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(57) Resumo: PROCESSO DE OBTENCAO DE BIOCONJUGADOS PEPTIDICOS,
BIOCONJUGADOS PEPTIDICOS E SEUS USOS COMO ANTITUMORAIS. A presente invencéo se
refere a obtencéo de bioconjugados entre Melitina (SEQ ID NO: 5) e o peptideo aptamero P7 (SEQ ID
NO: 4), sendo esses: bioconjugado LO2121 (SEQ ID NO: 1), constituido de peptideo P7 + Melitina;
bioconjugado LO2122 (SEQ ID NO: 2), constituido de Melitina + peptideo P7; e Bioconjugado LO2123
(SEQ ID NO: 3), constituido de Melitina + espacador + peptideo P7, com ligacdo de espacador
hidrofilico (Fmoc- AEEA-OH), a serem usados no tratamento de células cancerigenas apresentadoras
do marcador tumoral CD44. Os bioconjugados apresentam alta especificidade para células
cancerigenas, com citotoxicidade significativa em células tumorais e maior viabilidade celular em
linhagens celulares ndo tumorais, além de estabilidade no soro em diferentes concentragdes,
representando um grande avanco tecnolégico no tratamento quimioterapico contra células tumorais em
diversos tipos de cancer devido a facilidade de sintese, seletividade, alta toxicidade em tumores e
facilidade de penetragéo celular.
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PROCESSO DE OBTENCAO DE BIOCONJUGADOS PEPTIDICOS,
BIOCONJUGADOS PEPTIDICOS E SEUS USOS COMO ANTITUMORAIS

INTRODUCAO
[001] O presente pedido de patente descreve o processo de obtencdo de
bioconjugados peptidicos e de seu uso como no tratamento de células
cancerigenas apresentadoras do marcador tumoral CD44, sendo uma terapia
promissora contra diversos tipos de cancer devido a facilidade de sintese, sua
seletividade, alta toxicidade em tumores e facilidade de penetracao celular.
CAMPO DE APLICACAO
[002] A presente invencdo se insere no contexto de biotecnologia, ao campo de
necessidades humanas, ao campo de ciéncias médica ou veterinaria, mais
especificamente ao campo de preparacbes para finalidades médicas contendo
peptideos, por se referir a obtencdo de bioconjugados peptidicos, compreendidos
de Melitina e do peptideo aptamero P7, e de seu uso como no tratamento de
células cancerigenas apresentadoras do marcador tumoral CD44.
ESTADO DA TECNICA

[003] O céancer foi e continua sendo uma das patologias com maior abordagem
cientifica, isso porque as pesquisas investigam meios de controle, de sensibilizacédo
das células tumorais e até mesmo meios mais aplicAveis ao tratamento em si.
Dados da OMS apresentam que em 2018 houve uma incidéncia de 18,1 milhdes de
casos de cancer no mundo, e que até 2040 os numeros estardo proximos de 29,6
milhdes. Quanto a mortalidade, em 2018 foram registrados cerca de 9,6 milhdes de
mortes por cancer, e a estimativa para 2040 chega a 16,4 milhées (WHO, 2018).
Sobre a localizagdo primaria, a incidéncia dos casos € maior em cancer de pulmao,
representando cerca de 2,1 milhdes de casos, seguido de cancer de mama, com
valores proximos de 2,1 milhdes, seguido por cancer do colon, apresentando cerca
de 1,9 milhées de casos em ambos os géneros. Considerando o género, o tipo de

cancer mais incidente em mulheres é o cancer de mama, representando cerca de
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24%, jA em homens, a incidéncia maior é de cancer de pulmao, representando
14,5% e cancer de préstata, representando 13,5% dos casos (WHO, 2018).

[004] No Brasil, segundo o Instituto Nacional de Céancer (INCA), para o ano biénio
2018-2019, o cancer com maior incidéncia em homens é o cancer de préstata, com
estimativas de 68.220 mil casos novos, cerca de 31,7%, seguido pelo cancer de
mama em mulheres, representando 59.700 mil novos casos, com representacéo de
29,5%. Céancer de pulmao apresenta-se como segundo cancer mais incidente em
homens, representando cerca de 18.740 novos casos (8,7%), e em mulheres colon
e reto aparecem como segundo cancer mais incidente, com 18.980 novos casos
(9,4%) (INCA, 2019).

