o ol L5
< 4y

2

(21 BR 112020026557-8 a2 (|| HIINIIITNNRNI

/ (22) Data do Depésito: 28/06/2019

Republica Federativa do Brasil  (43) Data da Publicacao Nacional: 06/04/2021

Ministério da Economia
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(54) Titulo: COMPOSICOES E METODOS PARA MEDIAR EPS

(51) Int. Cl.: A61K 31/16; A61K 31/40; A61K 31/43; A61K 31/65; A61K 31/132; (...).

(30) Prioridade Unionista: 29/06/2018 US 62/692,581.

(71) Depositante(es): RESEARCH INSTITUTE AT NATIONWIDE CHILDREN'S HOSPITAL.
(72) Inventor(es): STEVEN DAVID GOODMAN; LAUREN OPREMCAK BAKALETZ.

(86) Pedido PCT: PCT US2019040008 de 28/06/2019

(87) Publicagdo PCT: WO 2020/006528 de 02/01/2020

(85) Data da Fase Nacional: 23/12/2020
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estabilidade de um biofilme compreendendo o contato do biofilme com uma quantidade eficaz de um agente que interfere com a
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ligagdo de uma poliamina ao DNA no biofilme. Além disso, sédo descritos neste documento métodos para tratar um biofilme em
um paciente que sofre de lUpus eritematoso sistémico (SLE) e/ou fibrose cistica (CF), compreendendo administrar uma
quantidade eficaz de um agente que interfere na conversdo de B-DNA em Z-DNA em o biofilme ou seu ambiente local.
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“COMPOSICOES E METODOS PARA MEDIAR EPS”
REFERENCIA REMISSIVA A PEDIDOS CORRELATOS
RELATORIO DESCRITIVO

[0001] Este Pedido reivindica prioridade sob 35 U.S.C. § 119(e) do Pedido
Provisorio U.S. 62/692,581, depositado em 29 de junho de 2018, cujo

conteuido € incorporado por meio deste por referéncia em sua totalidade.
CAMPO

[0002] A presente divulgacao geralmente se refere a métodos e
composicoes para remover ou inibir a substancia polimérica extracelular

bacteriana (EPS).
FUNDAMENTOS

[0003] Os biofilmes desempenham um papel importante em ambientes
meédicos, agricolas e industriais. Os biofilmes sao responsaveis por
grande parte das doencas, tanto animais como vegetais, bem como por
incrustacoes de equipamentos industriais, e como tal sao foco de intenso
esforco de pesquisa. A erradicacdo ou tratamento de biofilmes é
particularmente dificil de realizar devido a varios fatores, incluindo a
producao de uma matriz extracelular que forma uma barreira fisica para
efetores antimicrobianos, fisiologia alterada que € menos suscetivel a
estressores ambientais e interacdes cooperativas entre os constituintes
do biofilme. A matriz do biofilme ¢é variavelmente composta de
polissacarideos, proteinas e, talvez universalmente, DNA extracelular
(eDNA). O eDNA de um biofilme microbiano € um constituinte critico da
matriz extracelular que fornece protecdo. O enfraquecimento da
estrutura do eDNA do biofilme, por meio da degradacdo do DNA ou da
remocao das proteinas de ligacdo ao DNA que estabilizam a estrutura,

resulta no colapso catastréfico do biofilme e na liberacdo da bactéria

Peti¢&o 870200160890, de 23/12/2020, pag. 232/508



2/230

residente em um estado mais vulneravel.

[0004] As bactérias sao encontradas na natureza em dois estados
distintos; as bactérias planctonicas tém vida livre, enquanto as bactérias
que se desenvolvem em uma arquitetura de comunidade sao chamadas
de biofilmes (seja em uma superficie ou como agregados). O CDC e o NIH
estimam que aproximadamente 80% de todas as infeccoes bacterianas
envolvem um estado de biofilme necessario. Dongari-Bagtzoglou et al.
(2008) Expert Rev Anti Infect Ther. 6(2):201-8. Estes incluem otite média
(OM), rinossinusite cronica (CRS), infec¢coes pulmonares cronicas,
infeccoes cronicas de feridas, periodontite, cistite e infeccoes de
implantes médicos e cateteres internos, entre muitos outros. De fato, um
dos motivos mais comuns para procurar atendimento médico pediatrico
¢ a OM [causada por Haemphilus influenzae nao tipavel (NTHI)
Streptococcus pneumoniae, Moraxella catarrhalis] e para adultos, cistite
[por exemplo, E. coli Uropatogénica (UPEC)|; as prescricoes de
antibioticos sao, portanto, as mais comuns para essas queixas. Nos
Estados Unidos, estima-se que 500.000 mortes anualmente sao
atribuidas as consequéncias diretas das infeccoes do biofilme bacteriano.
Os impactos economicos sao surpreendentes [$ 25B (bilhoes) para feridas
cronicas, $ 14B para periodontite, $ 5B para OM e $ 1B para cistite]. A
prevaléncia mundial de doencas mediadas por biofilme, a taxa crescente
de infeccoes bacterianas resistentes a antibioticos, particularmente entre
os patogenos ESKAPE de alta prioridade (Enterobacter spp.,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumannii,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecium), e o grande fardo
financeiro cria uma necessidade critica de desenvolver novas abordagens
para tratar infeccoes recalcitrantes causadas por comunidades

bacterianas organizadas.

[0005] Assim, existe a necessidade de romper a barreira protetora de

biofilmes para tratar ou matar as infeccées bacterianas associadas e
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elimina-las das superficies e dos sistemas de agua.

SUMARIO

[0006] A matriz extracelular autoproduzida (ou substancia polimérica
extracelular, EPS) que protege as bactérias residentes nos biofilmes da
eliminacado imunoloégica e antimicrobianos é essencial para que os
biofilmes patogénicos causem infeccoes cronicas e recorrentes, pois os
biofilmes servem como reservatorio recalcitrante dessas bactérias
causadoras de doenca. Os constituintes da EPS sao especificos para
espécies bacterianas individuais, mas contém universalmente DNA
extracelular (eDNA) derivado das bactérias residentes no biofilme. Na
verdade, bactérias de géneros variados normalmente entram em uma
arquitetura de comunidade compartilhada de um biofilme multiespécie,
o que requer que a EPS seja estruturalmente propicia para todas as
espécies constituintes, mas também para conter componentes EPS
derivados de, ou utilizaveis para, todas as bactérias residentes. A este
respeito, a EPS de biofilmes de espécies tinicas e multiplas contém eDNA
de andaimes que parecem ser a estrutura comum da EPS universal
subjacente. Como aqui divulgado, os Requerentes descobriram que esta
estrutura dependente de eDNA é estabilizada pela familia DNABII ubiqua
de proteinas de ligacao a DNA bacterianas. Embora os Requerentes
tenham demonstrado que as proteinas exégenas de DNA e DNABII podem
conduzir bactérias de vida livre (planctonica) para a arquitetura da
comunidade de um biofilme, esses dois componentes sao insuficientes

para recapitular o andaime de eDNA de assinatura.

[0007] Os requerentes divulgam aqui que as poliaminas sdo o terceiro
componente crucial da EPS dependente de eDNA-DNABII universal.
Poliaminas sao moléculas organicas curtas carregadas positivamente
ubiquas tanto intracelularmente quanto extracelularmente que, quando
ligadas ao DNA, neutralizam a carga polianionica de fosfatos de

nucleotideos e permitem que as moléculas de DNA se condensem/
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agreguem. E importante ressaltar que os Requerentes divulgam aqui que
as poliaminas podem conduzir o DNA da forma B para a direita mais
comum para a forma Z para a esquerda, que € resistente a nuclease. Na
verdade, embora as nucleases possam prevenir a formacao de biofilme
bacteriano, elas nao podem interromper os biofilmes maduros. A medida
que os biofilmes envelhecem, sua aquisicao de resisténcia a nuclease é
concomitante com (1) um aumento nas poliaminas e (2) o aparecimento

da forma Z de DNA.

[0008] Descritos neste documento sdo métodos para inibir a estabilidade
de um biofilme, compreendendo ou alternativamente consistindo
essencialmente em, ou ainda consistindo em contatar o biofilme com uma
quantidade eficaz de um agente que interfere na ligacdo de uma
poliamina ao DNA no biofilme, em que o agente ndo € uma proteina
HMGB]1, fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos. Em um
aspecto, os métodos para inibir a estabilidade de um biofilme
compreendem ou, alternativamente, consistem essencialmente em, ou
ainda consistem ainda em um contato do biofilme com uma quantidade
eficaz de um ou mais agentes que interferem na ligacdo de uma poliamina
ao DNA no biofilme. Esta divulgacdo também se refere a métodos para
inibir a estabilidade de um biofilme, compreendendo ou alternativamente
consistindo essencialmente ou ainda consistindo adicionalmente em
contatar o biofilme in vitro com um agente que interfere na ligacao de
uma poliamina ao DNA no biofilme, em que o contato compreende ou
alternativamente consiste na esséncia ou ainda consiste adicionalmente
em revestir uma superficie com uma quantidade eficaz de agente que
elimina cations, em que o agente nao € uma proteina HMGB1, fragmento
ou um equivalente de cada um dos mesmos. Em um aspecto, os métodos
para inibir a estabilidade de um biofilme podem compreender, ou
alternativamente consistir essencialmente em, ou ainda consistir em
contatar o biofilme in vitro com uma quantidade eficaz de um agente que

interfere na ligacdo de uma poliamina ao DNA no biofilme, em que o
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contato compreende ou alternativamente consiste essencialmente ou
ainda consiste em revestir uma superficie com uma quantidade eficaz de
um ou mais agentes que depletam os cations. O contato pode ser in vitro

ou in vivo.

[0009] Em uma modalidade, o agente que interfere na conversao de B-
DNA em Z-DNA no biofilme ou seu ambiente local. Em uma segunda
modalidade, o agente compreende ou alternativamente consiste
essencialmente ou ainda consiste adicionalmente em um anticorpo anti-
B-DNA ou fragmento ou derivado do mesmo. Em uma terceira
modalidade, o agente compreende ou alternativamente consiste
essencialmente ou ainda consiste adicionalmente em riboflavina,
brometo de etidio, bis(metidio)espermina, daunorrubicina, TMPyP4, um
alcaloide benzo[c|fenantridina quaternario, quinacrina, 9-amino
acridina, ou um derivado dos mesmos. Em uma quarta modalidade, o
agente compreende ou alternativamente consiste essencialmente ou

ainda consiste adicionalmente em cloroquina ou um derivado do mesmo.

[0010] Ainda descritos neste documento sdo meétodos para inibir a
estabilidade de wum biofilme, compreendendo ou alternativamente
consistindo essencialmente ou ainda consistindo adicionalmente em
contatar o biofilme in vitro com uma quantidade eficaz de proteina
HMGBI1 ou fragmento biologicamente ativo da mesma e anticorpo anti-
B-DNA ou fragmento ou derivado do mesmo, em que o contato
compreende ou alternativamente consiste essencialmente ou ainda
consiste adicionalmente em revestir uma superficie com uma quantidade
eficaz de proteina HMGB1 ou fragmento biologicamente ativo da mesma
e anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou derivado do mesmo. Esta
divulgacao também se refere a métodos para inibir a estabilidade de um
biofilme, compreendendo ou alternativamente consistindo
essencialmente ou ainda consistindo adicionalmente em contatar o

biofilme in vitro com uma quantidade eficaz de cloroquina e anticorpo
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anti-B-DNA ou fragmento ou derivado dos mesmos, em que o contato
compreende ou alternativamente consiste essencialmente ou ainda
consiste adicionalmente em revestir uma superficie com uma quantidade
eficaz de cloroquina e anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou derivados

dos mesmos. O contato pode ser in vitro ou in vivo.

[0011] Também sao aqui fornecidos métodos para tratar um biofilme em
um sujeito, compreendendo ou alternativamente consistindo
essencialmente ou ainda consistindo adicionalmente em administrar ao
sujeito infectado com um biofilme uma quantidade eficaz de um agente
que interfere na ligacdo de uma poliamina para o DNA no biofilme, em
que o agente nao € uma proteina HMGB]1, fragmento ou um equivalente
de cada um dos mesmos. Em um aspecto, os métodos para o tratamento
de um biofilme em um sujeito compreendem, ou alternativamente
consistem essencialmente em, ou ainda consistem adicionalmente em
administrar ao sujeito infectado com um biofilme uma quantidade eficaz
de um ou mais agentes que interferem na ligacao de uma poliamina ao

DNA no biofilme.

[0012] Esta divulgacao também se refere a métodos para prevenir a
formacao de um biofilme em um sujeito suscetivel ao desenvolvimento de
um biofilme, compreendendo ou alternativamente consistindo
essencialmente ou ainda consistindo adicionalmente em administrar ao
sujeito uma quantidade eficaz de um agente que interfere na ligacao de
uma poliamina ao DNA no biofilme, em que o agente ndo € uma proteina
HMGBI1, fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos. Em um
aspecto, os métodos para prevenir a formacdo de um biofilme em um
sujeito suscetivel ao desenvolvimento de um biofilme, compreendendo
ou, alternativamente, consistindo essencialmente ou ainda consistindo
adicionalmente em administrar ao sujeito uma quantidade eficaz de um
ou mais agentes que interferem na ligacao de uma poliamina ao DNA no

biofilme.
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[0013] Esta divulgacdo se refere ainda a meétodos para tratar uma
infeccao causada por uma bactéria que produz um biofilme em um
sujeito em necessidade do mesmo, o meétodo compreendendo ou
alternativamente consistindo essencialmente ou ainda consistindo
adicionalmente em administrar ao sujeito uma quantidade eficaz de um
agente que interfere na ligacdo de uma poliamina ao DNA no biofilme e
um agente que inibe a replicacdao do organismo, em que o agente nao €
uma proteina HMGBI1, fragmento ou um equivalente de cada um dos
mesmos. Em um aspecto, os métodos para tratar uma infeccao causada
por uma bactéria que produz um biofilme em um sujeito em necessidade
do mesmo, o método compreendendo ou alternativamente consistindo
essencialmente ou ainda consistindo adicionalmente em administrar ao
sujeito uma quantidade eficaz de um ou mais agentes que interferem na

ligacao de uma poliamina ao DNA no biofilme.

