminoacidos.

9. Peptideo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
1 a 8, pelo que o peptideo tem uma sequiéncia de aminoacidos correspon-
dendo as posi¢des de aminoacidos 20 a 64 da sequéncia de aminoéacidos de
acordo com SEQ ID NO: 1.

10. Peptideo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes de
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1 a 9, pelo que o peptideo tem uma seqiiéncia de aminoacidos, pelo que a
extremidade terrhinaI-N do peptideo € um aminoéacido correspondendo a po-
sicbes de aminoacidos 20 a 64 da sequéncia de aminoacidos de acordo com
SEQ ID NO 1 ou SEQ ID NO: 2.

11. Peptideo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
1 a 10, pelo que o peptideo € selecionado do grupo cdmpreendendo

um peptideo tendo a seqliéncia de aminoacidos
KCFQWQRNMRKVRGPPVSCIKR (SEQID.No.3), '

~ um peptideo tendo a sequiéncia de aminoacidos
CFQWQRNMRKVRGPPVSC (SEQ.ID.No.4),

um peptideo tendo a sequiéncia de aminoacidos
FQWQRNMRKVRGPPVS (SEQ.ID.No.5),

_ um beptl’deo tendo a seqliéncia de aminoacidos
FQWQRNMRKVR. (SEQID No.6),
um peptideo tendo a sequiéncia de aminoacidos
KCRRWQWIG.GAPS&CM {SEQIDNo. 29), ¢
um peptideo tendo a seqliéncia de aminoéacidos
CRRWQWRMKKLGAPSITC (SEQ ID No. 30)
e seus derivados.

| 12. Peptideo de acordo com a reivindicagao 11, pelo que o pep-
tideo compreende uma sequéncia de acordo com SEQ ID NOs: 3, 4, 29, 30
ou um derivado das ditas seqiiéncias com uma identidade de sequéncia de
pelo menos 40%.

13. Peptideo de acordo com a reivindicagao 11 ou 12, pelo que o
peptideo € um derivado dos peptideos de acordo com qualquer uma de SEQ
ID NOs 2 a 5, pelo que os residuos metionina sao substituidos por um ami-
noacido selecionado do grupo compreendendo valina, isoleucina, n"orvalina,
leucina e norleucina. _ '

14. Peptideo de acordo com a reivindicagao 13, pelo que o pep-
tideo € um peptideo tendo un‘ia sequéncia de aminoacidos selecionada do
grupo compreendendo

KCFQWQRNVRKVRGPPVSCIKR (SEQ.ID.No.7)
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KCFQWQRNIRKVRGPPVSCIKR (SEQ.ID.No.8)
KCFQWQRNXRKVRGPPVSCIKR (SEQIDNo.9), onde X é norvalina,
KCFQWQRNLRKVRGPPVSCIKR (SEQ.ID.No.10), '
KCFQWQRNXRKVRGPPVSCIKR (SEQ.ID.No.28), onde X é norleucina,
CFQWQRNVRKVRGPPVSC (SEQIDNo. 11),

CFQWQRNIRKVRGPPVSC (SEQ IDNo. 12), |

- CFQWQRNXRKVRGPPVSC (SEQID.No. 13), onde X é norvalina,
CFQWQRNLRKVRGPPVSC (SEQ.ID.No. 14);
CFQWQRNXRKVRGPPVSC (SEQ.ID.No. 15), onde X é norleucina,
FQWQRNVRKVRGPPVS (SEQ.ID.No. 16), '
FQWQRNIRKVYRGPPVS (SEQ.ID.No.17),

FQWQRNXRKVRGPPVS (SEQIDNo.13), 5nde X & norvalina,
FQWQRNLRKVRGPPVS (SEQ.ID.No.19),

' FQWQRNXRKVRGPPVS (SEQID:No.20), onxe X é norleucina,

FQWQRNVRKVR (SEQ.ID.No.21),

FQWQRNIRKVR (SEQ.ID.No.22),

FQWQRNXRKVR (SEQID.No.23), onxe X é norvalina,
FQWQRNLRKVR (SEQID.No.24), o

FQWQRNXRKVR (SEQID.Ne.25),- onde X € norleucina.

15. Peptideo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de

11 a 14, pelo que os derivados tém um grupo de ligagdo preferivelmente se-

lecionado do grupo compreendendo tioéteres, pelo que o grupo de ligagao
substitui a ligacdo dissulfeto formada por estes residuos Cys. -

16. Peptideo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes de
1 a 15, pelo que 0 peptideo {é marcado radioativamente, preferivelrhente ten-
do incorporado um aminoacido marcado radioativamente, pelo que mais pre-
ferivelmente o aminoacido marcado radioativamente € um aminoacido mar-
cado com tritio.

17. Peptideo de acordo com qualquer uma das reivindicagdes 1
a 16, pelo que o peptideo ainda compreende uma porgdo que € apropriada
para detecgdo usando um processo para detecgdo, pelo que tal porgéo é
preferivelmente selecionada do grupo compreendendo fluoréforos, tragado-
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res e haptenos radioativos, pelo que preferivelmente o hapteno é biotina.

18. Complexo compreendendo um peptideo selecionado do gru-
po compreendendo um peptideo como definido em qualquer uma das reivin-
dicagdes de 1 a 17, lactoferrina humana e lactoferrina bovina, e uma molécu-
la-carga.

19. Complexo de acordo com a reivindicagdo 18, pelo que a mb-
lécula-carga esta covalentemente ou ndo-covalentemente ligada ao pepti-
deo.

20. Complexo de acordo com a reivindicagdo 18 ou 19, pelo que
a molécula-carga é selecionada do grupo compreendendo &cidos nucléicos,
aminoacidos, peptideos, proteinas, carboidratos, lipideos e moléculas pe-
quenas e misturas de quaisquer dos mesmos.