[005] Em relacdo aos em tratamentos convencionais do cancer, varias sao as
reacbes adversas encontradas. E muito frequente a ocorréncia de mielossupressao
e trombocitopenia (diminuicdo da producdo de células sanguineas), mucosite
(evento inflamatdrio no trato digestivo) e alopecia (perda de cabelo) (RIEDL et al.,
2011). Claramente, novas abordagens terapéuticas com reducdo do risco de
desenvolvimento de resisténcia e maior seletividade cancer sdo urgentemente
necessarias. Dentre essas alternativas os peptideos antitumorais surgem como
excelentes ferramentas de interesse na pesquisa, pois além dessas moléculas
estarem entre 0os mais curtos peptideos bioativos conhecidos, o que facilita sua
sintese e diminui os custos, devido as suas baixas massas moleculares, eles
apresentam elevada difusdo para os tecidos, o que diminuiria sua imunogenicidade,
evitando assim a indug&o de uma resposta por anticorpos.

[006] Os peptideos anticancer surgem como uma terapia promissora contra
diversos tipos de cancer devido a facilidade de sintese, sua seletividade, alta
toxicidade em tumores e facilidade de penetracdo celular. Os ACPs podem atuar
por diferentes alvos moleculares, como membrana celular (necrose), membrana
mitocondrial (apoptose), através de formacao de poros ou lise total da membrana, e

por atividade ndo membrana.
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[007] O documento Screening of Peptides Bound to Breast Cancer Stem Cell
Specific Surface Marker CD44 by Phage Display (PARK et al.; 2012), descrevem
CD44, uma glicoproteina de membrana associada ao cancer envolvida na adeséo
celular e progressao tumoral, tem sido implicado como um antigeno de células-
tronco cancerigenas em Vvarios canceres, incluindo cancer de mama. Se a
sensibilidade de deteccdao do CD44 como um marcador de cancer pudesse ser
melhorada, isso teria aplicagbes clinicas importantes. Em comparacdo com
tratamentos em fase inicial de outros tipos de cancer, o tratamento do cancer de
mama tem maior probabilidade de resultar em resultados positivos, portanto essa
deteccédo precoce é crucial. Portanto, o0 CD44 € um potencial alvo diagnostico para
deteccdo da patologia. A anterioridade descreve o uso uma biblioteca de peptideos
para rastrear novos peptideos diversos que se ligam ao CD44 com alta afinidade e
caracterizou a ligacdo especifica destes peptideos. A presente invencao
proporciona base para desenvolver novos peptideos de diagndstico que possam
substituir anticorpos como CD44 sondas de deteccao.

[008] O documento Melittin, a major peptide component of bee venom, and its
conjugates in cancer therapy (RADY, I. et al.; 2017) descreve a melitina (MEL), um
importante componente peptidico do veneno de abelha, como um atrativo candidato
a terapia do cancer. Esse agente mostrou uma variedade de efeitos
anticancerigenos em cultura celular pré-clinica e sistemas de modelo animal.
Apesar de uma eficacia convincente contra varios tipos de céancer, a sua
aplicabilidade aos seres humanos tem enfrentado desafios, devido a varios
problemas, incluindo sua citotoxicidade inespecifica, degradacdo e atividade
hemolitica. Varias abordagens de otimizacao, incluindo a utilizacéo de a entrega de
MEL baseada em nanoparticulas tem sido utilizada para contornar os problemas. A
anterioridade apontada resume o entendimento atual dos efeitos anticancerigenos
do componente peptidico do veneno de abelha em diferentes tipos de cancer. Além
disso, apresenta as informacdes disponiveis para o possivel mecanismo de acao da
melitina (MEL).
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[009] A anterioridade US20190015521, intitulada "Topical delivery of therapeutic
agents using cell-penetrating peptides for the treatment of age-related macular
degeneration and other eye diseases", revela um sistema do tipo drug-delivery
compreendendo um agente terapéutico e um peptideo de penetracéo celular (CPP),
dentre os quais o P7 e um fragmento da Melitina sdo candidatos, para tratar um
transtorno ocular. Ainda que a anterioridade revele a sequéncia do peptideo P7 e
de um derivado de Melitina, ambas as moléculas fazem parte de uma lista de
peptideos de penetracdo de membrana candidatos para uso em um sistema de
drug delivery em ligacdo a um agente terapéutico, ou seja, apesar das conhecidas
propriedades antitumorais de ambos os peptideos, nenhum deles é tratado no
documento como sendo o agente terapéutico em si. Ademais, o documento €&
direcionado ao tratamento de uma doenca diferente da presente invencéao, a saber,
um transtorno ocular.