[0014] Para qualquer um dos métodos descritos acima, a poliamina pode
ser selecionada do grupo de: putrescina, espermina, cadaverina, 1,3-
diaminopropano ou espermidina. Em uma modalidade, para os métodos
descritos acima, o agente que interfere na ligacao de uma poliamina ao
DNA no biofilme € um tRNA. Em outra modalidade, o agente € um inibidor
da sintese de poliamina ou um agente que inibe a ligacao da poliamina
ao DNA. Em uma segunda modalidade, o agente compreende ou
alternativamente consiste essencialmente ou ainda consiste em um
analogo de ©poliamina difluorometilornitina, trans-4-metilciclo-
hexilamina, sardomozida, metilglioxal-bis[guanil-hidrazona] (MGBG), 1-
amino-oxi-3-aminopropano, oxaliplatina, cisplatina, diciclo-hexilamina,
um derivado de qualquer um dos mesmos ou um sal dos mesmos. Em
uma terceira modalidade, o agente compreende ou alternativamente
consiste essencialmente ou ainda consiste adicionalmente em um agente
que depleta cations do biofilme, opcionalmente, uma resina de troca
catidonica, um acido aminopolicarboxilico, um éter de coroa, um azacrown

ou uma cripta. Em uma quarta modalidade, o agente que depleta cations
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do Dbiofilme € selecionado do grupo de: sulfonato, sulfopropil,
fosfocelulose, P11 fosfocelulose, sulfato de heparina ou um derivado ou
analogo do mesmo. Em uma quinta modalidade, o agente que interfere
na conversao de B-DNA em Z-DNA no biofilme ou seu ambiente local. Em
uma sexta modalidade, o agente compreende ou alternativamente
consiste essencialmente ou ainda consiste adicionalmente em um
anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou derivado do mesmo. Em uma
oitava modalidade, o agente compreende ou alternativamente consiste
essencialmente ou ainda consiste adicionalmente em riboflavina,
brometo de etidio, bis(metidio)espermina, daunorrubicina, TMPyP4, um
alcaloide benzo|c|/fenantridina quaternario, quinacrina, 9-amino
acridina, ou um derivado dos mesmos. Em uma nona modalidade, o
agente compreende ou alternativamente consiste essencialmente ou
ainda consiste adicionalmente em cloroquina ou um derivado do mesmo.
Em um aspecto, o agente que depleta cations do biofilme tem uma carga
liquida negativa. Em outro aspecto, o agente que depleta cations do

biofilme tem uma carga neutra.

[0015] Também sao fornecidos aqui métodos para o tratamento de um
biofilme em um paciente que sofre de lupus eritematoso sistémico (SLE)
e/ou fibrose cistica (CF), compreendendo ou alternativamente
consistindo essencialmente ou ainda consistindo adicionalmente em
administrar uma quantidade eficaz de um agente que interfere na
conversao de B-DNA em Z-DNA no biofilme ou seu ambiente local, em
que o agente nao € uma proteina HMGB1, fragmento ou um equivalente
de cada um dos mesmos. Métodos para o tratamento de um biofilme em
um paciente que sofre de lupus eritematoso sistémico (SLE) e/ou fibrose
cistica (CF) e/ou TB, compreendendo ou alternativamente consistindo
essencialmente ou ainda consistindo adicionalmente em administrar
uma quantidade eficaz de um ou mais agentes que interferem na
conversao de B-DNA em Z-DNA no biofilme ou seu ambiente local sao

divulgados neste documento, em que o agente ndo € uma proteina
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HMGBI1, fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos. Em um
aspecto, os agentes sao administrados na auséncia de uma DNAse. Em
uma modalidade, o agente que interfere na conversdo de B-DNA em Z-
DNA no biofilme ou seu ambiente local. Em uma segunda modalidade, o
agente compreende ou alternativamente consiste essencialmente ou
ainda consiste adicionalmente em wum anticorpo anti-B-DNA ou
fragmento ou derivado do mesmo. Em uma terceira modalidade, o agente
compreende ou alternativamente consiste essencialmente ou ainda
consiste adicionalmente em riboflavina, brometo de etidio,
bis(metidio)espermina, daunorrubicina, @TMPyP4, wum  alcaloide
benzo[c]fenantridina quaternario, quinacrina, 9-amino acridina, ou um
derivado dos mesmos. Em uma quarta modalidade, o agente compreende
ou alternativamente consiste essencialmente ou ainda consiste
adicionalmente em cloroquina ou um derivado do mesmo. Em um
aspecto, o derivado de cloroquina retém a capacidade de intercalar entre

bases de DNA.

[0016] Métodos para o tratamento de um biofilme em um paciente que
sofre de lupus eritematoso sistémico (SLE) e/ou fibrose cistica (CF),
compreendendo ou alternativamente consistindo essencialmente ou
ainda consistindo adicionalmente em administrar uma quantidade eficaz
de proteina HMGBI1 ou fragmento biologicamente ativo do mesmo e
anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou derivado do mesmo também séao
fornecidos aqui. Em um aspecto, o método para tratar um biofilme em
um paciente que sofre de lupus eritematoso sistémico (SLE) e/ou fibrose
cistica (CF) e/ou tuberculose (TB), o método que compreende ou
alternativamente consiste essencialmente ou ainda consiste
adicionalmente em administrar uma quantidade eficaz de cloroquina e
anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou derivado do mesmo. Esta
divulgacao também se refere a métodos para tratar uma infeccao
produtora de biofilme incidente a administracao de uma quimioterapia a

base de platina em um paciente recebendo ou tendo recebido a
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quimioterapia compreendendo ou alternativamente consistindo
essencialmente ou ainda consistindo adicionalmente em administrar
uma quantidade eficaz de um agente que interfere na conversao de B-
DNA em Z-DNA no biofilme ou seu ambiente local, em que o agente nao
€ uma proteina HMGBI1, fragmento ou um equivalente de cada um dos
mesmos. Em um aspecto, o método compreende ou alternativamente
consiste essencialmente ou ainda consiste adicionalmente em
administrar uma quantidade eficaz de um ou mais agentes que
interferem na conversao de B-DNA em Z-DNA no biofilme ou seu
ambiente local. Em um aspecto, os agentes sao administrados na
auséncia de uma DNAse. Em um aspecto adicional, o agente compreende
ou alternativamente consiste essencialmente ou ainda consiste
adicionalmente em cloroquina ou um derivado do mesmo. Em um
aspecto particular, o derivado de cloroquina retém a capacidade de
intercalar entre bases de DNA. Ainda em um aspecto adicional, o agente
compreende ou alternativamente consiste essencialmente ou ainda
consiste adicionalmente em um anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou
derivado do mesmo. Em uma modalidade, o agente compreende ou
alternativamente consiste essencialmente ou ainda consiste
adicionalmente em riboflavina, brometo de etidio, bis(metidio)espermina,
daunorrubicina, TMPyP4, um alcaloide benzo[c|fenantridina quaternario,

quinacrina, 9-amino acridina, ou um derivado dos mesmos.

[0017] Esta divulgacao se refere ainda a métodos para o tratamento de
uma infeccao produtora de biofilme incidente a administracdo de uma
quimioterapia a base de platina em um paciente que recebe ou que
recebeu a quimioterapia compreendendo ou alternativamente
consistindo essencialmente ou ainda consistindo adicionalmente em
administrar uma quantidade eficaz de proteina HMGB1 ou fragmento
biologicamente ativo do mesmo e anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou
derivado do mesmo. Meétodos para o tratamento de uma infeccao

produtora de biofilme incidente a administracao de uma quimioterapia a
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base de platina em um paciente recebendo ou tendo recebido a
quimioterapia compreendendo ou alternativamente consistindo
essencialmente ou ainda consistindo adicionalmente em administrar
uma quantidade eficaz de cloroquina e anticorpo anti-B-DNA ou

fragmento ou derivado do mesmo também sao fornecidos aqui.

[0018] Os meétodos descritos acima podem compreender ainda, ou
alternativamente consistir essencialmente em, ou ainda consistir em
contatar o biofilme, ou alternativamente administrar ao sujeito, uma
quantidade eficaz de um agente que interfere na ligacdo do eDNA a uma
ligacao de DNA proteina e/ou um agente antibacteriano, em que o agente
nao € uma proteina HMGBI1, fragmento ou um equivalente de cada um
dos mesmos. Em um aspecto, o agente que interfere na ligacdo do eDNA
a proteina de ligacao ao DNA compreende, ou, alternativamente, consiste
essencialmente ou ainda consiste adicionalmente em um ou mais de um
anticorpo anti-DNABII, um anticorpo anti-IHF e/ou um anticorpo anti-
HU, ou fragmentos de cada um dos mesmos. Em uma modalidade, o
agente que interfere na ligacdo do eDNA a uma proteina de ligacdo ao
DNA tem uma carga liquida negativa. Numa segunda modalidade, o
agente que interfere na ligacdo do eDNA a uma proteina de ligacao ao
DNA tem uma carga neutra. Em uma terceira modalidade, o agente que
interfere na ligacao do eDNA a uma proteina de ligacao ao DNA tem uma
carga liquida positiva. Em um aspecto, os agentes sao administrados na
auséncia de uma DNAse. Os métodos descritos acima podem ser

realizados na auséncia de administracao de uma enzima DNAse.
BREVE DESCRIQZ\O DOS DESENHOS

[0019] As FIGS. 1A - 1C: As poliaminas modulam a estrutura do DNA.
(FIG. 1A) Imagem de microscopia de imunofluorescéncia de EPS do
biofilme mucoso encontrado na orelha média de chinchila com OM aguda
devido a NTHI (adaptada a partir de Goodman et al. (2011) Mucosal
Immunol. 4 (6): 625-37). Sondado para proteinas DNABII (bolas cinza) e
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eDNA (regioes brancas). DNABII localiza-se em vértices de fita de eDNA
em biofilmes in vivo. (FIG. 1B) Estrutura quimica de poliaminas comuns
(adaptada a partir de Di Martino et al. (2013) Int J Med Microbiol. 303
(8): 484-91). (FIG. 1C) Imagem de microscopia da forca atomica de DNA
sozinho ou DNA apés incubacao com poliaminas (adaptada a partir de
lacomino et al (2011) Biomacromolecules. 12 (4): 1178-86). As
poliaminas induzem a formacao de fibras grossas e complexidade

estrutural no eDNA.

[0020] As FIGS. 2A - 2B: Poliaminas induzem estrutura de andaime
de eDNA. (FIG. 2A) Imagem de imunofluorescéncia CLSM do biofilme
EPS da mucosa encontrado na orelha média de chinchila com OM aguda
devido a NTHI. Sondado para poliaminas (pontos brancos) [putrescina
(Put), cadaverina (Cad), espermidina (Spd)] e eDNA (branco), contrastado
com DAPI (regioes cinzas). As poliaminas localizam-se em fitas de eDNA
em biofilmes que foram formados in vivo; a espermidina é a poliamina de
maior prevaléncia no biofilme EPS. (FIG. 2B) Imagens de microscopia
eletronica de transmissao de complexos de DNA (5 pnM) e espermidina
(700 pM) (superior) e DNA (5 pM), espermidina (700 pM) e HU (S0 nM)
(inferior) (adaptado a partir de Sarkar et al. (2007) Nucleic Acids Res.
35(3):951 61). Estruturas semelhantes sao formadas por complexos DNA-
poliamina-IHF. Sarkar et al. (2009) Biochemistry. 48(4):667-75. As
poliaminas induzem a condensacdo do DNA e se combinam com as

proteinas DNABII para formar fibras grossas.

[0021] As FIGS. 3A - 3C: O Inibidor da sintese de poliamina reduz a
formacao de biofilme. (FIG. 3A) Quantificacao COMSTAT de biofilmes
NTHI corados LIVE/DEAD® cultivados na presenca de diciclohexilamina
(DCHA, 50 pM), um inibidor de espermidina (Spd) sintase, Spd (1 mM)
ou ambos. Barras representam o SEM. A significancia estatistica em
comparacao com o controle foi avaliada por testes t nao pareados, *P

<0,05. A espessura média dos biofilmes foi diminuida pelo DCHA,
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enquanto a adicao simultanea de Spd exdgeno restaurou a formacao do
biofilme. (FIG. 3B) Imagens de microscopia de imunofluorescéncia da
estrutura de andaime de eDNA em biofilmes NTHI in vitro cultivados por
3h na presenca de DCHA (50 pM). Sondado para dsDNA (regides
brancas). A producao da estrutura de andaime de eDNA €& bastante
reduzida pela inibicao da sintese de poliamina. (FIG. 3C) Imagens de
imunofluorescéncia CLSM de biofilmes in vitro de NTHI cultivados por
40h na presenca de DCHA. Sondado para Spd (pontos brancos no painel
inferior da FIG. 3C) e contrastado com DAPI (regides cinza). O DCHA inibe

a incorporacao de poliamina no biofilme EPS.

[0022] As FIGS. 4A - 4B: Anti-DNABII interrompe estruturas
dependentes de DNABII-poliamina (PA). (FIG. 4A) Estruturas de DNA
foram formadas pela incubacao de espermidina (300 pM) e HU (1 pM) em
tampao que continha DNA genomico (gDNA; 2 pg/ml) por 40h. Imagens
de imunofluorescéncia CLSM de estruturas de DNA dependentes de
DNABII-poliamina. Sondado para proteinas DNABII (branco; indicado no
lado direito da imagem) e contrastado com DAPI (branco; indicado no lado
esquerdo da imagem). As estruturas de DNA dependentes de poliamina
DNABII incorporam proteinas DNABII. (FIG. 4B) Estruturas EPS foram
formadas como na (FIG. 4A) por 24h e tratadas por 16h adicionais com
diluicao de 1:50 de anti-soro DNABII (indicado abaixo da imagem).
Imagens de fluorescéncia CLSM coradas com DAPI (branco). Estruturas

de DNA dependentes de DNABII-poliamina requerem proteinas DNABII.

[0023] A FIG. 5: O trocador de cations fosfocelulose (P11) interrompe
a formacao de biofilme NTHI. O crescimento do biofilme NTHI foi
iniciado na camara basolateral de um sistema de placa transwell,
enquanto P11 (1%) foi adicionado a camara apical. Espermidina (1 mM)
e HU (1 pM) foram adicionados na semeadura e mantidos por 16h. Os
biofilmes foram visualizados via CLSM e analisados pelo COMSTAT. A

espessura meédia (ndo mostrada) mostrou tendéncias idénticas. Barras
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representam o SEM. A significancia estatistica em comparacdo com o
controle foi avaliada por testes t nao pareados, * P <0,05; ** P <0,01. P11
impede a formacao de biofilme. Espermidina exdogena e HU juntos
restauram o desenvolvimento do biofilme, mas nao por si sé6 (nao
mostrado), o que sugere que a atividade do antibiofilme P11 é o resultado
da titulacao de componentes estruturais (poliaminas e proteinas DNABII)
do EPS do biofilme.

[0024] A FIG. 6: Biofilmes maduros sao resistentes a ruptura por
DNase. DNase (Pulmozyme; 5 unidades) foi adicionada na semeadura
(prevencao) ou em 24h (interrupcao) aos respectivos biofilmes NTHI e
UPEC pré-formados in vitro. Apos um total de 40h, os biofilmes foram
corados com LIVE/DEAD®, visualizados via CLSM e analisados pelo
COMSTAT. Barras representam o SEM. A significancia estatistica em
comparacao com o controle foi avaliada por testes t ndo pareados,
*P<0,05; **P<0,01. A DNase pode prevenir, mas nao interromper os

biofilmes existentes.

