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“PEPTIDEOS SINTETICOS, ANALOGOS AOS DO FEIJAO CAUPi, COM A ATIVIDADE DE
INIBICAO DA ENZIMA HMG-COA REDUTASE”.

CAMPO TECNICO DA INVENGAO

[001] A presente patente de invengdo trata de peptideos sintéticos, andlogos aos do
feijdo caupi, com a atividade de inibicdo da enzima HMG-CoA redutase. A enzima HMG-
CoA redutase é responsavel pela sintese do colesterol endégeno, que por sua vez esta
intimamente relacionado com a incidéncia de doencas cardiovasculares. Moléculas
capazes de regular a sintese endégena do colesterol possibilitam a criacdo de novos
farmacos para reducdo da incidéncia e da mortalidade causadas por doencas
cardiovasculares.

HISTORICO DA INVENCAO

[002] Segundo a Organizagdo Mundial da Saude as doengas crénicas nao-
transmissiveis foram responsaveis por 41 das 57 milhdes de mortes no mundo em 2016.
A maioria destas mortes foram causadas por doencas cardiovasculares - DCV - 44 %,
seguido dos canceres 22 %, doengas respiratdrias cronicas 9 % e diabetes 4 % ‘WHO
2018'. No Brasil, este cenario ndo é diferente, entre periodo de 2004 a 2014, o
percentual de mortes relacionadas as DCVs foi de 28,73 %, neoplasias 15,62 %, doencas
respiratorias 10,5 % e diabetes 4,61 % ‘SBC 2019’. Hoje, ha um consenso na literatura
de que a dislipidemia, especialmente a hipercolesterolemia, deve ser considerada a
principal causadora da aterosclerose e, consequentemente, das DCVs - ‘Baik et al. 2013’.
[003] Atualmente, as diretrizes para  tratamento farmacolégico de
hipercolesterolemias indicam o uso das estatinas. Contudo, muitos efeitos adversos tém
sido relacionados ao seu uso, tais como: dor abdominal, diarréia, cefaléia, nduseas,
dispepsia, mialgia, fadiga, hepatotoxicidade, rabdomidlise, dentre outros. Dentre esses,
0s mais graves sdo a hepatotoxicidade e a rabdomidlise ‘Faludi et al. 2017, Campo e
Carvalho 2007’

[004] Considerando que as estatinas agem nos hepatdcitos, a toxicidade hepatica deve
ser bem avaliada em pacientes tratados com estes fdrmacos. Assim como deve-se ter
maior atencdo em pacientes com histérico de doencas hepaticas ou que fazem uso

concomitante de outras substancias toxicas ao figado ‘Faludi et al. 2017, Thompson et
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al. 2016".

[005] No caso das miopatias, estas sdo responsaveis por reduzir significativamente a
aderéncia dos pacientes ao tratamento. Além disso, podem evoluir para um quadro de
rabdomidlise que é caracterizado por uma necrose muscular que libera para circulagdo
sanguinea a mioglobina das células musculares. Dentre os sintomas da rabdomidlise
apresentam-se mialgia, fraqueza muscular e urina escura. Soma-se a isso, o fato de que
a mioglobina presente no sangue passa a lesar os rins, culminando num quadro mais
grave de insuficiéncia renal aguda ‘Moniz et al. 2017; Thompson et al. 2016; Gulum e
Hume 2015’.

[006] Como uma alternativa terapéutica, os peptideos tém ganhado destaque na
pesquisa e desenvolvimento farmacéutico. Estas moléculas sdo reconhecidas por serem
altamente seletivas e eficazes, além disso sdao relativamente seguras e bem toleradas
pelo organismo ‘Fosgerau e Hoffmann 2015; Otvos e Wade 2014’. Neste contexto, as
proteinas das leguminosas destacam-se quanto ao seu papel no metabolismo e na
prevencdo de desordens lipidicas. Os estudos indicam que os peptideos derivados
destas proteinas podem modular o metabolismo lipidico ‘Ferreira et al. 2015’.
ANALISE DO ESTADO DA TECNICA

[007] Em pesquisa realizada em bancos de dados especializados foram encontrados
documentos referentes a novos peptideos para controlar hipercolesterolemias por
diversos mecanismos de acao, tais como:

i) inibicdo da atividade da HMG-CoA redutase encontrado nos documentos de nQ.
KR100900044B1, CN103739666A, CN103739665A;

ii) reduzindo a expressao da HMG-CoA redutase encontrado no documento de n2.
WO02008034117A2;

iii) modulagdo via sistema imunoldgico encontrado nos documentos de n2.
WO02019136307A1, WO2019094581A1, WO2019033040A1;

iv) vacinas encontradas nos documentos de n2. W02015128287A1, EP3409770A2,
WO02018189705A1;

v) modulacdo via sistema enddcrino encontrado nos documentos de ne.