21. Complexo de acordo com qualquer uma das reivindicagoes
de 18 a 20, pelo que a molécula-carga esta presente como ou parte ou uma
estrutura, pelo que a estrutura é selecionada do grupo compreendendo na-
noparticulas, microparticulas, lipossomas e micelas.

22. Complexo de acordo com a reivindicagao 20, pelo que o &ci-
do hucl_éico é um acido nucléico selecionado do grupo compreendendo mo-
léculas de DNA, moléculas de RNA, moléculas de PNA, moléculas de siR-
NA, moléculas anti-sentido, ribozimas, aptameros, "spiegelmeros”, e molécu-
las-engodo.

23. Complexo de acordo com a reivindicagao 20, pelo que o pep-
tideo é selecionado do grupo compreendendo peptideos para vacinagao.
| 24. Complexo de acordo com a reivindicagao 20, pelo que o aci-
do nucléico é uma vacina baseada em acido nucléico.

25. Complexo de acordo com a reivindicagdo 20, pelo que as
nanoparticulas e/ou as microparticulas compreendem ou consistem em um
composto farmaceuticamente ativo.

26. Composicao compreendendo pelo menos um peptideo sele-
cionado do grupo compreendendo um peptideo de acordo com qualquer
uma das reivindicagbes de 1 a 17, lactoferrina humana e lactoferrina bovina,

€ uma molécula-carga.
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27. Composi¢gao compreendendo um complexo como definido
em qualquer uma das reivindicagdes 18 a 25.

28. Acido nucléico codificando um peptideo como definido em
qualquer uma das reivindicagbes 1 a 17, preferivelmente tendo uma seqﬂén'-
cia de acidos nucléicos de acordo com SEQ ID NO: 26 ou SEQ ID NO: 27.

29. Composicao compreendendo um acido nucléico como defi-

_nido na reivindicagao 28 e uma molécula-carga.

30. Composi¢gao de acordo com a re'ivindicagéo 29, pelo que a
molécula-carga é um acido nucléico e mais particularmente um RNA apro-
priado para vacinagéao. c

31. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 29, pelo que a
molécula-carga é um acido _nucléico codificando um peptideo.

32. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 31, pelo' que o

acido nucléico de acordo com a reivindicagao 28 esta operavelmente ligado

ao acido nucléico codificando um peptideo.

'33'. Composicao de acordo com a reivindicagédo 31, pelo que o
acido nucléico como definido na reivindicagdo 28 e o acido nucléico codifi-
cando um peptideo estao ligados em-estrutura.

34. Composi¢do de acordo com qualquer uma das reivindica-
¢Oes de 31 a 33, pelo que o peptideo é um agente farmaceuticamente ativo.

35. Uso de um peptideo como definido em qualquer uma das
reivindicagc”)es'de 1 a 17 como um peptideo de penetracdo de célula. _

~ 36. Uso de lactoferrina humana ou um derivado do mesmo fun-
cional ou de lactoférrina bovina ou um derivado do mesmo funcional como
um peptideo de penetragao de célula. ‘

37. Uso de acordo com a reivindicagao 36, pelo que a lactoferri-

na humana tem uma sequéncia de aminoacidos compreendendo posicoes

de aminoécidos 20 a 711 da sequéncia de aminoacidos de acordo com SEQ

ID NO: 1 ou um derivado do mesmo funcional e/ou a lactoferrina bovina tem
uma sequiéncia de aminoacidos compreendendo posigbes de aminoacidos
20 a 708 da sequiéncia de aminoacidos de acordo com SEQ ID NO: 2 ou um

derivado do mesmo funcional.
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38. Uso de um peptl’déo como definido em qualquer uma das
reivindicagdes de 1 a 17 como um agente de transfecgdo.

39. Uso de lactoferrina humana ou um derivado do mesmo fun-
cional ou de lactoferrina bovina ou um seu derivado do mesmo funcional
como um agente de transfecgao.

40. Uso de acordo com a reivindicagao 39, pelo que a lactoferri-
na humana tem uma seqiéncia de aminoacidos compreendendo posi¢des
de aminoacidos 20 a 711 da sequéncia de aminoacidos de acordo com SEQ
ID NO: 1 e/ou a’_lactoferrina bovina tem uma sequéncia dé aminoacidos
compreendendo posi¢des de aminoacidos 20 a 708 da sequéncia de amino-
acidos de acordo com SEQ ID NO: 2 ou um derivado do mesmo funcional.

41. l_Jso de uma composicdo como definida em qualquer uma
das reivindicagOes de 26 a 34 para a fabricagao de um medicamento.

-42. Uso de acordo com a reivindicagao 41, pelo que a molécula-
carga € um agente farmaceuticamente ativo.

43. Uso de uma composi¢gdo como definida em qualquer uma
das reivindicacdes de 26 a 34 para a fabricagdo de um agente diagnéstico.

| 44. Uso de abordo cbm a reivindicacao 43, pelo que a molécula-

carga é um marcador diagndstico.
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RESUMO
Patente de Invengdo: "PEPTIDEOS UTEIS COMO PEPTIDEOS DE PENE-
TRAC}AO DE CELULA" ‘ ‘ ) '
A presente invengdo refere-se a um peptideo tendo uma Se-
- quéncia de aminoacidos compreendendo pelo rrLenos 8 aminoacidos conse-
-cutivbs da proteina lactoferrin‘a humana ou a proteina Iactoferrina‘bovina
pelo que o peptideo é aproprlado para atuar como um peptldeo de penetra-

¢ao de celula »

PV
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