[0025] As FIGS. 7A - 7D: As proteinas DNABII e as poliaminas (PAs)
interagem sinergicamente para induzir resisténcia a DNase. (FIG. 7A)
Imagens de imunofluorescéncia CLSM de NTHI in vitro biofilmes
cultivados por 40h. Sondado para espermidina (bolas cinza escuras), HU
(bolas cinza claro) e contrastado com DAPI (regides cinza). Poliaminas e
proteinas DNABII co-localizam em biofilme EPS in vitro (bolas brancas).
(FIG. 7B) Imagem de imunofluorescéncia CLSM do biofilme EPS da
mucosa encontrado na orelha média de chinchila com OM aguda devido
a NTHI. Sondado para putrescina (bolas brancas) e HU (bolas cinza claro),
contrastado com DAPI (regides cinza escuro). Poliaminas e proteinas
DNABII co-localizam em fitas de eDNA em biofilmes in vivo (regidoes
brancas). (FIG. 7C) Niveis crescentes de espermidina (Spd) e HU,
separadamente ou juntos, foram incubados com DNA gendmico (2 png/ml)

por 1,5h a 37 °C, seguido por tratamento com Pulmozyme® por 20 min.
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A degradacao do DNA foi avaliada usando eletroforese em gel de agarose.
Spd e HU protegem sinergicamente o DNA genomico da digestdo com
DNase. (FIG. 7D) Spd (300 uM) e HU (1 pM) foram incubados com DNA
genomico (2 pg/ml) por 40h, seguido por tratamento com Pulmozyme®
por 20 min. As estruturas foram coradas com LIVE/DEAD® e
fotografadas com CLSM (branco). As estruturas de DNA dependentes de

HU-Spd sao resistentes ao tratamento com DNase.

[0026] As FIGS. 8A - 8B: O DNABII e as poliaminas combinam-se para
converter a forma B- em ZDNA. (FIG. 8A) Estruturas de DNA
dependentes de DNABII-poliamina foram formadas incubando DNA
gendmico (2 pg/ml) com HU (1 pM) e espermidina (300 pM) por 16h.
Imagens de imunofluorescéncia CLSM de estruturas de DNA
dependentes de DNABII-poliamina. Sondado para Z-DNA (branco) e
corado com DAPI (cinza escuro). As poliaminas e as proteinas DNABII se
sinergizam para induzir a conversao de B- para Z-DNA. (FIG. 8B) Topo:
Espectro de dicroismo circular de um substrato B-DNA sendo convertido
em Z-DNA aumentando as concentracoes do catalisador Z-DNA
(adaptado de Jang et al. (2015) Sci Rep. 5: 9943). Observe a inversao do
pico negativo em torno de 250 nm e o pico positivo em torno de 280 nm.
Embaixo: DNA de poli (dGdC) (20 pg/ml) foi incubado com HU (15 pM)
por 2h e os espectros de CD coletados. HU muda o espectro de CD de poli
(dGdC) para uma assinatura de Z-DNA.

[0027] A FIG. 9: O Z-DNA esta presente no biofilme EPS de varios
patogenos humanos. Superior: Imagens de imunofluorescéncia CLSM
de biofilmes de 40h das bactérias indicadas, sondadas sem anticorpo
primario (N.° 1°) ou com anticorpo Z-DNA (branco). Z-DNA € um
componente do EPS de varios biofilmes bacterianos em diferentes niveis
de estado estacionario. Inferior: Imagens de imunofluorescéncia CLSM
de biofilmes indicados sondados com anticorpos HU (branco) e

espermidina (cinza escuro), a co-localizacao € (branco). Os componentes
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DNABII e poliamina co-localizam no EPS de varios biofilmes bacterianos
em niveis de estado estacionario que se correlacionam com a abundancia

de Z-DNA.

[0028] A FIG. 10: Z-DNA e poliaminas aumentam em abundancia
conforme os biofilmes UPEC e NTHI amadurecem. Imagens de
imunofluorescéncia CLSM de biofilmes in vitro UTI89 e NTHI em varios
estagios de formacao, sondados com anti-Z-DNA (branco) ou anti-
espermidina (cinza escuro). Biofilmes maduros incorporam uma
quantidade crescente de Z-DNA (branco) e espermidina (cinza escuro) no

biofilme EPS ao longo do tempo.

[0029] A FIG. 11: HU é necessario para conversao de B- para Z-DNA e
incorporacao de poliaminas no biofilme EPS. Imagens de
imunofluorescéncia CLSM de 40h NTHI de tipo selvagem e o mutante
AHU em biofilmes in vitro, sondados com espermidina (cinza escuro) ou
anti-Z-DNA (branco). Na auséncia de HU, as poliaminas e o Z-DNA

diminuem em abundancia no biofilme EPS.

[0030] A FIG. 12: Biofilmes Haemophilus influenzae nao tipaveis foram
cultivados por 40h em meio BHI suplementado em 8 laminulas de vidro
com camara em forma de poco a 37 °C e 5% de CO2. Os biofilmes foram
lavados, sondados com anticorpos primarios indicados, um anticorpo
secundario fluorescente (pontos cinza escuros) e corados com DAPI
(regides cinza). Nota: a coloracao cinza escuro minima na imagem inferior
a esquerda representa o fundo. Putrescina, espermidina e espermina

estavam presentes em toda a matriz do biofilme.

[0031] A FIG. 13: Haemophilus influenzae nao tipaveis foram cultivados
por 16h em meio BHI suplementado contendo aditivos como indicado
acima em placas de 96 pocos a 37 °C e 5% de CO2. O crescimento foi
quantificado por absorbancia espectrofotométrica a 490 nm (esquerda) e

por enumeracao de unidades formadoras de coldnia (direita). O inibidor
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da espermidina sintase nao afetou o crescimento normal.

[0032] A FIG. 14: Biofilmes Haemophilus influenzae nao tipaveis foram
cultivados por 40h em meio BHI suplementado contendo aditivos como
indicado abaixo de cada barra em 8 laminulas de vidro com camara em
forma de poco a 37 °C e 5% de COaz. Os biofilmes foram lavados, corados
com LIVE/DEAD®, fixados e fotografados por CLSM. Os parametros do
biofilme foram quantificados wusando o software COMSTAT. A
diciclohexilamina inibiu a biogénese do biofilme, enquanto a espermidina

exogena foi capaz de resgatar o crescimento do biofilme.

[0033] A FIG. 15: Biofilmes Haemophilus influenzae nao tipaveis foram
cultivados por 40h em meio BHI suplementado contendo aditivos como
indicado acima em 8 laminulas de vidro com camara em forma de poco a
37 °C e 5% de COaz. Os biofilmes foram lavados, sondados com anticorpos
primarios direcionados a espermidina, um anticorpo secundario
fluorescente (pontos cinza escuro) e corados com DAPI (regides cinza). O
inibidor da espermidina sintase reduziu a presenca da espermidina na

matriz do biofilme.

[0034] A FIG. 16: Haemophilus influenzae nao tipaveis aderidos a
superficie foram cultivados por 3h em meio BHI suplementado contendo
aditivos como indicado acima em placas de laminulas Fluorodish a 37°C
e 5% de COj. Os biofilmes foram lavados, sondados com anticorpos
primarios direcionados ao DNA de fita dupla e um anticorpo secundario
fluorescente (branco). O inibidor da espermidina sintase reduziu tanto a
presenca quanto a complexidade da estrutura extracelular do DNA dentro

da matriz do biofilme.

[0035] As FIGS. 17A - 17D: A espermidina esta presente no biofilme
EPS formado por varios patogenos humanos. (FIG. 17A). Imagens de
imunofluorescéncia CLSM de biofilmes indicados sondados com

anticorpos HU (cinza claro) e espermidina (cinza escuro), a co-localizacao
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€ branca. Os componentes DNABII e poliamina co-localizam no EPS de
varios biofilmes bacterianos em niveis de estado estacionario. (FIG. 17B)
A inibicao da biossintese de espermidina por diciclohexilamina (DCHA)
reduz os niveis de espermidina nos biofilmes NTHI e UPEC indicados por
uma diminuicdo no sinal IF e resulta em uma espessura média
significativamente diminuida em comparacao com o controle de sBHI
(FIG. 17C). UPEC representado como alteracao percentual da espessura

meédia em comparacao com o controle LB (FIG. 17D).

[0036] As FIGS. 18A - 18B: A fosfocelulose tem um efeito negativo
dependente da dose na formacao do biofilme e na estabilidade do
biofilme NTHI pré-formado in vitro. (FIG. 18A) O crescimento do
biofilme foi iniciado e mantido por 24 horas e depois tratado por 16 horas
com O (controle SBHI), 0,1%, 1% e 5% (p/v) de Fosocelulose (P11). (FIG.
18B) O crescimento do biofilme foi iniciado e entdo mantido por 40 horas
na presenca de O (Controle de sBHI), 0,1%, 1% e 5% (p/v) de (P11). Os
biofilmes foram lavados com solucao salina e corados com coloracao
LIVE/DEAD®. As imagens foram analisadas pelo COMSTAT para
calcular a espessura média e a biomassa. Todas as imagens foram

capturadas com uma objetiva de 63X.

[0037] A FIG. 19: A heparina-sepharose tem um efeito negativo na
formacao de biofilme NTHI in vitro. O crescimento do biofilme foi
iniciado e entdo mantido por 40 horas na presenca de O (controle de sBHI)
ou 5% (p/v) de resina de heparina-sepharose. Os biofilmes foram lavados
com solucao salina e corados com coloracao LIVE/DEAD®. As imagens
foram analisadas pelo COMSTAT para calcular a espessura média e a

biomassa. Todas as imagens foram capturadas com uma objetiva de 63X.

[0038] A FIG. 20: A adicao exogena de HU resgata o efeito negativo
da fosfocelulose na estabilidade do biofilme NTHI in vitro. O
crescimento do biofilme foi iniciado e mantido por 24 horas, depois

tratado por 16 horas, conforme indicado. Os biofilmes foram lavados com
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solucao salina e corados com coloracdao LIVE/DEAD®. As imagens foram
analisadas pelo COMSTAT para calcular a espessura média e a biomassa
e comparadas com o controle sBHI. Todas as imagens foram capturadas
com uma objetiva de 63X. Barras representam o SEM. A significancia
estatistica em comparacdao com o controle foi avaliada por testes t nao

pareados, *P<0,05; **P<0,01.

[0039] A FIG. 21: A adicao exogena de MgCl: resgata o efeito negativo
da fosfocelulose na estabilidade do biofilme NTHI in vitro. O
crescimento do biofilme foi iniciado e mantido por 24 horas, em seguida,
tratado por 16 horas, conforme indicado. Os biofilmes foram lavados com
solucao salina e machados com coloracdo LIVE/DEAD®. As imagens
foram analisadas pelo COMSTAT para calcular a espessura média e a

biomassa. Todas as imagens foram capturadas com uma objetiva de 63X.

[0040] A FIG. 22: A adicao exdgena de espermidina resgata o efeito
negativo da fosfocelulose na estabilidade do biofilme NTHI in vitro.
O crescimento do biofilme foi iniciado e mantido por 24 horas, em
seguida, tratado por 16 horas, conforme indicado. Os biofilmes foram
lavados com solucao salina e corados com coloracao LIVE/DEAD®. As
imagens foram analisadas pelo COMSTAT para calcular a espessura
média e a biomassa. Todas as imagens foram capturadas com uma

objetiva de 63X.

[0041] A FIG. 23: Os efeitos de deplecao de cations da fosfocelulose
P11 nao requerem contato direto com o biofilme. O crescimento do
biofilme foi iniciado na camara basolateral de um sistema de placa
transwell enquanto 0, 0,5, 1 ou 1,5% (p/v) de fosfocelulose P11 foi
adicionado a camara apical e foi mantida por 16 horas. Os biofilmes
foram lavados com solucao salina e corados com coloracao LIVE/DEAD®.
As imagens foram analisadas pelo COMSTAT para calcular a espessura
média e a biomassa e foram comparadas com o controle sBHI. Todas as

imagens foram capturadas com uma objetiva de 63X. Barras representam
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o SEM. A significancia estatistica em comparacdao com o controle foi

avaliada por testes t nao pareados, *P<0,05; **P<0,01.

[0042] A FIG. 24: A adicao exogena de espermidina reduz os efeitos
de deplecao de cations da fosfocelulose P11 sem a necessidade de
contato direto com o biofilme. O crescimento do biofilme foi iniciado
na camara basal de um sistema de placa transwell enquanto O ou 1,5%
(p/v) de P11 Fosfocelulose foi adicionada a camara apical e foi mantida
por 16 horas na presenca de 100, 500 ou 1000 uM de biofilmes
espermidina foram lavados com solucao salina e corada com coloracao
LIVE/DEAD®. As imagens foram analisadas pelo COMSTAT para
calcular a espessura média e a biomassa e foram comparadas com o
controle sBHI. Todas as imagens foram capturadas com uma objetiva de
63X. Barras representam o SEM. A significancia estatistica em
comparacao com o controle foi avaliada por testes t ndo pareados,
*P<0,05; **P<0,01. Os colchetes indicam comparacao estatistica entre as

condicoes.

[0043] A FIG. 25: A adicao exogena de espermidina e DNABII reduz
os efeitos de deplecao de cations da fosfocelulose P11 sem contato
direto com o biofilme. O crescimento do biofilme foi iniciado na camara
basolateral de um sistema de placa transwell enquanto O ou 1,5% (p/v)
de fosfocelulose P11 foi adicionada a camara apical e foi mantida por 16
horas na presenca de espermidina 100 uM ou HU 500 nM ou em
combinacao. Os biofilmes foram lavados com solucao salina e machados
com coloracao LIVE/DEAD®. As imagens foram analisadas pelo
COMSTAT para calcular a espessura meédia e a biomassa e foram
comparadas com o controle sBHI. Todas as imagens foram capturadas
com uma objetiva de 63X. Barras representam o SEM. A significancia
estatistica em comparacao com o controle foi avaliada por testes t nao
pareados, *P<0,05; **P<0,01. Os colchetes indicam comparacao

estatistica entre as condicoes.
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[0044] As FIGS. 26A - 26B: O revestimento de superficies abidticas
com resina de troca cationica evita a formacao de biofilme de
maneira dependente da dose. As laminas da camara foram revestidas
com solucoes de fosfocelulose P11 (FIG. 26A) ou heparina-sepharose
(FIG. 26B) conforme indicado. O crescimento do biofilme foi iniciado e
mantido por 40 horas em laminas revestidas. Os biofilmes foram lavados
com solucao salina e corados com coloracao LIVE/DEAD®. As imagens
foram analisadas pelo COMSTAT para calcular a espessura média e a
biomassa. Todas as imagens foram capturadas com uma objetiva de 63X.

Barras representam o SEM.