WO02017210100A1, WO2011048614A2;
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vi) estimulagdo do efluxo do colesterol encontrado nos documentos de ne9.
WO02016044177A1, WO02016019333A1, WO02014144708A1, WO2011139819A2,
W02008156873A2, W02009129263A1; e

vii) inibindo a absor¢do do colesterol encontrado no documento de n2. JP2003238590A.
[008] No entanto, nenhum dos documentos citados acima descreve os peptideos
sintéticos obtidos e descritos na presente invencdo, ficando evidente a novidade da
presente invengao.

[009] O artigo “Proteolytic hydrolysis of cowpea proteins is able to release peptides
with hypocholesterolemic activity”, publicado em abril de 2015, descreve parte do
processo de obtengao dos peptideos, descrevendo os peptideos obtidos do feijao caupi.
[010] Ainda, o artigo “In vitro and in silico studies of 3-hydroxy-3-methyl-glutaryl
coenzyme: A reductase inhibitory activity of the cowpea GIn-Asp-Phe peptide”, publicado
pelo Requerente em marco de 2018, descreve a identificacdo de outros peptideos com
indicacdo de atividade de inibicdo da enzima HMG-CoA redutase. O grupo de peptideos
identificados foi utilizado como base para o processo de aprimoramento e obtencao
sintética de novos peptideos.

[011] Estes dois documentos, juntamente com os outros ja mencionados e descritos
no estado da técnica, antecipam os efeitos inibitorios da HMG-CoA redutase, uma vez
gue a simples sintetizacdo de compostos ja descritos pode ser considerada dbvia para
um técnico no assunto.

[012] Assim, explica-se que os peptideos pGIuGF e GSTLN sdo compostos novos
sintetizados a partir de peptideos obtidos da hidrdlise virtual ou enzimatica de proteinas
existentes no feijao caupi: QGF e GCTLN, sendo as modificacOes realizadas inéditas.
Apesar de haver outras moléculas com efeitos inibitérios da HMG-CoA redutase
descritas, os peptideos sintetizados promovem avancos técnicos nos seguintes pontos:
- Estas sdo as primeiras moléculas desenvolvidas e descritas que mostraram capacidade
de agir em conjunto com as estatinas aumentando a eficiéncia do processo de inibicdo
da HMG-CoA redutase. Isto possibilita a redugdao da dose das estatinas e assim reduzir

os efeitos toxicos destas;

Peticao 870200124734, de 02/10/2020, pag. 18/27



4/9

- O peptideo GSTLN age em um sitio diferente do sitio de acdo das estatinas e das outras
moléculas publicadas com efeitos inibitérios da acdo da HMG-CoA redutase. Este dado
foi comprovado pelos estudos realizados in silico onde ao acoplar o peptideo GSTLN no
sitio de acdo das estatinas, o peptideo nao interagiu com este sitio. Além disso, quando
se avalia o efeito da combinacdo da pravastatina (16,7 nM) com o GSTLN (100 uM), o
incremento de atividade foi o maior obtido em todos os ensaios (65,24 %) (tabela 1). Ao
comparar com as atividades individuais da pravastatina e do GSTLN os aumentos foram
de, respectivamente, 19,11 e 38,10 % na inibicao (tabela 1). O valor obtido de inibicdo
da mistura é préoximo do valor obtido se somarmos as atividades dos dois compostos
individualmente, isto mostra que o peptideo GSTLN exerce um efeito aditivo ou
sinérgico na acdo do farmaco pravastatina sem competir com a acdo deste e indica
novamente que os sitios de ligagdo destes compostos sao diferentes.

[013] Tabela 1. Dados do ensaio de inibi¢do in vitro da enzima HMG-CoA redutase.