[010] A anterioridade EP3789041, intitulada "Targeting m2-like tumor-associated
macrophages by using melittin-based pro-apoptotic peptide”, revela um conjugado
de farmaco anti-cancer de Melitina direcionado a macrofagos associados a tumores
do tipo M2 e o método de preparagcdo do mesmo, para uso em sistema de drug-
delivery.

[011] A anterioridade KR20120094173, intitulada "Peptides targeting the cd44
proteinas a biomarker for breast cancerstem cell and uses thereof”, revela o uso do
polipeptideo P7 para o diagnéstico e prevencdo de canceres relacionados a
expressdo de CD44 e sugere o0 uso de tal peptideo em sistemas para a entrega de
drogas.

[012] Em busca pelas sequéncias biologicas dos trés bioconjugados pleiteados, os
melhores resultados apresentam percentual de cobertura elevado, de até 94%, com
similaridade de 100%. No entanto, ndo foi encontrada sequéncia idéntica para
nenhum dos bioconjugados buscados. Os percentuais de cobertura e similaridade
elevados podem ser atribuidos ao fato de que o peptideo Melitina € amplamente

conhecido e estudado no estado da técnica, de modo que o trecho relacionado ao
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mesmo, € encontrado € muitas construcdes biotecnoldgicas e para as mais diversas
finalidades.
[013] Assim, no contexto do tratamento de cancer, os peptideos de penetracdo de
membrana tém sido utilizados como veiculos de entrega para transportar diferentes
cargas terapéuticas. Isso pode incluir agentes quimioterapicos convencionais ou até
mesmo moléculas terapéuticas inovadoras, como drogas anticancer direcionadas a
partir do uso de peptideos, os quais podem também exibir propriedades bioativas
diretas contra células cancerigenas, como é o caso da Melitina.
[014] Apesar das anterioridades presentes no atual estado da técnica, nenhuma
delas antecipa a obtencédo de bioconjugados entre Melitina e o peptideo aptamero
P7, com caracteristicas de alta especificidade para células cancerigenas, com
citotoxicidade significativa em células tumorais, maior viabilidade celular em
linhagens celulares ndo tumorais e estabilidade em soro em diferentes
concentragbes, o que corrobora com inventividade e contribuicAo da presente
invencdo ao campo técnico.
[015] Cabe destacar que, para se alcancar a combinacdo da sequéncia dos
bioconjugados, sdo necessarios inUmeros testes experimentais nao triviais e,
portanto, de carater ndo rotineiro para um técnico no assunto, o que corrobora com
a inventividade da presente invencgao.

OBJETIVOS DA INVENCAO
[016] A presente invencdo possui como objetivos disponibilizar: bioconjugados entre
Melitina e o peptideo aptamero P7 (LO2121 (SEQ ID NO: 1), LO2122 (SEQ ID NO:
2) e LO2123 (SEQ ID NO: 3)) para o tratamento de células cancerigenas
apresentadoras do marcador tumoral CD44; seu processo de obtencdo e 0 uso
desses bioconjugados para tratamento de cancer.

VANTAGENS DA INVENCAO
[017] A vantagem da presente invencao consiste na obtencdo de bioconjugados
entre Melitina e o peptideo aptamero P7 (LO2121 (SEQ ID NO: 1), LO2122 (SEQ ID
NO: 2) e LO2123 (SEQ ID NO: 3)), que apresentam alta especificidade para células
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cancerigenas, com citotoxicidade significativa em células tumorais e maior
viabilidade celular em linhagens celulares ndo tumorais, além de apresentarem
estabilidade no soro em diferentes concentracdes, resolvendo dessa maneira, 0
problema técnico de os peptideos anticancer serem pouco seletivos aos seus alvos
especificos. Dessa maneira, a presente invencdo visa solucionar a baixa
seletividade dos peptideos anticancer, por meio de sua bioconjugacédo ao peptideo
aptamero P7.