[0045] A FIG. 27: Biofilmes maduros sao resistentes a ruptura por
DNase. DNase (Pulmozyme; 5 unidades) foi adicionada na semeadura
(prevencado) ou em 24h (interrupcao) aos respectivos biofilmes pré-
formados NTHI ou UPEC in vitro. Apos um total de 40h, os biofilmes foram
corados com LIVE/DEAD®, visualizados via CLSM e analisados pelo
COMSTAT. Barras representam o SEM. Tendéncias semelhantes foram
observadas para a biomassa. A significancia estatistica em comparacao
com o controle foi avaliada por testes t ndo pareados, *P<0,05; **P<0,01.

A DNase pode prevenir, mas nao interromper os biofilmes existentes.

[0046] A FIG. 28: Z-DNA e poliaminas aumentam em abundancia
conforme os biofilmes UPEC e NTHI amadurecem. Imagens de
imunofluorescéncia CLSM de biofilmes UPEC e NTHI formados in vitro em
varios estagios de maturacao, sondados com anti-Z-DNA (cinza claro) ou
anti-espermidina (cinza escuro). Biofilmes maduros incorporam uma
quantidade crescente de Z-DNA (cinza claro) e espermidina (cinza escuro)

dentro do EPS do biofilme ao longo do tempo.

[0047] A FIG. 29: Z-DNA esta presente em biofilmes fangicos
patogénicos maduros. Imagens de imunofluorescéncia CLSM de
biofilmes formados por Candida albicans in vitro, contrastados com DAPI

e sondados com anti-B-DNA, anti-Z-DNA ou sem primario (cinza claro).
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Biofilmes fungicos maduros incorporam Z-DNA (cinza claro) no biofilme
EPS.

[0048] A FIG. 30: Anticorpos Anti-Z-DNA estimulam a biogénese do
biofilme. Anticorpos anti-Z-DNA (1 mg) foram adicionados aos biofilmes
NTHI in vitro na semeadura. Apos 16h, os biofilmes foram corados com
LIVE/DEAD®, visualizados via CLSM e analisados pelo COMSTAT.
Barras representam o SEM. Tendéncias semelhantes foram observadas
para a biomassa. A significancia estatistica em comparacao com o
controle foi avaliada por testes t pareados. Os anticorpos Anti-Z-DNA
estabilizam a matriz extracelular do biofilme, estimulando a biogénese do
biofilme, enquanto os anticorpos para B-DNA (por exemplo, anti-dsDNA)

nao estimulam a biogénese do biofilme.

[0049] A FIG. 31: A DNase degrada o B-DNA, mas nao o Z-DNA, dentro
da matriz extracelular do biofilme. DNase (Pulmozyme; 5 unidades) foi
adicionada 24h apos a semeadura do biofilme em biofilmes NTHI preé-
formados in vitro. Apés um total de 40 h, os biofilmes foram sondados
com anti-Z-DNA, anti-B-DNA ou sem anticorpos primarios, que foram
revelados pelo uso de anticorpos fluorescentes secundarios
correspondentes e visualizados via CLSM. O tratamento com DNase
degrada estruturas de eDNA da forma de B-DNA, mas revela extensa

forma de eDNA de Z-DNA dentro da matriz extracelular do biofilme.

[0050] A FIG. 32: A formacao de Z-DNA protege o DNA da degradacao
da nuclease. Um substrato poli(dG-dC) foi incubado com nuclease
ativada por sal (SAN) ou DNase I em concentracoes crescentes de NaCl,
espermina ou espermidina como indicado acima. Os produtos de
degradacao foram visualizados por eletroforese em gel. O alto teor de sal
e as poliaminas protegem o DNA da degradacado por meio da conversao

para a forma Z-DNA.

[0051] A FIG. 33: Proteinas DNABII e poliaminas co-localizam dentro
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da matriz extracelular do biofilme. Biofilmes Haemophilus influenzae
nao tipaveis foram cultivados em meio BHI suplementado em 8 laminulas
de vidro com camara em forma de poco a 37 °C e 5% de CO». Os biofilmes
foram lavados, sondados com anticorpos primarios contra proteinas
DNABII (cinza claro) ou poliaminas (cinza escuro), um anticorpo
secundario fluorescente, corados com DAPI (regides cinza) e visualizados
por microscopia de fluorescéncia. Poliaminas co-localizadas com HU, mas
nao com IHF na matriz do biofilme. Uma cepa NTHI incapaz de produzir
HU reduziu o acimulo de poliaminas na matriz do biofilme. As proteinas
DNABII e as poliaminas interagem para estabilizar a matriz extracelular

do biofilme.

[0052] As FIGS. 34A - 34B: As proteinas DNABII protegem o DNA
mudando para a forma Z-DNA. (FIG. 34A) Um substrato poli(dG-dC) foi
incubado com DNase I em concentracoes crescentes de NTHi HU como
indicado acima. Os produtos de degradacao foram visualizados por
eletroforese em gel. HU protegeu o DNA da degradacao. (FIG. 34B)
Superior: Espectro de dicroismo circular de um substrato B-DNA sendo
convertido em Z-DNA aumentando as concentracdoes de um catalisador
Z-DNA (adaptado de Rahmouni (1992) Mol Microbiol. 6(5):569-72.)
Observe a inversao do pico negativo em torno de 250 nm e o pico positivo
em torno de 280 nm. Inferior: DNA de poli(dGdC) (S ug) foi incubado com
HU (15 uM) por 2h e espectros de CD coletados. HU muda o espectro de
CD de poli(dGdC) em direcao a uma assinatura de Z-DNA.

[0053] As FIGS. 35A - 35D: As proteinas DNABII e as poliaminas (PAs)
interagem sinergicamente para induzir a resisténcia a DNase. (FIG.
35A) Niveis crescentes de espermidina (Spd) e HU, separadamente ou em
conjunto, foram incubados com DNA genomico (gDNA; 2 ug/ml) por 1,5h
a 37 °C, seguido de tratamento com Pulmozyme® por 20 min. A
degradacao do DNA foi avaliada usando eletroforese em gel de agarose.

Spd e HU protegem sinergicamente o DNA genomico da digestdao com
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DNase. (FIG. 35B) Spd (300 uM) e HU (1 uM) foram incubados com DNA
genomico (2 ug/ml) por 40 h, seguido por tratamento com Pulmozyme®
por 20 min. As estruturas foram coradas com LIVE/DEAD® e
fotografadas com CLSM (branco). (FIG. 35C) Imagem de
imunofluorescéncia CLSM do biofilme EPS da mucosa encontrado na
orelha média de chinchila com MO experimental devido a NTHI. Sondado
para putrescina (cinza escuro) e HU (cinza claro), contrastado com DAPI
(cinza). As estruturas de DNA dependentes de HU-Spd sao resistentes ao
tratamento com DNase. Poliaminas e proteinas DNABII co-localizam em
fitas de eDNA em biofilmes in vivo (branco). (FIG. 35D): Concentracoes
crescentes de DNase foram adicionadas por 16h na semeadura
(Prevencao) ou em 24h (Ruptura) a biofilmes NTHI ou UPEC. Os biofilmes
foram corados, fixados, visualizados via CLSM e analisados pelo
COMSTAT. Barras representam o SEM. A significancia estatistica em
comparacao com o controle (sem DNase) foi avaliada por testes t nao
pareados, **P<0,01. A DNase pode prevenir a formacao de, mas nao

interromper os biofilmes existentes.

[0054] A FIG. 36: O Z-DNA esta presente no biofilme EPS de varios
patogenos humanos. Superior: Imagens de imunofluorescéncia CLSM
de biofilmes de 40h formados pela bactéria indicada, sondados sem
anticorpo primario (N.° 1°) ou com anticorpo especifico para Z-DNA (cinza
claro). Z-DNA é um componente do EPS de varios biofilmes bacterianos
em diferentes niveis de estado estacionario. Inferior: Imagens de
imunofluorescéncia CLSM de biofilmes indicados sondados com
anticorpos HU (cinza claro) e espermidina (cinza escuro), a co-localizacao
é (branco). Os componentes DNABII e poliamina co-localizam no EPS de
varios biofilmes bacterianos em niveis de estado estacionario que se

correlacionam com a abundancia de Z-DNA.

[0055] A FIG. 37: HMGB1 desestabiliza estruturas Z-DNA na matriz

extracelular do biofilme. Biofilmes Haemophilus influenzae nao tipaveis
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foram cultivados em meio BHI suplementado em 8 laminulas de vidro
com camara em forma de poco a 37°C e 5% de COz. Apds 24h, os
biofilmes foram tratados conforme indicado acima. Apés 40h, os biofilmes
foram lavados, sondados com anticorpos primarios dirigidos contra Z-
DNA (pontos cinza claro), um anticorpo secundario fluorescente, corados
com DAPI (regioes cinza) e visualizados por microscopia de fluorescéncia.
O tratamento com HMGBI1 reduziu as estruturas de Z-DNA na matriz do

biofilme.

[0056] As FIGS. 38A - 38C: HMGB1 desloca proteinas DNABII,
interrompendo biofilmes NTHI. Biofilmes Haemophilus influenzae nao
tipaveis foram cultivados em meio BHI suplementado em 8 laminulas de
vidro com camara em forma de poco a 37°C e 5% de CO2. Apds 24h, os
biofilmes foram tratados conforme indicado. (FIG. 38A) Apo6s 40h, os
biofilmes foram lavados, sondados com anticorpos primarios
direcionados contra proteinas DNABII (pontos cinza claro), um anticorpo
secundario fluorescente, corados com DAPI (regides cinza) e visualizados
por meio de microscopia de fluorescéncia. (FIG. 38B) O meio de culturas
de biofilme foi coletado e analisado via Western blot com um anticorpo
primario que reconhece proteinas DNABII. O tratamento com HMGBI1
deslocou as proteinas DNABII da matriz do biofilme. (FIG. 38C)
Quantificacdo COMSTAT de biofilmes NTHI corados com LIVE/DEAD® e
visualizados com microscopia confocal apos tratamento com 5 mg/mL de

HMGB1. HMGBI1 interrompe biofilmes, deslocando proteinas DNABII.

[0057] As FIGS. 39A - 39B: HMGB1 promove resolucao de biofilme
em um modelo experimental (hospedeira chinchila) de OM. Diluente
ou 5 pg de rHMGB1 ou mHMGBI1 foram entregues diretamente as orelhas
médias de chinchilas 4 e 5 dias apos a infeccao com NTHI. Os animais
foram sacrificados 24h mais tarde, e suas orelhas meédias foram
fotografadas (FIG. 39A) e pontuadas as cegas (FIG. 39B) com base nos

critérios descritos na parte inferior de (FIG. 39A). Barras representam

Peti¢&o 870200160890, de 23/12/2020, pag. 256/508



26/230

SEM. ***P<0,001. As imagens e a pontuacdo demonstram que o HMGB1

promoveu a eliminacao de biofilmes NTHI pré-existentes in situ.

[0058] As FIGS. 40A - 40C: HMGB1 interrompe biofilmes de
Burkholderia cenocepacia. (FIG. 40A) Biofilmes de B. cenocepacia
foram cultivados em meio LB em 8 laminulas de vidro com camara em
forma de poco a 37°C e 5% de CO2. Apos 24h, os biofilmes foram tratados
com 5 mg/mL HMGBI1. Apés um total de 40h, os biofilmes foram corados
com LIVE/DEAD®, visualizados via CLSM e analisados pelo COMSTAT.
Barras representam o SEM. (FIG. 40B) Camundongos C57BL/6 foram
infectados com 107 CFU i.t., e simultaneamente receberam S mg de
rHMGB1 ou mHMGB1, uma variante nao inflamatéria de C45S. Os
agregados de B. cenocepacia foram visiveis por microscopia de
fluorescéncia em secoes sondadas com um a-B. anticorpo cenocepacia
(cinza). Apos 18h, (FIG. 40C) CFUs foram quantificados em BAL. Barras
representam SD. *P<0,05, ***P<0,001. O tratamento com HMGBI1

interrompe significativamente os biofilmes de B. cenocepacia in situ.

[0059] A FIG. 41: HMGB1 reverte o Z-DNA induzido por poliamina
para um estado B-DNA sensivel a nuclease. Um substrato poli(dG-dC)
foi incubado com espermidina e HMGB1. Os produtos de degradacao
foram visualizados por eletroforese em gel. O tratamento com HMGBI1
restaurou a sensibilidade da nuclease aos substratos de Z-DNA induzidos

por espermidina.

[0060] As FIGS. 42A - 42D: As proteinas DNABII e as poliaminas sao
necessarias para resgatar a prevencao do biofilme mediada pelo
trocador de cations (P11). (FIG. 42A) O crescimento do biofilme NTHI
foi iniciado a 37°C, 5% de COz na camara basolateral de um sistema de
placa transwell, enquanto a resina P11 foi adicionada a camara apical e
incubada por 16h. (FIG. 42B) Os biofilmes foram corados, fixados,
visualizados via CLSM e analisados por COMSTAT. Barras representam

o SEM. A significancia estatistica em comparacao com o controle (sem
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P11) foi avaliada por testes t ndo pareados, ****P<0,0001. (FIG. 42C)
Espermidina (Spd, 300 uM) e HU (500 nM) foram adicionados na
semeadura. Os biofilmes foram quantificados como em (FIG. 42B).
**P<0,01, ***P<0,001 e ****P<0,0001 em comparacao com o Controle (sem
P11). (FIG. 42D) Imagens representativas de biofilmes formados nas
condicoes quantificadas em (FIG. 42C), biomassa média no canto
superior direito. A adicao de P11 evita a formacao de biofilme de uma
maneira dependente da dose. Espermidina exégena e HU juntos
restauram o desenvolvimento do biofilme, mas nao sozinhos, o que
sugere que a atividade anti-biofilme P11 é o resultado da titulacao de
componentes estruturais (poliaminas, proteinas DNABII) longe do

biofilme EPS sem contato direto.

[0061] As FIGS. 43A - 43B: Especificidade de anticorpos B- e Z-DNA.
(FIG. 43A) DNA genomico bromado (2ug/mL) e polydGdC foram
incubados em tampao e os valores de absorbancia em 260nm e 295nm
foram medidos e a razdo A260/295 foi calculada. Uma razao >8,6 é
indicativa de B-DNA (cinza escuro), enquanto um valor proximo a 3,2 €
indicativo de Z-DNA (branco). (FIG. 43B) Uma placa ELISA foi revestida
com 1 pg de poli dGAC (B-DNA) ou poli dGdC bromado (Z-DNA Hindler
et al. (2013) J Clin Microbiol. 51(6):1678-84.), seguido de bloqueio com
0,5% BSA. Os pocos foram entdo sondados com camundongo (ms) IgG1
(controle negativo), anti-B-DNA de camundongo ou anti-Z-DNA de
camundongo e detectados com uma cabra anti-camundongo secundaria
IgG-HRP. TMB (3,3’,5,5-tetrametilbenzidina) foi o substrato colorimétrico
usado para deteccao de HRP (pocos cinza escuro). Os anticorpos anti-B e

anti-Z eram especificos para suas respectivas formas de DNA.