Inibidor Concentragao Inibicdo da HMGCoA Redutase (%)
QGF 100 uM 38,50 + 3,01
pGIuGF 100 uM 54,28 + 3,22
GCTLN 100 uM 17,93 +1,41
GSTLN 100 uM 27,14 + 3,39
. pGIuGF = 50 uM +
pGIluGF : GSTLN GSTLN = 50 uM 55,42 £ 3,40
Pravastatina Pravastatina = 16,7 nM 46,13+ 0,74
. Pravastatina = 16,7 nM
: +
Pravastatina : pGIluGF bGIUGF = 100 M 54,40 + 7,87
. Pravastatina = 16,7 nM
: +
Pravastatina : GSTLN GSTLN = 100 uM 65,24 + 4,28

- Ao combinar o peptideo pGIuGF (100 uM) com o farmaco pravastatina (16,7 nM), o
aumento foi menor que a soma das atividades destes dois compostos (tabela 1). Os
resultados estdo de acordo com o que foi evidenciado pelos ensaios realizados in silico
gue mostraram que a pravastatina e o peptideo pGluGF agem no mesmo sitio da enzima,
e assim podem apresentar uma inibicdo competitiva. De toda forma, os resultados
obtidos na tabela 1 demonstram que o pGIuGF pode funcionar como um adjuvante na

acdo das estatinas, propiciando a utilizacdo de doses menores destas sem comprometer
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a atividade inibitdria e com menores efeitos adversos;

- Os peptideos pGluGF e GSTLN demonstraram a capacidade de agirem combinados
entre si (tabela 1), onde em uma concentrac¢do de 50 uM de cada peptideo inibiu a acdo
da HMG-CoA redutase em 55,42 %, maior que a inibigdo individual da pravastatina (16,7
nM) que foi de 46,13 %. Além disso, o peptideo pGIuGF quando analisado
individualmente também apresentou capacidade de inibicdo maior que a pravastatina
nas concentracoes estudadas (tabela 1).

- A ciclizacdo existente no peptideo pGIuGF aumenta a estabilidade desta molécula no
sangue.

[014] Os dados acima mostram que as modificacdes realizadas no desenvolvimento
das duas novas moléculas melhoram a atividade desses compostos, tornando-as
melhores e mais adequadas para a formulacdo de farmacos, alimentos funcionais ou
nutracéuticos.

DIFERENCIAL

[015] Trata-se de peptideos com pequenas modificagbes estruturais quando
comparados com seus precursores naturais. Mesmo tendo sua origem sintética, sao
formados essencialmente pela unidao de moléculas de ocorréncia natural associadas de
um modo especifico. Sendo assim, tendem a possuir baixa toxicidade aos individuos
tratados.

[016] Os medicamentos atuais utilizados para o tratamento de hipercolesterolemias
sdo principalmente as estatinas que possuem uma toxicidade associada ao seu uso.
[017] Os peptideos aqui descritos podem atuar simultaneamente com as estatinas, e
assim diminuir a dose necessaria destes compostos para obter uma resposta terapéutica
eficiente. Sendo assim, sera possivel reduzir efeitos toxicos e melhorar a qualidade de
vida dos individuos tratados.

APLICACOES

[018] A aplicagao principal dos peptideos inovados esta no desenvolvimento de novos
medicamentos para o tratamento de dislipidemias, bem como farmacos adjuvantes em
associacOes terapéuticas com medicamentos que ja estdo no mercado. Além disso, é

plausivel considerar a possibilidade da existéncia de efeitos pleiotrépicos destes
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peptideos, semelhantes aos que ocorrem com as estatinas.

[019] Os peptideos inovados também podem ser formulados quimicamente ligados a
outros compostos bioconjugados a fim de incrementar a atividade, além de contornar
quaisquer dificuldades farmacocinéticas, farmacodinamicas e toxicoldgicas.

[020] Uma outra aplicabilidade é a associacdo dos peptideos pGluGF e GSTLN nas
formulagbes de nutracéuticos e suplementos, deste modo funcionariam como
adjuvantes nos tratamentos de dislipidemias.

DESCRICAO DA INVENCAO

[021] Com referéncia aos desenhos ilustrados, a presente patente de invencdo se
refere & “PEPTIDEOS SINTETICOS, ANALOGOS AOS DO FEIJAO CAUPI, COM A ATIVIDADE
DE INIBICAO DA ENZIMA HMG-COA REDUTASE”.