DESCRICAO DETALHADA DAS FIGURAS
[018] A Figura 1 é um grafico que mostra o perfil cromatografico do peptideo
aptamero P7 puro em uma coluna de fase reversa C18 em um gradiente de
solvente B de 5-95%, durante 30 minutos.
[019] A Figura 2 sdo graficos que ilustram a analise de citometria de fluxo para
quantificacdo da marcacéo do peptideo LO1904 em linhas celulares MCF-7 (Figura
2A), A549 (Figura 2B) e MRC-5 (Figura 2C) em concentragdes de 128 pg/mL, 32
Mg/mL, 8 ug/mL, 1 ug /mL.
[020] A Figura 3 mostra a estratégia de sintese dos bioconjugados LO2121 (SEQ ID
NO: 1), LO2122 (SEQ ID NO: 2) e LO2123 (SEQ ID NO: 3), obtidos a partir de
sintese em fase sdlida entre o peptideo aptdmero P7 e o peptideo antitumoral
Melitina.
[021] A Figura 4 mostra o perfil cromatogréafico de bioconjugados de peptideos
puros LO2121 (Figura 42 - SEQ ID NO: 1), LO2122 (Figura 4B - SEQ ID NO: 2) e
LO2123 (Figura 4C - SEQ ID NO: 3) em uma coluna de fase reversa C18 em um
gradiente de solvente B de 5-95%, durante 30 minutos.
[022] A Figura 5 séo graficos que ilustram o ensaio de viabilidade celular de linhas
celulares MRC-5 (Figura 5A), MCF-7 (Figura 5B) e A549 (Figura 5C) tratadas com
peptideos LO1903, Melitina, bioconjugado LO2121 (SEQ ID NO: 1), LO2122 (SEQ
ID NO: 2) e LO2123 (SEQ ID NO: 3) em concentragdes de 128 pg/mL a 1 pg/mL.
Um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo (*significancia em

relacdo a Melitina e aos bioconjugados, **significancia entre os bioconjugados).
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DESCRICAO DA LISTAGEM DE SEQUENCIAS
[023] A seguir € descrita a listagem das sequéncias importantes para a reproducao
da presente invencao:
v' SEQ ID NO: 1 - Bioconjugado LO2121, constituido de Peptideo P7 + Melitina;
v' SEQ ID NO: 2 — Bioconjugado LO2122, constituido de Melitina + Peptideo P7;
v SEQ ID NO: 3 — Bioconjugado LO2123, constituido de Melitina + espacador +
Peptideo P7;
v" SEQ ID NO: 4 — Peptideo aptamero P7;
v SEQ ID NO: 5 — Melitina.
DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
[024] O presente pedido de patente inicialmente sintetizou o peptideo aptamero P7
(SEQ ID NO: 4) para confirmar suas propriedades de ligacdo as células tumorais
por citometria de fluxo, para tanto, uma sonda fluorescente foi acoplada a regido N-
terminal desta molécula. O peptideo ligado a sonda fluorescente foi denominado
LO1904. ApOs a sintese previamente descrita de LO1904, o grau de pureza foi
analisado por cromatografia analitica em coluna C18 de fase reversa em um
gradiente B de solvente de 5-95%, ao longo de 30 min a uma taxa de fluxo de 1
mL/min (conforme Figura 1).
[025] Em seguida, foram realizadas analises para confirmar a ligacao do peptideo
aptamero as células tumorais de interesse. No experimento de citometria de fluxo
foi possivel avaliar a marcacdo do peptideo aptamero LO1904 em proteinas de
membrana na linhagem celular de cancer de mama (MCF-7), onde o peptideo
LO1904 apresentou marcacgao significativa nas concentragées de 128 pg/mL (60 %
de marcacdo de peptideo) e 32 pg/mL (25% de marcagcdo de peptideo).
Corroborando os resultados da citometria de fluxo, foi possivel observar por
microscopia marcacéo evidente para o peptideo LO1904 na linha celular MCF-7
(conforme Figura 2A). Para a linha celular de adenocarcinoma de pulm&o humano
(A549), foi observada marcacéo evidente nas concentragdes de 128 pug/mL (27,5%