[0062] A FIG. 44: Proteinas DNABII, poliaminas e eDNA (B- e Z-DNA)
se acumulam continuamente dentro do EPS de biofilmes NTHI ao
longo do tempo. Imagens de imunofluorescéncia CLSM de biofilmes

NTHI em varios estagios de formacao, sondados com anticorpos anti-B-
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DNA (cinza claro; primeiro da esquerda), anti-anti-espermidina (cinza
claro; segundo da esquerda), anti-DNABII (cinza ; terceiro da esquerda),
ou anti-Z-DNA (branco; quarto do elft). Biofilmes maduros incorporam
uma quantidade crescente de cada componente TEDS no EPS ao longo

do tempo.

[0063] A FIG. 45: As poliaminas e as proteinas DNABII estimulam o
Z-DNA, que é resistente ao DNAse. Imagens de imunofluorescéncia do
mimeético de andaime EPS formado de novo pela adicao de proteina
DNABII (HUntai, 500 nM) e espermidina (300 uM) para DNA genoémico
purificado (2 pg/ml) e incubacao a 37°C por 16h. Os miméticos de
andaime de biofilme foram incubados com Pulmozyme® (DNase, 5 U/ml)
por 1h e entdo sondados para B-DNA (cinza escuro) e Z-DNA (branco).
Barra de escala 10 uM. B-DNA e Z-DNA foram observados dentro das
estruturas miméticas, e a adicao de DNase eliminou seletivamente o B-
DNA, enquanto o Z-DNA permaneceu intacto. Assim, as poliaminas e as
proteinas DNABII podem induzir o estado de resisténcia a DNase por

conversao de eDNA de B-DNA em Z-DNA.

[0064] A FIG. 46: TEDS e Z-DNA estao presentes dentro do biofilme
EPS formado por varios patogenos humanos. (A) Superior: Imagens de
imunofluorescéncia CLSM de biofilmes indicados sondados com
anticorpos ingénuos ou anti-HU (cinza) e anti-espermidina (Spd, cinza
claro), a co-localizacao é branca. Inferior: Imagens de imunofluorescéncia
CLSM de biofilmes formados por 40h das bactérias indicadas, sondadas
com naive ou anti-B-DNA (cinza escuro) e anticorpos anti-Z-DNA
(branco). Um anticorpo monoclonal especifico de Z-DNA bem
caracterizado (clone Z22 Heydorn et al. (2002) COMSTAT. Microbiology;
146; Yang et al. (2017) Paediatr Respir Rev. 21: 65-7; Xu et al. ( 2016)
Molecules; 21 (8).) Foi usado para detectar Z-DNA. Os componentes
DNABII, poliaminas, Z-DNA e B-DNA estao todos presentes no EPS de

varios biofilmes bacterianos. O Z-DNA ¢é parte integrante do EPS de varios
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biofilmes bacterianos em diferentes niveis de estado estacionario.

[0065] As FIGS. 47A - 47B: O Z-DNA esta presente em amostras in
vivo e ex vivo. Esquerda: Z-DNA (branco) e B-DNA (cinza escuro) dentro
(FIG. 47A) biofilme NTHI durante OM induzida por NTHI experimental e
(FIG. 47B) expectoracao de paciente com fibrose cistica. Insercao, neg.
ao controle. Barra de escala 10 pm. Direita: proteina DNABII (cinza) e
espermidina (Spd, cinza claro) dentro (FIG. 47A) do biofilme NTHI
durante OM induzida por NTHI experimental e (FIG. 47B) expectoracao
de paciente com fibrose cistica. Insercao, neg. ao controle. Barra de
escala 10 pm. Os componentes DNABII, poliaminas, Z-DNA e B-DNA
estao todos presentes em secoes da orelha média de chinchila infectada
com biofilmes NTHI. O Z-DNA é parte integrante do EPS de varios

biofilmes bacterianos em diferentes niveis de estado estacionario.

[0066] As FIGS. 48A - 48B: Z-DNA em biofilmes forma uma estrutura
resistente a nuclease. (FIG. 48A) Biofilmes formados por 24h pelas
bactérias indicadas (Kp = K. pneumoniae) foram incubados com DNase
(Pulmozyme®; 40 U/ml) por mais 16h. Biofilmes foram entao sondados
com anticorpos anti-B-DNA (cinza escuro) e anti-Z-DNA (branco) e
contrastados com a coloracdo da membrana da célula bacteriana FM4-
64TM (nao mostrado). (FIG. 48B) Mudancas na abundancia de B-DNA ou
Z-DNA foram quantificadas usando ImagedJ por calculo da razdo da
intensidade de fluorescéncia de B-DNA ou Z-DNA apoés a adicao de DNase
dividido pela intensidade de fluorescéncia na auséncia de DNase (Ao
controle). A intensidade da fluorescéncia foi normalizada para o sinal de
fluorescéncia das células coradas com FM4-64TM. Barras representam o
SEM. A significancia estatistica em comparacao com o controle (sem
DNase, linha pontilhada) foi avaliada por testes t pareados, *P<0,05;
****P<0,0001. Enquanto o B-DNA € degradado pela DNase, o Z-DNA ¢

resistente e serve para manter a integridade estrutural do biofilme EPS.

[0067] A FIG. 49: A estabilizacao do Z-DNA estimula a formacao de
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biofilme. O crescimento do biofilme NTHI e UPEC foi iniciado na
presenca de anticorpos ingénuos ou anti-Z-DNA (5 mg/ml) por 16h. Os
biofilmes foram corados, fixados, visualizados via CLSM e analisados pelo
COMSTAT. Barras representam o SEM. A significancia estatistica em
comparacao com o controle (sem anticorpos) foi avaliada por testes t
pareados, *P<0,05, **P<0,01. Os anticorpos anti-Z-DNA estimulam a
formacao de biofilme de uma maneira dependente da dose, enquanto os

anticorpos naive nao.

[0068] As FIGS. 50A - 50B: A mudanca de equilibrio da conversao de
B-DNA para Z-DNA altera a formacao de biofilme. Biofilmes NTHI
formados por 24h foram incubados com cloreto de cério (CeClz) ou
cloroquina por mais 16 h e foram sondados com naive ou anti-Z-DNA
(branco) por imunofluorescéncia CLSM. (FIG. 50A) A imagem
representativa do biofilme NTHI indicou um aumento da abundancia de
Z-DNA apos a adicao de 1 mM CeCls. (FIG. SOB) A imagem representativa
do biofilme NTHI indicou uma diminuicao da abundancia de Z-DNA apoés

a adicao de cloroquina 1 uM.

[0069] As FIGS. 51A - 51B: A mudanca de equilibrio da conversao de
B-DNA para Z-DNA altera a formacao de biofilme. Biofilmes NTHI
formados por 24h foram incubados com cloreto de cério (CeCls) (FIG.
51A) ou cloroquina (FIG. 51B) por mais 16h. O Z-DNA foi medido por IF
e CLSM usando anti-Z-DNA e as células foram coradas com a coloracao
de membrana FM4-64. Barras representam o SEM. A significancia
estatistica em comparacao com o controle foi avaliada por testes t
pareados, *P<0,05, **P<0,01. CeClz aumentou o Z-DNA e a formacao de
biofilme, enquanto a cloroquina reduziu o Z-DNA e o desenvolvimento de

biofilme.

[0070] As FIGS. 52A - 52B: A homeostase do RNA modula o
desenvolvimento do biofilme bacteriano. (FIG. 52A) O crescimento do

biofilme NTHI foi iniciado na presenca de RNase A por 16h. Os biofilmes
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foram corados, fixados, visualizados via CLSM e analisados pelo
COMSTAT. A adicdo de RNase A estimulou a formacao de biofilme de uma
maneira dependente da dose, provavelmente pela liberacdo de
poliaminas, um catalisador critico para a conversao extracelular de B-
DNA em Z-DNA. (FIG. 52B) Biofilmes NTHI formados por 16h foram
incubados com tRNA e analisados como em (FIG. 52A). Monofosfato de
guanosina (GMP) serviu como controle negativo. Barras representam o
SEM. A significancia estatistica em comparacao com o controle (sem
RNase A ou tRNA/GMP) foi avaliada por testes t pareados, *P<0,05,
**P<0,01. A adicao de tRNA (mas nao GMP) interrompeu biofilmes NTHI
iniciais de uma maneira dependente da dose, provavelmente por

sequestro de poliaminas do biofilme EPS.

[0071] A FIG. 53: DNABII e poliaminas sinergizam para converter B-
DNA em Z-DNA. Em um aspecto, os agentes sdao administrados na
auséncia de uma DNAse. Esquerda: DNA gendmico (2 ug/mL) foi
incubado com espermidina (spd: 300 uM), HU (500 nM), uma combinacao
de ambos spd e HU por 2h a 37 °C. A incubacao de gDNA com 3,6 M NaCl
foi usada como um controle Z-DNA positivo. Meio: o gDNA (2 pg/mL) foi
incubado com concentracoes aumentadas de cloreto de cério (CeClz) que
é conhecido por induzir Z-DNA. A direita: poli (dGdC) (1png) foi incubado
com NaCl (3,6M), cloroquina (100pM) ou uma combinacao de NaCl e
cloroquina. A cloroquina impede a transicdo de B-DNA para Z-DNA. Os
valores de absorbancia em 260nm e 295nm foram medidos e a razao
A260/295 foi calculada. Uma razao> 8,6 € indicativa de B-DNA, enquanto
um valor proximo a 3,2 € indicativo de Z-DNA. DNABII e poliaminas, bem
como CeClsz sinergizaram para induzir Z-DNA, enquanto a cloroquina
preveniu a conversao de Z-DNA de acordo com um ensaio de taxa de

absorbancia espectroscopica bem estabelecido e verificado.
DESCRICAO DETALHADA

[0072] A menos que definido de outra forma, todos os termos técnicos e
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cientificos usados neste documento tém os mesmos significados como
comumente entendidos por alguém versado na técnica a qual esta
divulgacao pertence. Todas as sequéncias de nucleotideos fornecidas
aqui sdo apresentadas na direcao 5’ a 3’. Embora quaisquer métodos e
materiais semelhantes ou equivalentes aqueles descritos aqui possam ser
usados na pratica ou teste da presente divulgacao, métodos, dispositivos
e materiais exemplares nao limitativos e particulares sao agora descritos.
Todas as publicacoes técnicas e de patentes aqui citadas sao aqui
incorporadas por referéncia em sua totalidade. Nada neste documento
deve ser interpretado como uma admissao de que a divulgacao nao tem

o direito de anteceder tal divulgacao em virtude da invencao anterior.

[0073] A pratica da presente divulgacdo empregara, a menos que
indicado de outra forma, técnicas convencionais de cultura de tecidos,
imunologia, biologia molecular, microbiologia, biologia celular e DNA
recombinante, que estdao dentro da habilidade na técnica. Ver, por
exemplo, Sambrook e Russel eds, (2001) Molecular Cloning: A Laboratory
Manual, 3% edicao; a série de Ausubel et al. eds. (2007) Current Protocols
in Molecular Biology; a série Methods in Enzymology (Academic Press,
Inc., N.Y.); MacPherson et al. (1991) PCR 1: A Practical Approach (IRL
Press em Oxford University Press); MacPherson et al. (1995) PCR 2: A
Practical Approach; Harlow e Lane eds. (1999) Antibodies, A Laboratory
Manual; Freshney (2005) Culture of Animal Cells: A Manual of Basic
Technique, 5% edicao; Gait ed. (1984) Oligonucleotide Synthesis; Patente
U.S. N.° 4.683.195; Eds de Hames e Higgins. (1984) Nucleic Acid
Hybridization; Anderson (1999) Nucleic Acid Hybridization; Eds de
Hames e Higgins. (1984) Transcription and Translation; Immobilized
Cells and Enzymes (IRL Press (1986)); Perbal (1984) A Practical Guide to
Molecular Cloning; Miller e Calos eds, (1987) Gene Transfer Vectors for
Mammalian Cells (Cold Spring Harbor Laboratory); Makrides ed. (2003)
Gene Transfer and Expression in Mammalian Cells; Mayer e Walker eds.

(1987) Immunochemical Methods in Cell and Molecular Biology
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(Academic Press, Londres); e Herzenberg et al eds (1996) Weir’s

Handbook of Experimental Immunology.

[0074] Todas as designacoes numeéricas, por exemplo, pH, temperatura,
tempo, concentracdo e peso molecular, incluindo intervalos, sao
aproximacoes que sao variadas (+) ou (-) por incrementos de 1,0 ou 0,1,
conforme apropriado ou alternativamente por uma variacao de +/- 15%,
ou alternativamente 10% ou alternativamente 5% ou alternativamente
2%. Deve ser entendido, embora nem sempre explicitamente declarado,
que todas as designacoes numeéricas sao precedidas do termo “cerca de”.
Também deve ser entendido, embora nem sempre explicitamente
declarado, que os reagentes descritos neste documento sdo meramente

exemplificativos e que seus equivalentes sdo conhecidos na técnica.

[0075] Conforme utilizado no Relatorio Descritivo e nas Reivindicacoes,
a forma singular “um”, “uma” e “0” incluem referéncias plurais, a menos
que o contexto dite claramente o contrario. Por exemplo, o termo “um
polipeptideo” inclui uma pluralidade de polipeptideos, incluindo misturas

do mesmo.

[0076] Conforme utilizado aqui, o termo “compreendendo” se destina a
significar que as composicoes e métodos incluem os elementos citados,
mas nao excluem outros. “Consistindo essencialmente em” quando usado
para definir composicoes e métodos, devera significar a exclusao de
outros elementos de qualquer significado essencial para a combinacao
para o uso pretendido. Assim, uma composicdo consistindo
essencialmente nos elementos conforme definidos nao excluiria vestigios
de contaminantes do método de isolamento e purificacdo e veiculos
farmaceuticamente aceitaveis, tais como solucao salina tamponada com
fosfato, conservantes e semelhantes. “Consistindo em” devera significar
excluir mais do que elementos vestigiais de outros ingredientes e etapas
substanciais do método para administrar as composicoes aqui

divulgadas. As modalidades definidas por cada um desses termos de
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transicao estao dentro do escopo desta divulgacao.

[0077] Um “biofilme” significa uma comunidade organizada de
microrganismos que por vezes aderem a superficie de uma estrutura, que
pode ser organica ou inorganica, juntamente com os polimeros como o
DNA que secretam e/ou libertam. Os biofilmes sdao muito resistentes a
agentes microbioticos e antimicrobianos. Eles vivem nos tecidos
gengivais, dentes e restauracoes, causando carie e doenca periodontal,
também conhecida como doenca da placa periodontal. Eles também
causam infeccoes cronicas do ouvido médio. Biofilmes também podem se
formar na superficie de implantes dentarios, stents, linhas de cateter e
lentes de contato. Eles crescem em marca-passos, substitutos de valvula
cardiaca, articulacoes artificiais e outros implantes cirargicos. Os
Centros de Controle de Doencas estimam que mais de 65% das infeccoes
nosocomiais (adquiridas em hospitais) sdo causadas por biofilmes. Eles
causam infeccoes vaginais cronicas e levam a infeccoes sistémicas com
risco de vida em pessoas com sistema imunologico debilitado. Os
biofilmes também estdao envolvidos em varias doencas. Por exemplo,
pacientes com fibrose cistica tém infeccoes por Pseudomonas que

frequentemente resultam em biofilmes resistentes a antibioticos.