[022] Segundo a presente invencdo, para a obtencdo inicialmente os peptideos
naturais QGF e GCTLN sdo sintetizados em fase sélida — SPFS - utilizando o protocolo
com fluorenilmetiloxicarbonil (Fmoc). Neste método, o acoplamento dos aminodcidos
na sequéncia desejada é feito em um suporte polimérico a partir da regido carboxi
terminal. Seguidamente, os peptideos sdo retirados do suporte sélido através de
procedimento de clivagem utilizando o 4cido trifluoroacético. Posteriormente
purificados e caracterizados por técnicas de cromatografia liquida de alta eficiéncia e
espectrometria de massas e assim foram obtidos os peptideos purificados conforme
tabela 2.

[023] Tabela 2. Dados de sintese dos peptideos

Peptideo Pureza (%) Massa Molar (g/mol)
QGF 97 350,15
pGIuGF 99 334,12
GCTLN 99 506,30
GSTLN 99 490,40

[024] Estes foram testados ‘in vitro’ quanto a capacidade de inibir a enzima HMG-CoA
redutase. Neste ensaio o peptideo natural QGF (100 uM) inibiu a atividade da enzima

HMG-CoA redutase em 38,50 %, ao passo que o peptideo GCTLN (100 uM) em 17,93 %
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(Tabela 1). Apds as atividades destes peptideos naturais terem sido comprovadas
experimentalmente, estudos de modelagem molecular ‘in silico’ foram realizados a fim
de propor alteragdes estruturais que incrementassem a atividade inibitdria na enzima
HMG-CoA redutase. Através destes estudos foi obtido o peptideo inédito pGIuGF pela
substituicdo da glutamina (Q) na extremidade amino terminal do peptideo natural QGF
por um residuo de acido piroglutamico (pGlu) (Figura 1).

[025] J3 o peptideo natural GCTLN sofreu uma substituicdo do residuo da cisteina (C)
por uma serina (S), obtendo-se assim o novo peptideo GSTLN (Figura 2).

[026] Com o0s novos peptideos desenhados estes também foram sintetizados,
purificados e caracterizados (Tabela 1). Os novos peptideos desenvolvidos foram
testados na sua capacidade de inibir a enzima HMG-CoA redutase de trés modos:
individualmente, juntos e associados ao medicamento comercial pravastatina (Tabela
1).

[027] No ensaio individual ambos os novos peptideos foram testados na concentracdo
de 100 uM, neste ensaio, o peptideo pGIuGF inibiu a atividade da enzima HMG-CoA
redutase em 54,28 % e o peptideo GSTLN em 27,14 %. No segundo teste foram utilizados
uma mistura com 50 uM de cada peptideo, totalizando 100 uM de inibidor, e foi obtido
um percentual de inibicdo de 55,42 %. Nos estudos in silico realizados para determinar
0s novos peptideos, os resultados do acoplamento molecular mostraram que o peptideo
GSTLN ndo interagia no mesmo sitio catalitico do pGIuGF. Associando os resultados dos
estudos in silico com o incremento na atividade inibitéria da mistura pGluGF: GSTLN do
ensaio in vitro, é possivel concluir que os peptideos pGIuGF e GSTLN ndo competem pelo
mesmo sitio ativo na enzima HMG-CoA redutase, podendo assim agir de um modo
sinérgico (Tabela 1). Ressalta-se que, nos ensaios in silico, o peptideo pGIuGF interagiu
na enzima no mesmo sitio ativo das estatinas.