de marcacao de peptideo) e 32 ug/mL (4,7% de marcacgdo de peptideo), enquanto
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nas outras concentragbes nao houve rotulagem evidente. Em relacdo a
microscopia, a analise da linha celular A549 tratada com o peptideo aptamero
LO1904 mostrou células marcadas em concentragcdes superiores a 32 pg/mL
(conforme Figura 2B). Para a linha celular ndo tumoral MRC5, o peptideo aptamero
LO1904 apresentou apenas baixa marcagao na concentragao de 128 ug/mL (16,5%
marcacao de peptideo), enquanto nas demais concentracdes testadas a marcacao
foi irrelevante. Corroborando com os resultados da citometria, nas imagens de
microscopia de fluorescéncia ndo foi possivel observar sinal evidente (Figura 2C).
Com os resultados da citometria de fluxo para as linhagens A549, MRC-5 e MCF-7
tratadas com o peptideo LO1904, foi possivel observar que ha ligacdo evidente,
principalmente para a linhagem tumoral MCF-7. Além disso, apenas uma marcagao
fraca desse peptideo foi observada no MRC-5, mostrando maior afinidade por
células tumorais, como esperado.

[026] Apds a confirmacao de que o peptideo aptamero P7 (SEQ ID NO: 4) (LO1904)
foi capaz de se ligar especificamente a proteinas de membrana superexpressas na
superficie tumoral, incluindo a linha celular de tumor de mama MCF -7, foram
sintetizados os bioconjugados entre Melitina (SEQ ID NO: 5), um peptideo
antitumoral bem estabelecido, e o peptideo aptamero P7 (SEQ ID NO: 4). Para isso,
foram utilizadas trés estratégias diferentes (Figura 3).

[027] Os bioconjugados LO2121 (SEQ ID NO:1), LO2122 (SEQ ID NO:2) e LO2123
(SEQ ID NO:3), sendo o ultimo com a ligacdo de espacador hidrofilico (Fmoc-
AEEA-OH) entre o peptideo antitumoral e o peptideo aptamero; pleiteados na
presente invencdo sao sintetizados por sintese de peptideos em fase sélida. Os
bioconjugados LO2121 (SEQ ID NO:1) e LO2122 (SEQ ID NO:2) foram sintetizados
e a posicao (N- ou C-terminal) do peptideo aptamero foi analisada de modo a definir
se ela interferiria na capacidade de se ligar ao receptor e/ou na atividade
antitumoral. O LO2123 (SEQ ID NO:3) foi sintetizado com um espacador hidrofilico
(Fmoc- AEEA-OH) entre o peptideo antitumoral e o peptideo aptamero, com a

intencdo de proporcionar melhor solubilidade e mobilidade as moléculas e,
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consequentemente, melhorar a atividade antitumoral e a capacidade de ligacdo do
bioconjugado.

[028] Apls a sintese e purificacdo dos bioconjugados, foi realizado o ensaio MTT
para avaliar a viabilidade celular apds os tratamentos e comparar a citotoxicidade
em relacdo a Melitina e peptideo aptamero P7 isoladamente.

[029] Para tanto, com 0 objetivo de comparacao, inicialmente foi realizado o ensaio
de viabilidade celular em células ndo tumorais. Para este propdsito, foi utilizada a
linhagem de células pulmonares, MRC-5. Na linhagem celular MRC-5, nas
concentracfes de 128 pg/mL, 64 pg/mL e 32 pg/mL a atividade de todos os
bioconjugados foi semelhante a atividade da Melitina. Porém, na concentracdo de
16 pg/mL os bioconjugados LO2122 (SEQ ID NO:2) e LO2123 (SEQ ID NO:3)
mostraram-se menos citotoxicos que a Melitina, com destaque para o LO2123 (SEQ
ID NO:3), uma vez que a viabilidade foi superior a 50%, enquanto a viabilidade
apresentada pela Melitina foi de 1%. Na concentracdo de 8 pg/mL a viabilidade
celular e a baixa citotoxicidade do LO2123 foi muito significativa, demonstrando
assim uma menor citotoxicidade contra células ndo tumorais, em comparagdo com
a Melitina. Nas outras concentragdes (4 pg/mL, 2 pg/mL e 1 pg/mL) a atividade
citotdéxica de todos os bioconjugados e da melitina diminuiu (conforme ilustrado na
Figura 5A).