[0078] O termo “inibir, competir ou titular” pretende uma reducao na
formacao da matriz de DNA/proteina que € um componente de um

biofilme microbiano.

[0079] Um “polipeptideo ou proteina DNABII” se refere a uma proteina
ou polipeptideo de ligacao ao DNA que € composto de dominios de ligacao
ao DNA e, portanto, tem uma afinidade especifica ou geral para o DNA
microbiano. Em um aspecto, eles se ligam ao DNA no bosque menor.
Exemplos nao limitativos de proteinas DNABII sao uma proteina do fator
de integracao do hospedeiro (IHF) e uma proteina semelhante a histona
de E. coli cepa U93 (HU). Outras proteinas de ligacao ao DNA que podem

estar associadas ao biofilme incluem DPS (N.° de acesso Genbank:
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CAA49169), H-NS (N.° de acesso Genbank: CAA47740), Hfq (N.° de acesso
Genbank: ACE63256), CbpA (N.° de acesso Genbank: : BAA0O3950) e
CbpB (No de Acesso do Genbank: NP — 418813).

[0080] Um “fator hospedeiro de integracao” da proteina “IHF” € uma
proteina bacteriana que € usada por bacteriéfagos para incorporar seu
DNA na bactéria hospedeira. Eles também se ligam ao DNA microbiano
extracelular. Os genes que codificam as subunidades da proteina IHF em
E. coli sao os genes himA (Genbank Accession N.°.:POA6X7.1) e himD
(POA6Y1.1). Homologos para estes genes sao encontrados em outros
organismos, € os peptideos correspondentes a esses genes de outros
organismos sao divulgados na técnica, por exemplo, na Tabela 10 da

Patente US N.° 8.999.291.

[0081] “HMGB1” € uma proteina de caixa de grupo de alta mobilidade
(HMGB) 1 que se liga e distorce o sulco menor do DNA e é um exemplo
de agente. Proteina e polipeptideo recombinantes ou isolados estao
comercialmente disponiveis na Atgenglobal, ProSpecBio, Proteinl e
Abnova. HMGB1 € uma pequena proteina de proteina de 215
aminoacidos (de aproximadamente 30 Kda) composta por 3 dominios:
dois dominios carregados positivamente, a caixa A e B, cada um
compreendendo de 80 aminoacidos e um terminal carbocil carregado
negativamente, a cauda C acida que consiste em aproximadamente 30
residuos consecutivos de aspartato e glutamato. Em seguida, é fornecido
um exemplo nao limitativo de uma sequéncia de polipeptideo de HMGB1

tipo selvagem:

MGKGDPKKPRRKMSSYAFFVQTCREEHKKKHPDASVNFSEFSKKCSE
RWKTMSAKEKGKFEDMAKADKARYEREMKTYI PPKGETKKKF_KDP
NAPKRPPSAFFLFCSEYRPKIKGEHPGLSIGDVAKKLGEMWNNTAADDKQPY
EKKAEKLKEKYEKDIAAYRAKGKPDAAKKGVV_KAEKSKKKKEEEEGEED
EEDEEEEEDEEDEDEEEDDDDE
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Os aminoacidos em negrito (aminoacidos 1-70) representam o

dominio A Box.

Os aminoacidos em italico (aminoacidos 88-164) representam

o0 dominio B Box.

Os aminoacidos sublinhados (aminoacidos 186-215)
representam o dominio da cauda C. Estes sao exemplos nao limitativos
de fragmentos, por exemplo, o dominio A Box, o dominio B Box, os
dominios A e B box (dominio AB box), o dominio da cauda C e o dominio
N (aminoacidos 1-185) . Em um aspecto, o fragmento consiste
essencialmente no dominio C-terminal ou um  polipeptideo

compreendendo o dominio B Box.

[0082] “HU” ou “proteina semelhante a histona de E. coli cepa U93”
refere-se a uma classe de proteinas heterodiméricas tipicamente
associadas a E. coli. Proteinas HU sao conhecidas por se ligarem a
juncoes de DNA. Proteinas relacionadas foram isoladas de outros
microrganismos. A sequéncia de aminoacidos completa de E. coli HU foi
relatada por Laine et al. (1980) Eur. J. Biochem 103 (3) 447-481. Os
anticorpos para a proteina HU estdo disponiveis comercialmente na

Abeam.

[0083] O termo “antigenos de superficie” ou “proteinas de superficie”
refere-se a proteinas ou peptideos na superficie das células, como células
bacterianas. Exemplos de antigenos de superficie sao proteinas de
membrana externa, como OMP PS5 (N.° de acesso Genbank: YP —
004139079.1), OMP P2 (N.° de acesso Genbank: ZZX87199.1), OMP P26
(N.° de acesso Genbank: YP — 665091.1), rsPilA ou PilA soluvel
recombinante (No de acesso do Genbank: EFU96734.1) e Pilin do tipo IV
(No de acesso do Genbank: Yp — 003864351.1).

[0084] O termo “Haemophilus influenzae” refere-se a bactérias
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patogénicas que podem causar muitas infeccoes diferentes, como, por
exemplo, infeccoes de ouvido, infeccoes oculares e sinusite. Muitas cepas
diferentes de Haemophilus influenzae foram isoladas e possuem um gene
ou proteina ThfA. Alguns exemplos nao limitativos de diferentes cepas de
Haemophilus influenzae incluem Rd KW20, 86-028NP, R2866, PittGG,
PittEE, R2846 e 2019.

[0085] “DNA microbiano” significa DNA de fita simples ou dupla de um

microrganismo que produz um biofilme.

[0086] “Inibir, prevenir ou quebrar” um biofilme pretende a reducao

profilatica ou terapéutica na estrutura de um biofilme.

[0087] Um “polinucleotideo dobrado” significa um polinucleotideo de fita
dupla que contém uma pequena alca em uma fita que nao emparelha
com a outra fita. Em algumas modalidades, o loop tem de 1 base a cerca
de 20 bases de comprimento, ou alternativamente de 2 bases a cerca de
15 bases de comprimento, ou alternativamente de cerca de 3 bases a
cerca de 12 bases de comprimento, ou alternativamente de cerca de 4
bases a cerca de 10 bases de comprimento, ou alternativamente tem

cercade 4, Sou 6 ou 7 ou 8 ou 9 ou 10 bases.

[0088] Um “sujeito” de diagnostico ou tratamento € uma célula ou um
animal, como um mamifero ou um ser humano. Animais nao humanos
sujeitos a diagnostico ou tratamento e sdao aqueles sujeitos a infeccoes ou
modelos animais, por exemplo, simios, murinos, tais como, ratos,
camundongos, chinchilas, caninos, tais como caes, leporideos, tais como
coelhos, gado, esporte animais e animais de estimacdo. Os termos
“sujeito”, “hospedeiro”, “individuo” e “paciente” sao indistintamente
usados aqui para se referir a animais, normalmente animais mamiferos.
Exemplos nao limitativos de mamiferos incluem humanos, primatas nao
humanos (por exemplo, macacos, giboes, chimpanzés, orangotangos,

macacos, macaques e semelhantes), animais domeésticos (por exemplo,
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caes e gatos), animais de fazenda (por exemplo, cavalos, vacas, cabras,
ovelhas, porcos) e animais experimentais (por exemplo, camundongo,
rato, coelho, porquinho da india). Em algumas modalidades, um
mamifero € um humano. Um mamifero pode ter qualquer idade ou em
qualquer estagio de desenvolvimento (por exemplo, um adulto,
adolescente, crianca, bebé ou um mamifero no titero). Um mamifero pode
ser macho ou fémea. Em algumas modalidades, um sujeito € um

humano.

[0089] O termo “proteina”, “peptideo” e “polipeptideo” sao usados
indistintamente e em seu sentido mais amplo para se referir a um
composto de duas ou mais subunidades de aminoacidos, analogos de
aminoacidos ou peptidomimeéticos. As subunidades podem ser ligadas
por ligacoes peptidicas. Em outra modalidade, a subunidade pode ser
ligada por outras ligacoes, por exemplo, éster, éter, etc. Uma proteina ou
peptideo deve conter pelo menos dois aminoacidos e nenhuma limitacao
€ colocada no numero maximo de aminoacidos que podem compreender
uma proteina ou sequéncia do peptideo. Tal como aqui utilizado, o termo
“aminoacido” refere-se a aminoacidos naturais e/ou ndo naturais ou
sintéticos, incluindo glicina e ambos os isdmeros opticos D e L, analogos

de aminoacidos e peptidomimeéticos.

[0090] Os termos “polinucleotideo” e “oligonucleotideo” sao usados
indistintamente e referem-se a uma forma polimérica de nucleotideos de
qualquer comprimento, sejam desoxirribonucleotideos ou
ribonucleotideos ou analogos dos mesmos. Os polinucleotideos podem ter
qualquer estrutura tridimensional e podem desempenhar qualquer
funcao, conhecida ou desconhecida. Os seguintes sao exemplos néao
limitativos de polinucleotideos: um gene ou fragmento de gene (por
exemplo, uma sonda, iniciador, EST ou etiqueta SAGE), exons, introns,
RNA mensageiro (mRNA), RNA de transferéncia, RNA ribossémico, RNAi,

ribozimas, cDNA, polinucleotideos recombinantes, polinucleotideos
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ramificados, plasmideos, vetores, DNA isolado de qualquer sequéncia,
RNA isolado de qualquer sequéncia, sondas de acido nucleico e
iniciadores. Um polinucleotideo pode compreender nucleotideos
modificados, tais como nucleotideos metilados e analogos de
nucleotideos. Se presente, modificacoes na estrutura do nucleotideo
podem ser transmitidas antes ou depois da montagem do polinucleotideo.
A sequéncia de nucleotideos pode ser interrompida por componentes nao
nucleotideos. Um polinucleotideo pode ser modificado posteriormente
apoOs a polimerizacao, tal como por conjugacao com um componente de
marcacao. O termo também se refere a moléculas de fita simples e dupla.
A menos que especificado ou requerido de outra forma, qualquer
modalidade aqui divulgada que seja um polinucleotideo abrange tanto a
forma de fita dupla quanto cada uma das duas formas de fita simples
complementares conhecidas ou previstas para constituir a forma de fita

dupla.

[0091] Um polinucleotideo € composto de uma sequéncia especifica de
quatro bases de nucleotideo: adenina (A); citosina (C); guanina (G); timina
(T); e uracila (U) para timina quando o polinucleotideo € RNA. Assim, o
termo “sequéncia polinucleotidica” € a representacao alfabética de uma
molécula polinucleotidica. Esta representacao alfabética pode ser
inserida em bancos de dados em um computador com uma unidade de
processamento central e usada para aplicacdes de bioinformatica, como

genomica funcional e pesquisa de homologia.

[0092] O termo “isolado” ou “recombinante”, tal como aqui utilizado com
relacao aos acidos nucleicos, como DNA ou RNA, refere-se a moléculas
separadas de outros DNAs ou RNAs, respectivamente, que estao
presentes na fonte natural da macromolécula, bem como polipeptideos.
O termo “acido nucleico isolado ou recombinante” pretende incluir
fragmentos de acido nucleico que nao ocorrem naturalmente como

fragmentos e nao seriam encontrados no estado natural. O termo
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“isolado” também é usado neste documento para se referir a
polinucleotideos, polipeptideos e proteinas que sao isolados de outras
proteinas celulares e se destina a abranger polipeptideos purificados e
recombinantes. Em outras modalidades, o termo “isolado ou
recombinante” significa separado dos constituintes, celulares e outros,
nos quais a célula, tecido, polinucleotideo, peptideo, polipeptideo,
proteina, anticorpo ou fragmento(s) do mesmo, que sao normalmente
associados na natureza. Por exemplo, uma célula isolada € uma célula
que € separada do tecido ou células de fenotipo ou genotipo diferente. Um
polinucleotideo isolado é separado dos nucleotideos contiguos 3’ e 5’ com
os quais esta normalmente associado em seu ambiente nativo ou natural,
por exemplo, no cromossomo. Como € aparente para os versados na
técnica, um polinucleotideo, peptideo, polipeptideo, proteina, anticorpo
ou fragmento(s) do mesmo de ocorréncia nao natural nado requer

“isolamento” para distingui-lo de sua contraparte de ocorréncia natural.

[0093] Deve ser inferido sem recitacao explicita e a menos que de outra
forma pretendido, que quando a presente divulgacao se refere a um
polipeptideo, proteina, polinucleotideo ou anticorpo, um equivalente ou
um equivalente biologicamente de tal é€ pretendido dentro do escopo desta
divulgacao. Tal como aqui utilizado, o termo “seu equivalente biologico”
se destina a ser sindénimo de “seu equivalente” quando se refere a uma
proteina, anticorpo, fragmento, polipeptideo ou acido nucleico de
referéncia, destina-se aqueles com homologia minima, embora ainda
mantendo a estrutura ou funcionalidade desejada. A menos que
especificamente recitado aqui, esta contemplado que qualquer
polinucleotideo, polipeptideo ou proteina aqui mencionado também inclui
seus equivalentes. Em um aspecto, um polinucleotideo equivalente é
aquele que hibridiza sob condicoes rigorosas com o polinucleotideo ou
complemento do polinucleotideo como descrito neste documento para
uso nos meétodos descritos. Em outro aspecto, um anticorpo equivalente

ou polipeptideo de ligacao ao antigeno pretende um que se liga com pelo
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menos 70%, ou alternativamente pelo menos 75%, ou alternativamente
pelo menos 80%, ou alternativamente pelo menos 85%, ou
alternativamente pelo menos 90%, ou alternativamente, pelo menos 95%
de afinidade ou afinidade superior para um anticorpo de referéncia ou
fragmento de ligacao ao antigeno. Em outro aspecto, o equivalente deste
compete com a ligacao do anticorpo ou fragmento de ligacao ao antigeno
ao seu antigeno tinder um ensaio ELISA competitivo. Em outro aspecto,
um equivalente pretende pelo menos cerca de 80% de homologia ou
identidade e, alternativamente, pelo menos cerca de 85%, ou
alternativamente, pelo menos cerca de 90%, ou alternativamente pelo
menos cerca de 95%, ou alternativamente 98% por cento de homologia
ou identidade e exibe atividade biologica substancialmente equivalente a

proteina, polipeptideo ou acido nucleico de referéncia.