[028] Sendo assim, associou-se os peptideos pGluGF e GSTLN com o fdrmaco comercial
pravastatina. A pravastatina testada numa dosagem de 16,7 nM obtém-se um
percentual médio de inibicdo de 46,13 %. Quando associado os 16,7 nM de pravastatina
com 100 uM do peptideo GSTLN obtém-se um percentual de inibicdo de 65,24 %. Ao
passo que, quando a pravastatina (16,7 nM) associada com 100 uM do peptideo pGIuGF
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o percentual de inibicdo é de 54,40 %. Em ambos os casos, houve um incremento da
atividade inibitoria (Tabela 1). Estes dados mostram a possibilidade dos peptideos
pGluGF e GSTLN atuarem tanto em mistura entre si, quanto junto as estatinas
melhorando a atividade inibitodria.
[029] Os peptideos sintéticos obtidos apresentam sequéncias pGIuGF (pGlu=Acido
Piroglutamico / G=Glicina / F=Fenilalanina) e GSTLN (G=Glicina / S=Serina / T=Treonina
/ L=Leucina / N=Asparagina), ambos sdo derivados dos peptideos naturais do feijdo
caupi (Vigna unguiculata) QGF e GCTLN.
[030] O peptideo sintético com a sequéncia pGIUGF (pGlu=Acido Piroglutamico /
G=Glicina / F=Fenilalanina) apresenta a estrutura molecular pGIuGF em pH 7,4:
-0
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[031] O peptideo sintético com a sequéncia GSTLN (G=Glicina / S=Serina / T=Treonina

/ L=Leucina / N=Asparagina) apresenta a estrutura molecular:
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[032] E certo que quando o presente invento for colocado em pratica, poderdo ser

introduzidas modificacbes, sem que isso implique afastar-se dos principios
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fundamentais que estao claramente substanciados no quadro reivindicatorio, ficando

assim entendido que a terminologia empregada ndo teve a finalidade de limitacdo.
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REIVINDICAGCOES

1) “PEPTIDEOS SINTETICOS, ANALOGOS AOS DO FEIJAO CAUPi, COM A ATIVIDADE
DE INIBICAO DA ENZIMA HMG-COA REDUTASE”, caracterizado por peptideos sintéticos
apresentarem sequéncias pGIuGF (pGlu=Acido Piroglutamico/G=Glicina/
F=Fenilalanina) e GSTLN (G=Glicina / S=Serina / T=Treonina / L=Leucina / N=Asparagina).
2) “PEPTIDEOS SINTETICOS, ANALOGOS AOS DO FEIJAO CAUPI, COM A ATIVIDADE
DE INIBICAO DA ENZIMA HMG-COA REDUTASE”, de acordo com a reivindicacdo 1,
caracterizado por ambos peptideos sintéticos serem derivados dos peptideos naturais
do feijdo caupi (Vigna unguiculata) QGF e GCTLN.

3) “PEPTIDEOS SINTETICOS, ANALOGOS AOS DO FEIJAO CAUPI, COM A ATIVIDADE
DE INIBICAO DA ENZIMA HMG-COA REDUTASE”, de acordo com as reivindica¢des 1 e
2, caracterizado por estrutura molecular pGIuGF em pH 7,4 do peptideo sintético com a

sequéncia pGluGF (pGlu=Acido Piroglutdmico / G=Glicina / F=Fenilalanina) apresentar:

4) “PEPTIDEOS SINTETICOS, ANALOGOS AOS DO FEIJAO CAUPi, COM A ATIVIDADE
DE INIBICAO DA ENZIMA HMG-COA REDUTASE”, de acordo com as reivindicacdes 1 e
2, caracterizado por estrutura molecular do peptideo sintético com a sequéncia GSTLN

(G=Glicina / S=Serina / T=Treonina / L=Leucina / N=Asparagina) compreender:

N ’/"O
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5) “USO”, caracterizado por peptideos sintéticos das reivindicacdes anteriores serem
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componentes de medicamentos para o tratamento de dislipidemias.
6) “USO”, caracterizado por peptideos sintéticos das reivindicagdes de 1 a 4 serem
associados a peptideos pGIuGF e GSTLN nas formulacdes de nutracéuticos, alimentos

funcionais e suplementos como adjuvantes nos tratamentos de dislipidemias.
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RESUMO
“PEPTIDEOS SINTETICOS, ANALOGOS AOS DO FEIJAO CAUPI, COM A ATIVIDADE DE
INIBICAO DA ENZIMA HMG-COA REDUTASE”.
A presente patente de invencgado trata de peptideos sintéticos, analogos aos do feijao
caupi, com a atividade de inibicdo da enzima HMG-CoA redutase. A enzima HMG-
CoA redutase é responsavel pela sintese do colesterol enddgeno, que por sua vez
estd intimamente relacionado com a incidéncia de doencas cardiovasculares.
Moléculas capazes de regular a sintese endégena do colesterol possibilitam a
criacdo de novos farmacos para reducdo da incidéncia e da mortalidade causadas

por doencas cardiovasculares.
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