[030] Em relacéo a linha celular de cancer de mama, MCF-7, a linha celular & qual o
peptideo aptamero apresentou maior capacidade de ligacdo, conforme mostrado
acima, e a linha celular a qual Park et al. (2012) validaram a ligacdo do peptideo,
em todas as concentracdes testadas, os bioconjugados (exceto LO2121 (SEQ ID
NO:1) em 16 pg/mL), apresentaram atividade citotoxica semelhante a Melitina
(conforme apresentado na Figura 5B). E importante ressaltar que esses resultados
sdo extremamente promissores, pois confirmam a hipotese de que o0s
bioconjugados entre aptameros e peptideos antitumorais podem manter a
citotoxicidade para células tumorais e apresentam efeito minimo contra células ndo

tumorais (conforme apresentados nas Figuras 5A e 5B), principalmente no
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concentracdes de 16 pg/mL e 8 pg/mL para os peptideos LO2122 (SEQ ID NO:2) e
LO2123 (SEQ ID NO:3) (enfatizando a baixa toxicidade de LO2123 (SEQ ID NO:3)
em linhas celulares ndo tumorais nessas concentragdes).

[031] Para A549, linhagem celular de adenocarcinoma de pulmdo humano, nas
concentracbes de 128 pg/mL, 64 pg/mL, 32 pg/mL e 16 pg/mL, os bioconjugados
apresentaram niveis semelhantes de atividade da Melitina. Entretanto, na
concentragdo de 8 pg/mL, embora a Melitina tenha apresentado maior
citotoxicidade, os bioconjugados LO2122 (SEQ ID NO:2) e LO2123 (SEQ ID NO:3)
também apresentaram atividade significativa (conforme ilustrado na Figura 5C).
Esses resultados indicam que a concentracdo mais promissora testada foi de 16
pug/mL para o peptideo LO2123 (SEQ ID NO:3), que apresentou a maior poténcia
contra células tumorais e o menor impacto contra células ndo tumorais (melhor
especificidade).

[032] Considerando as analises de viabilidade das linhagens celulares A549, MRC-
5 e MCF-7 em relacdo ao peptideo aptamero P7, foi possivel concluir que o
peptideo aptamero ndo apresentou citotoxicidade para as linhagens celulares
testadas. Por outro lado, a Melitina, por ser um peptideo litico de membrana contra
uma variedade de linhagens celulares (JAMASBI, MULARSKI, SEPAROVIC, 2016),
apresentou potencial citotoxico para todas as células testadas, tanto de linhagens
celulares tumorais quanto ndo tumorais, o que justifica a sintese de bioconjugados
na busca de especificidade para células tumorais.

[033] Conforme exposto, a presente invencdo refere-se a obtencdo dos
bioconjugados peptidicos LO2121 (SEQ ID NO: 1), LO2122 (SEQ ID NO: 2) e
LO2123 (SEQ ID NO: 3), a partir de sintese de peptideos em fase soélida entre o
peptideo antitumoral Melitina (SEQ ID NO: 5) e o peptideo aptamero P7 (SEQ ID
NO: 4), a serem empregados para a preparacdao de composi¢cdes antitumorais para
o tratamento de células cancerigenas apresentadoras do marcador tumoral CD44,
em concentragcdes de 128 pug/mL a 1 pg/mL. Mais especificamente, o bioconjugado

peptidico LO2121 é compreendido pela SEQ ID NO: 1, resultante da sintese em
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fase sélida de Peptideo P7 (SEQ ID NO: 4) + Melitina (SEQ ID NO: 5); o
bioconjugado peptidico LO2122 é compreendido pela SEQ ID NO: 2, resultante da
sintese em fase sélida de Melitina (SEQ ID NO: 5) + Peptideo P7 (SEQ ID NO: 4); e
0 bioconjugado peptidico LO2123 é compreendido pela SEQ ID NO: 3, resultante
da sintese em fase sélida de Melitina (SEQ ID NO: 5) + espacador hidrofilico
(Fmoc- AEEA-OH) + Peptideo P7 (SEQ ID NO: 4).

[034] Dessa maneira, a presente invencao disponibiliza bioconjufgados de alta
especificidade para células cancerigenas, com citotoxicidade significativa em
células tumorais e maior viabilidade celular em linhagens celulares ndo tumorais,
além de apresentarem estabilidade no soro em diferentes concentracdes,
resolvendo o problema técnico de os peptideos anticancer serem pouco seletivos

aos seus alvos especificos.
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REIVINDICACOES

1. Processo de obtencdo de bioconjugados peptidicos caracterizado por
compreender a sintese de peptideos em fase sélida entre o peptideo
antitumoral Melitina (SEQ ID NO: 5) e o peptideo aptamero P7 (SEQ ID
NO: 4), para obtencdo dos bioconjugados LO2121 (SEQ ID NO: 1),
LO2122 (SEQ ID NO: 2) e LO2123 (SEQ ID NO: 3).