[0094] Um polinucleotideo ou regido polinucleotidica (ou um polipeptideo
ou regiao polipeptidica) tendo uma certa porcentagem (por exemplo, 80%,
85%, 90% ou 95%) de “identidade de sequéncia” com outra sequéncia
significa que, quando alinhada, essa porcentagem de bases (ou
aminoacidos) sao os mesmos na comparacao das duas sequéncias. O
alinhamento e a homologia percentual ou identidade de sequéncia podem
ser determinados usando programas de software conhecidos na técnica,
por exemplo aqueles descritos em Current Protocols in Molecular Biology
(Ausubel et al.,, Eds. 1987) Suplemento 30, secao 7.7.18, Tabela 7.7.1.
Em certas modalidades, os parametros padrao sao usados para
alinhamento. Um programa de alinhamento exemplar nao limitante € o
BLAST, usando parametros padrdao. Em particular, os programas
exemplares incluem BLASTN e BLASTP, usando os seguintes parametros
padrao: Codigo genético = padrao; filtro = nenhum; fita = ambos; corte =
60; esperar = 10; Matriz = BLOSUMG62; Descricoes = 50 sequéncias;
classificar por = HIGH SCORE; Bancos de dados = nado redundante,
GenBank + EMBL + DDBJ + PDB + traducoes CDS do GenBank +

SwissProtein + SPupdate + PIR. Os detalhes desses programas podem ser

Petic&o 870200160890, de 23/12/2020, pag. 272/508



42/230

encontrados no seguinte endereco da Internet: ncbi.nlm.nih.gov/cgi-
bin/BLAST. A identidade da sequéncia e a porcentagem de identidade
foram determinadas incorporando-as ao clustalW (disponivel no endereco
da web: align.genome.jp, acessado pela ultima vez em 7 de marco de

2011.

[0095] “Homologia” ou “identidade” ou “similaridade” refere-se a
semelhanca de sequéncia entre dois peptideos ou entre duas moléculas
de acido nucleico. A homologia pode ser determinada comparando uma
posicao em cada sequéncia que pode ser alinhada para efeitos de
comparacao. Quando uma posicao na sequéncia comparada € ocupada
pela mesma base ou aminoacido, entdo as moléculas sao homologas
nessa posicao. Um grau de homologia entre as sequéncias € uma funcao
do numero de posicoes correspondentes ou homodlogas compartilhadas
pelas sequéncias. Uma sequéncia “nao relacionada” ou “nao homologa”
compartilha menos de 40% de identidade ou, alternativamente, menos

de 25% de identidade, com uma das sequéncias da presente divulgacao.

[0096] “Homologia” ou “identidade” ou “similaridade” também pode se
referir a duas moléculas de acido nucleico que hibridizam sob condicoes

rigorosas.

[0097] “Hibridizacdo” refere-se a uma reacdo na qual um ou mais
polinucleotideos reagem para formar um complexo que € estabilizado por
meio de ligacoes de hidrogénio entre as bases dos residuos de
nucleotideos. A ligacao de hidrogénio pode ocorrer por emparelhamento
de bases Watson-Crick, ligacdao de Hoogstein ou de qualquer outra
maneira especifica de sequéncia. O complexo pode compreender duas
fitas formando uma estrutura duplex, trés ou mais fitas formando um
complexo de fitas multiplas, uma tunica fita auto-hibridizante ou
qualquer combinacao destas. Uma reacao de hibridizacdo pode constituir
uma etapa de um processo mais extenso, como o inicio de uma reacao de

PCR ou a clivagem enzimatica de um polinucleotideo por uma ribozima.
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[0098] Exemplos de condicoes de hibridizacao rigorosas incluem:
temperaturas de incubacdo de cerca de 25 °C a cerca de 37 °C;
concentracoes de tampao de hibridizacao de cerca de 6 x SSC a cerca de
10 x SSC; concentracoes de formamida de cerca de 0% a cerca de 25%; e
solucoes de lavagem de cerca de 4 x SSC a cerca de 8 x SSC. Exemplos
de condicoes de hibridizacao moderadas incluem: temperaturas de
incubacao de cerca de 40 °C a cerca de 50 °C; concentracoes de tampao
de cerca de 9 x SSC a cerca de 2 x SSC; concentracoes de formamida de
cerca de 30% a cerca de 50%; e solucoes de lavagem de cerca de 5 x SSC
a cerca de 2 x SSC. Exemplos de condicoes de alto rigor incluem:
temperaturas de incubacao de cerca de 55 °C a cerca de 68 °C;
concentracoes de tampao de cerca de 1 x SSC a cerca de 0,1 x SSC;
concentracoes de formamida de cerca de 55% a cerca de 75%; e solucoes
de lavagem de cerca de 1 x SSC, 0,1 x SSC ou agua desionizada. Em
geral, os tempos de incubacao de hibridizacao sao de 5 minutos a 24
horas, com 1, 2 ou mais etapas de lavagem, e os tempos de incubacao de
lavagem sao de cerca de 1, 2 ou 15 minutos. SSC € NaCl 0,15 M e tampao
citrato 15 mM. Entende-se que equivalentes de SSC usando outros

sistemas tampao podem ser empregados.

[0099] Tal como aqui utilizado, “expressao” refere-se ao processo pelo
qual os polinucleotideos sao transcritos em mRNA e/ou o processo pelo
qual o mRNA transcrito € subsequentemente traduzido em peptideos,
polipeptideos ou proteinas. Se o polinucleotideo é derivado de DNA
genomico, a expressao pode incluir emenda de mRNA em uma célula

eucariotica.

[0100] O termo “codificar” conforme aplicado a polinucleotideos refere-se
a um polinucleotideo que “codifica” um polipeptideo se, em seu estado
nativo ou quando manipulado por métodos bem conhecidos pelos
versados na técnica, ele pode ser transcrito e/ou traduzido para produzir

o mRNA para o polipeptideo e/ou um fragmento do mesmo. A fita
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antisense € o complemento de tal acido nucleico e a sequéncia de

codificacao pode ser deduzida a partir dela.

[0101] Conforme usado neste documento, os termos “tratamento”,
“tratamento” e semelhantes sao usados neste documento para significar
a obtencao de um efeito farmacologico e/ou fisiologico desejado. O efeito
pode ser terapéutico em termos de cura parcial ou completa para um
disturbio e/ou efeito adverso atribuivel ao disturbio. Tal como aqui
utilizado, “tratar” ou “tratamento” de uma doenca em um sujeito também
pode se referir a (1) impedir que os sintomas ou doenc¢a ocorram em um
sujeito que esta predisposto ou ainda nao apresenta sintomas da doenca;
(2) inibir a doenca ou interromper seu desenvolvimento; ou (3) melhorar
ou causar regressao da doenca ou dos sintomas da doenca. Conforme
entendido na técnica, “tratamento” € uma abordagem para obter
resultados benéficos ou desejados, incluindo resultados clinicos. Para os
fins da presente tecnologia, os resultados benéficos ou desejados podem
incluir um ou mais, mas sem limitacao, alivio ou melhoria de um ou mais
sintomas, diminuicdo da extensao de uma condicado (incluindo uma
doenca), estabilizado (ou seja, ndo agravamento) estado de uma condicao
(incluindo doenca), atraso ou desaceleracdo da condicao (incluindo
doenca), progressao, melhoria ou paliacdo da condicao (incluindo
doenca), estados e remissao (seja parcial ou total), sejam detectaveis ou
indetectaveis. Em um aspecto, o tratamento exclui a profilaxia. Quando
a doenca € LES (lupus eritematoso sistémico) e/ou fibrose cistica (FC), a
evidéncia do tratamento incluiu evidéncia reduzida de inflamacao e/ou o

nivel de atividade autoimune ou sintomas.

[0102] Para prevenir pretende prevenir um disturbio ou efeito in vitro ou
in vivo em um sistema ou sujeito que esta predisposto ao disturbio ou
efeito. Um exemplo disso é prevenir a formacdao de um biofilme em um
sistema que esta infectado com um microrganismo conhecido por

produzi-lo.
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[0103] Uma “composicao” se destina a significar uma combinacao de
agente ativo e outro composto ou composicao, inerte (por exemplo, um
agente detectavel ou marcador) ou ativo, tal como um adjuvante,
diluente, ligante, estabilizador, tampodes, sais, solventes lipofilicos,
conservante, adjuvante ou semelhantes e incluem veiculos
farmaceuticamente aceitaveis. Os transportadores também incluem
excipientes farmacéuticos e proteinas aditivas, peptideos, aminoacidos,
lipideos e carboidratos (por exemplo, acucares, incluindo
monossacarideos, di-, tri, tetra-oligossacarideos e oligossacarideos;
acucares derivados, como alditois, acidos aldbénicos, acucares
esterificados e semelhantes; e polissacaridos ou polimeros de acucar),
que podem estar presentes isoladamente ou em combinacao,
compreendendo isoladamente ou em combinacado 1-99,99% em peso ou
volume. Excipientes de proteina exemplares incluem albumina de soro,
como albumina de soro humano (HSA), albumina humana recombinante
(rHA), gelatina, caseina e semelhantes. Componentes de
aminoacido/anticorpo representativos, que também podem funcionar em
uma capacidade de tamponamento, incluem alanina, arginina, glicina,
arginina, betaina, histidina, acido glutamico, acido aspartico, cisteina,
lisina, leucina, isoleucina, valina, metionina, fenilalanina, aspartame, e
similar. Excipientes de carboidratos também se destinam ao escopo desta
tecnologia, exemplos dos quais incluem, mas sem limitacao,
monossacarideos, tais como frutose, maltose, galactose, glicose, D-
manose, sorbose e semelhantes; dissacarideos, tais como lactose,
sacarose, trealose, celobiose e semelhantes; polissacarideos, tais como
rafinose, melezitose, maltodextrinas, dextranos, amidos e semelhantes; e
alditois, tais como manitol, xilitol, maltitol, lactitol, xilitol sorbitol

(glucitol) e mioinositol.

[0104] Uma “composicao farmacéutica” se destina a incluir a combinacao
de um agente ativo com um carreador, inerte ou ativo, tornando a

composicao adequada para uso diagnostico ou terapéutico in vitro, in vivo

Peti¢&o 870200160890, de 23/12/2020, pag. 276/508



46/230

ou ex Vivo.

[0105] “Transportadores farmaceuticamente aceitaveis” refere-se a
quaisquer diluentes, excipientes ou transportadores que podem ser
usados nas composicoes aqui divulgadas. Os transportadores
farmaceuticamente aceitaveis incluem trocadores de ions, alumina,
estearato de aluminio, lecitina, proteinas de soro, como albumina de soro
humano, substancias tampao, como fosfatos, glicina, acido soérbico,
sorbato de potassio, misturas de glicerideos parciais de acidos graxos
vegetais saturados, agua, sais ou eletrdlitos, tais como sulfato de
protamina, hidrogenofosfato dissodico, hidrogenofosfato de potassio,
cloreto de sodio, sais de zinco, silica coloidal, trissilicato de magnésio,
polivinilpirrolidona, substancias a base de celulose, polietilenoglicol,
carboximetilcelulose de soédio, poliacrilatos, ceras, polietileno-
polioxipropileno-polimeros em bloco, polietilenoglicol e gordura de 1la.
Veiculos farmacéuticos adequados sao descritos em Remington’s
Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company, um texto de
referéncia padrao neste campo. Eles podem ser selecionados em relacao
a forma pretendida de administracdo, isto €, comprimidos orais,
capsulas, elixires, xaropes e semelhantes, e consistentes com as praticas

farmacéuticas convencionais.

[0106] As composicoes utilizadas de acordo com a divulgacdao podem ser
embaladas na forma de dosagem unitaria para facilidade de
administracdo e uniformidade de dosagem. O termo “dose unitaria” ou
“dosagem” refere-se a unidades fisicamente discretas adequadas para
uso em um sujeito, cada wunidade contendo uma quantidade
predeterminada da composicao calculada para produzir as respostas
desejadas em associacao com sua administracao, ou seja, a via e o regime
apropriados . A quantidade a ser administrada, tanto em numero de
tratamentos quanto em dose unitaria, depende do resultado e/ou

protecao desejada. Quantidades precisas da composicao também
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dependem do julgamento do praticante e sdo peculiares a cada individuo.
Os fatores que afetam a dose incluem o estado fisico e clinico do sujeito,
a via de administracao, o objetivo pretendido do tratamento (alivio dos
sintomas versus cura) e a poténcia, estabilidade e toxicidade da
composicao especifica. Apos a formulacao, as solucoes sao administradas
de uma maneira compativel com a formulacao de dosagem e em uma
quantidade que seja terapéutica ou profilaticamente eficaz. As
formulacoes sao facilmente administradas em uma variedade de formas

de dosagem, tais como o tipo de solucoes injetaveis aqui descritas.

[0107] O termo “contato” significa ligacao direta ou indireta ou interacao
entre dois ou mais. Um exemplo particular de interacao direta € a ligacao.
Um exemplo particular de uma interacao indireta € quando uma entidade
atua sobre uma molécula intermediaria, que por sua vez atua sobre a
segunda entidade referenciada. O contato, conforme usado aqui, inclui
em solucao, em fase solida, in vitro, ex vivo, em uma célula e in vivo. O

contato in vivo pode ser referido como administracao ou administracao.

[0108] Um “agente biologicamente ativo” ou um agente ativo divulgado
aqui pretende um ou mais de um polipeptideo isolado ou recombinante,
um polinucleotideo isolado ou recombinante, um vetor, uma célula
hospedeira isolada ou wum anticorpo, bem como composicoes

compreendendo um ou mais de mesmo.

[0109] A “administracao” pode ser efetuada em uma dose, continua ou
intermitentemente ao longo do curso do tratamento. Os métodos de
determinacao do meio e dosagem de administracao mais eficazes sao
conhecidos pelos versados na técnica e irao variar com a composicao
usada para a terapia, o proposito da terapia, a célula alvo a ser tratada e
o suyjeito a ser tratado. As administracoes Gnicas ou multiplas podem ser
realizadas com o nivel de dose e o padrao selecionado pelo meédico
assistente. As formulacoes de dosagem adequadas e métodos de

administracdo dos agentes sao conhecidos na técnica. A via de
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administracdo também pode ser determinada e o método de
determinacao da via de administracdo mais eficaz € conhecido pelos
versados na técnica e ira variar com a composicao usada para o
tratamento, a finalidade do tratamento, a condicao de saude ou estagio
da doenca do sujeito a ser tratado e célula ou tecido alvo. Exemplos nao
limitativos de via de administracdo incluem administracdo oral,

administracao nasal, injecao e aplicacao topica.

[0110] Um agente da presente divulgacdo pode ser administrado para
terapia por qualquer via de administracdo adequada. Também sera tido
em consideracdo que a rota ideal ira variar com a condicao e idade do

receptor e a doenca a ser tratada.