2. Bioconjugados peptidicos, obtidos conforme descrito na reivindicagéo 1,
caracterizados por compreenderem a associacdo do peptideo
antitumoral Melitina (SEQ ID NO: 5) e o peptideo aptamero P7 (SEQ ID
NO: 4).

3. Bioconjugado peptidico LO2121, de acordo com a reivindicagdo 2,
caracterizado por ser compreendido pela SEQ ID NO: 1, resultante da
sintese em fase soélida de Peptideo P7 (SEQ ID NO: 4) + Melitina (SEQ ID
NO: 5).

4. Bioconjugado peptidico LO2122, de acordo com a reivindicagdo 2,
caracterizado por ser compreendido pela SEQ ID NO: 2, resultante da
sintese em fase sélida de Melitina (SEQ ID NO: 5) + Peptideo P7 (SEQ ID
NO: 4).

5. Bioconjugado peptidico LO2123, de acordo com a reivindicacdo 2,
caracterizado por ser compreendido pela SEQ ID NO: 3, resultante da
sintese em fase sélida de Melitina (SEQ ID NO: 5) + espacador hidrofilico
(Fmoc- AEEA-OH) + Peptideo P7 (SEQ ID NO: 4).

6. Uso dos bioconjugados peptidicos, definido de acordo com qualquer uma
das reivindicagbes de 2 a 5, caracterizado por ser para a preparacao de
composi¢des antitumorais a serem empregadas no tratamento de células
cancerigenas apresentadoras do marcador tumoral CD44.

7. Uso dos bioconjugados peptidicos, de acordo com a reivindicagcédo 6,
caracterizado pelos bioconjugados serem empregados em

concentracOes de 128 pyg/mL a 1 pg/mL.

Peticao 870230112226, de 19/12/2023, pag. 19/34



2/2

8. Uso dos bioconjugados peptidicos, de acordo com a reivindicacédo 6,
caracterizado pelos bioconjugados LO2122 (SEQ ID NO:2) e LO2123
(SEQ ID NO:3) serem, preferencialmente, empregados na concentracao
de 16 pg/mL.

9. Uso dos bioconjugados peptidicos, de acordo com a reivindicacédo 6,
caracterizado pelo bioconjugado LO2123 (SEQ ID NO:3) ser
empregado, preferencialmente, na concentracao de 8 pg/mL.
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RESUMO

PROCESSO DE OBTENCAO DE BIOCONJUGADOS PEPTIDICOS,
BIOCONJUGADOS PEPTIDICOS E SEUS USOS COMO ANTITUMORAIS

A presente invencao se refere a obtencéo de bioconjugados entre Melitina (SEQ ID
NO: 5) e o peptideo aptamero P7 (SEQ ID NO: 4), sendo esses: bioconjugado
LO2121 (SEQ ID NO: 1), constituido de peptideo P7 + Melitina; bioconjugado
LO2122 (SEQ ID NO: 2), constituido de Melitina + peptideo P7; e Bioconjugado
LO2123 (SEQ ID NO: 3), constituido de Melitina + espacador + peptideo P7, com
ligacdo de espacador hidrofilico (Fmoc- AEEA-OH), a serem usados no tratamento
de células cancerigenas apresentadoras do marcador tumoral CD44. Os
bioconjugados apresentam alta especificidade para células cancerigenas, com
citotoxicidade significativa em células tumorais e maior viabilidade celular em
linhagens celulares ndo tumorais, além de estabilidade no soro em diferentes
concentracfes, representando um grande avanco tecnoldgico no tratamento
quimioterapico contra células tumorais em diversos tipos de cancer devido a
facilidade de sintese, seletividade, alta toxicidade em tumores e facilidade de

penetracdo celular.
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Este anexo apresenta o codigo de controle da listagem de sequéncias
bioldgicas.

Cédigo de Controle

Campo 1

7 928AF2A3F9 67 4CcC1

Campo 2

07 609 7B8B67EAEDO0A1

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: Listagem de
- Data de Geracédo do Cdédigo: 19/12/2023
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 19:05:38
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: 7928AF2A3F9674C1
- Campo 2: 076097B8B67EAEOQ1
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