[0111] O termo “quantidade eficaz” refere-se a uma quantidade suficiente
para atingir o efeito desejado. No contexto de aplicacoes terapéuticas ou
profilaticas, a quantidade eficaz dependera do tipo e gravidade da
condicao em questao e das caracteristicas do sujeito individual, tal como
saude geral, idade, sexo, peso corporal e tolerancia a composicoes
farmacéuticas. No contexto de uma composicao imunogénica, em
algumas modalidades, a quantidade eficaz € a quantidade suficiente para
resultar em uma resposta protetora contra um patégeno. Em outras
modalidades, a quantidade eficaz de uma composicdo imunogénica € a
quantidade suficiente para resultar na geracao de anticorpos contra o
antigeno. Em algumas modalidades, a quantidade eficaz € a quantidade
necessaria para conferir imunidade passiva a um sujeito em necessidade.
Com relacao as composicoes imunogénicas, em algumas modalidades, a
quantidade eficaz dependera do wuso pretendido, do grau de
imunogenicidade de um composto antigénico particular e da
saude/capacidade de resposta do sistema imunolégico do sujeito, além
dos fatores descritos acima. O especialista na técnica sera capaz de
determinar as quantidades apropriadas dependendo destes e de outros

fatores.
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[0112] No caso de uma aplicacao in vitro, em algumas modalidades, a
quantidade eficaz dependera do tamanho e da natureza da aplicacao em
questao. Dependera também da natureza e sensibilidade do alvo in vitro
e dos métodos em uso. O perito na arte sera capaz de determinar a
quantidade eficaz com base nestas e outras consideracoes. A quantidade
eficaz pode compreender uma ou mais administracoes de uma

composicao dependendo da modalidade.

[0113] Um “conjugado de peptideo” refere-se a associacdo por ligacao
covalente ou nao covalente de um ou mais polipeptideos e outro composto
quimico ou biologico. Em um exemplo nao limitativo, a “conjugacao” de
um polipeptideo com um composto quimico resulta em estabilidade ou
eficacia melhorada do polipeptideo para a finalidade pretendida. Em uma
modalidade, um peptideo € conjugado a um carreador, em que o
carreador € um lipossoma, uma micela ou um polimero

farmaceuticamente aceitavel.

[0114] “Lipossomas” sao vesiculas microscopicas que consistem em
bicamadas lipidicas concéntricas. Estruturalmente, os lipossomas
variam em tamanho e forma de tubos longos a esferas, com dimensoes
de algumas centenas de Angstroms a fracoes de um milimetro. Os lipidios
formadores de vesiculas sdo selecionados para atingir um determinado
grau de fluidez ou rigidez do complexo final, fornecendo a composicao
lipidica da camada externa. Estes sao neutros (colesterol) ou bipolares e
incluem fosfolipidios, tais como fosfatidilcolina (PC),
fosfatidiletanolamina (PE), fosfatidilinositol (PI) e esfingomielina (SM) e
outros tipos de lipidios bipolares incluindo, mas sem limitacao
dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE), com um comprimento de cadeia de
hidrocarboneto no intervalo de 14-22 e saturado ou com uma ou mais
ligacoes C=C duplas. Exemplos de lipidios capazes de produzir um
lipossoma estavel, sozinho ou em combinacao com outros componentes

lipidicos sao fosfolipidios, tais como fosfatidilcolina de soja hidrogenada
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(HSPC), lecitina, fosfatidiletanolamina, lisolecitina, lisofosfatidiletanol-
amina, fosfatidilcolina, acido fosfatidico, cerebrosidos,

distearoylphosphatidylethan-olamina  (DSPE), dioleilfosfatidilcolina

(DOPC), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC),
palmitoyloteoylphosphatidylcholine (POPC),
palmitoyloleoylphosphatidylethanolamine (PAPA) e
dioleoilfosfatidiletanolamina 4-(N-maleimido-trietilo)ciclo-hexano-1-

carboxilato de (DOPE -mal). Lipidos contendo nao fésforo adicionais que
podem ser incorporados em lipossomas incluem estearilamina,
dodecilamina, hexadecilamina, miristato de isopropila, trietanolamina-
lauril sulfato, alquil-aril sulfato, acetil palmitato, glicerol ricinoleato,
hexadecil estereato, acido graxo acido polietilico polimérico, polimeros
anfotéricos acrilicos e os lipidos cationicos mencionados acima (DDAB,
DODAC, DMRIE, DMTAP, DOGS, DOTAP (DOTMA), DOSPA, DPTAP,
DSTAP, DC-Chol). Lipidos carregados negativamente incluem acido
fosfatidico (PA), dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG),
dioteoilfosfatidilglicerol e (DOPG), dicetilfosfato que sao capazes de
formar vesiculas. Normalmente, os lipossomas podem ser divididos em
trés categorias com base no seu tamanho geral e na natureza da
estrutura lamelar. As trés classificacoes, conforme desenvolvidas pelo
Conferéncia de Ciéncias da Academia de Nova York, “Lipossomas e seu
uso em Biologia e Medicina”, dezembro de 1977, sao vesiculas
multilamelares (MLVs), pequenas vesiculas unilamelares (SUVs) e
grandes unilamelares vesiculas (LUVs). Os agentes biologicos ativos
podem ser encapsulados para administracao de acordo com os métodos

aqui descritos.

[0115] Uma “micela” € um agregado de moléculas de surfactante
dispersas em um coléide liquido. Uma micela tipica em solucao aquosa
forma um agregado com as regioes da “cabeca” hidrofilica em contato com
o solvente circundante, sequestrando as regioes hidrofébicas da cauda

no centro da micela. Este tipo de micela é conhecido como micela de fase
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normal (micela o6leo-em-agua). As micelas inversas tém os grupos de
cabeca no centro com as caudas estendendo-se para fora (micela de agua
em Oleo). As micelas podem ser utilizadas para anexar um
polinucleotideo, polipeptideo, anticorpo ou composicado aqui descrita para

facilitar a entrega eficiente a célula ou tecido alvo.

[0116] A frase “polimero farmaceuticamente aceitavel” refere-se ao grupo
de compostos que podem ser conjugados a um ou mais polipeptideos
descritos aqui. E contemplado que a conjugacdo de um polimero ao
polipeptideo € capaz de estender a meia-vida do polipeptideo in vivo e in
vitro. Exemplos nao limitativos incluem  polietilenoglicois,
polivinilpirrolidonas, polivinilalcoois, derivados de celulose, poliacrilatos,
polimetacrilatos, acuicares, polidis e suas misturas. Os agentes ativos
biologicos podem ser conjugados a um polimero farmaceuticamente
aceitavel para administracao de acordo com os métodos aqui descritos.
[0117] Um “veiculo de entrega de gene” € definido como qualquer
molécula que pode transportar polinucleotideos inseridos em uma célula
hospedeira. Exemplos de veiculos de entrega de genes sao lipossomas,
polimeros biocompativeis de micelas, incluindo polimeros naturais e
polimeros sintéticos; lipoproteinas; polipeptideos; polissacarideos;
lipopolissacarideos; envelopes virais artificiais; particulas de metal; e
bactérias ou virus, tais como baculovirus, adenovirus e retrovirus,
bacteriofago, cosmideo, plasmideo, vetores fingicos e outros veiculos de
recombinacao tipicamente usados na técnica que foram descritos para
expressao em uma variedade de hospedeiros eucarioticos e procarioéticos,
e podem ser usados para terapia genética, bem como para expressao

simples de proteinas.

[0118] Um polinucleotideo aqui divulgado pode ser entregue a uma célula
ou tecido usando um veiculo de entrega de gene. “Entrega de genes”,
“transferéncia de genes”, “transducao” e semelhantes, conforme usados

neste documento, sdo termos que se referem a introducdao de um
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polinucleotideo exogeno (as vezes referido como um “transgene”) em uma
célula hospedeira, independentemente do método usado para a
introducdo. Tais métodos incluem uma variedade de técnicas bem
conhecidas, tais como transferéncia de genes mediada por vetor (por
exemplo, infeccao/transfeccao viral ou varios outros complexos de
entrega de genes baseados em proteinas ou lipidios), bem como técnicas
que facilitam a entrega de “polinucleotideos “nus” (como eletroporacao,
entrega de “arma de gene” e varias outras técnicas usadas para a
introducao de polinucleotideos). O polinucleotideo introduzido pode ser
estavel ou transitoriamente mantido na célula hospedeira. A manutencao
estavel normalmente requer que o polinucleotideo introduzido contenha
uma origem de replicacao compativel com a célula hospedeira ou se
integre em um replicon da célula hospedeira, como um replicon
extracromossomico (por exemplo, um plasmideo) ou um cromossomo
nuclear ou mitocondrial. Varios vetores sao conhecidos por serem
capazes de mediar a transferéncia de genes para células de mamiferos,

como € conhecido na técnica e descrito aqui.

[0119] Tal como aqui utilizado, o termo “eDNA” refere-se ao DNA
extracelular encontrado como um componente para Dbiofilmes

patogénicos.

[0120] Um “plasmideo” € uma molécula de DNA extra-cromossomica
separada do DNA cromossomico que € capaz de se replicar
independentemente do DNA cromossémico. Em muitos casos, € circular
e de fita dupla. Os plasmideos fornecem um mecanismo para
transferéncia horizontal de genes dentro de uma populacdo de microbios
e, normalmente, fornecem uma vantagem seletiva sob um determinado
estado ambiental. Os plasmideos podem carregar genes que fornecem
resisténcia a antibidticos de ocorréncia natural em um nicho ambiental
competitivo ou, alternativamente, as proteinas produzidas podem atuar

como toxinas em circunstancias semelhantes.
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[0121] “Plasmideos” usados em engenharia genética sao chamados de
“vetores de plasmideo”. Muitos plasmideos estdo disponiveis
comercialmente para tais usos. O gene a ser replicado € inserido em
copias de um plasmideo contendo genes que tornam as células
resistentes a antibioticos especificos e um local de clonagem multipla
(MCS, ou poliligante), que € uma regiao curta contendo varios locais de
restricao comumente usados, permitindo a facil insercao de DNA
fragmentos neste local. Outro uso importante dos plasmideos €& a
producao de grandes quantidades de proteinas. Nesse caso, os
pesquisadores cultivam bactérias contendo um plasmideo que abriga o
gene de interesse. Assim como a bactéria produz proteinas para conferir
sua resisténcia aos antibioticos, também pode ser induzida a produzir
grandes quantidades de proteinas a partir do gene inserido. Essa € uma
maneira facil e barata de produzir em massa um gene ou a proteina para

a qual ele codifica.

[0122] “Plasmideos” usados em engenharia genética sdo chamados de
“vetores de plasmideo”. Muitos plasmideos estdo disponiveis
comercialmente para tais usos. O gene a ser replicado € inserido em
copias de um plasmideo contendo genes que tornam as células
resistentes a antibioticos especificos e um local de clonagem multipla
(MCS, ou poliligante), que € uma regido curta contendo varios locais de
restricdio comumente usados, permitindo a facil insercao de DNA
fragmentos neste local. Outro uso importante dos plasmideos é a
producao de grandes quantidades de proteinas. Nesse caso, os
pesquisadores cultivam bactérias contendo um plasmideo que abriga o
gene de interesse. Assim como a bactéria produz proteinas para conferir
sua resisténcia aos antibioticos, também pode ser induzida a produzir
grandes quantidades de proteinas a partir do gene inserido. Essa € uma
maneira facil e barata de produzir em massa um gene ou a proteina para

a qual ele codifica.
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[0123] Um “vetor viral” € definido como um virus ou particula viral
produzida de forma recombinante que compreende um polinucleotideo a
ser entregue em uma célula hospedeira, seja in vivo, ex vivo ou in vitro.
Exemplos de vetores virais incluem vetores retrovirais, vetores de
adenovirus, vetores de virus adeno-associados, vetores de alfavirus e
semelhantes. Os vetores baseados no virus do mosaico infeccioso do
tabaco (TMV) podem ser usados para fabricar proteinas e foi relatado que
expressam QGriffithsina em folhas de tabaco (O’Keefe et al. (2009) Proc.
Nat. Acad. Sci. USA 106 (15): 6099-6104). Os vetores de alfavirus, como
os vetores baseados no virus Semliki Forest e os vetores baseados no
virus Sindbis, também foram desenvolvidos para uso em terapia genética
e imunoterapia. Ver, Schlesinger & Dubensky (1999) Curr. Opin.
Biotechnol. 5: 434-439 e Ying et al. (1999) Nat. Med. 5(7):823-827. Em
aspectos onde a transferéncia de genes € mediada por um vetor retroviral,
um construto de vetor refere-se ao polinucleotideo que compreende o

genoma retroviral ou parte dele, e um gene terapéutico.

[0124] Conforme aqui utilizado, a “transferéncia de gene mediada por
retrovirus” ou a “transducao retroviral” carrega o mesmo significado e se
refere ao processo pelo qual um gene ou sequéncias de acido nucleico sao
transferidos de forma estavel para a célula hospedeira em virtude da
entrada do virus na célula e integracdo do seu genoma no genoma da
célula hospedeira. O virus pode entrar na célula hospedeira através de
seu mecanismo normal de infeccao ou ser modificado de modo que se
ligue a um receptor ou ligante da superficie da célula hospedeira diferente
para entrar na célula. Conforme aqui utilizado, o vetor retroviral se refere
a uma particula viral capaz de introduzir acido nucleico exéogeno em uma

célula através de um mecanismo de entrada viral ou semelhante a virus.

[0125] Os retrovirus carregam sua informacao genética na forma de RNA;
entretanto, uma vez que o virus infecta uma célula, o RNA é transcrito

reversamente na forma de DNA que se integra ao DNA genomico da célula
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infectada. A forma de DNA integrada € chamada de provirus.

[0126] Em aspectos em que a transferéncia de genes € mediada por um
vetor viral de DNA, como um adenovirus (Ad) ou virus adeno-associado
(AAV), uma construcao de vetor se refere ao polinucleotideo que
compreende o genoma viral ou parte dele, e um transgene. Os adenovirus
(Ads) sao um grupo de virus homogéneo relativamente bem caracterizado,
incluindo mais de 50 serotipos. Ver, por exemplo, Publicacao do Pedido
Internacional PCT N.© WO 95/27071. Os Ads nao requerem integracao
no genoma da célula hospedeira. Vectores derivados do Ad recombinante,
particularmente aqueles que reduzem o potencial de recombinacao e
geracao de virus de tipo selvagem, também foram construidos. Ver,
Publicacao de Pedido Internacional PCT N.es WO 95/00655 e WO
95/11984, o AAV de tipo selvagem tem alta infectividade e especificidade
integrando-se no genoma da célula hospedeira. Ver, Hermonat &
Muzyczka (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81: 6466-6470 e Lebkowski
et al. (1988) Mol. Célula. Biol. 8: 3988-3996.

[0127] Os vetores que contém um promotor e um local de clonagem no
qual um polinucleotideo pode ser operativamente ligado sao bem
conhecidos na técnica. Esses vetores sdo capazes de transcrever RNA in
vitro ou in vivo, e estdao comercialmente disponiveis em fontes como
Stratagene (La Jolla, Calif.) E Promega Biotech (Madison, Wis.). A fim de
otimizar a expressdao e/ou transcricdo in vitro, pode ser necessario
remover, adicionar ou alterar as partes 5’ e/ou 3’ nao traduzidas dos
clones para eliminar codons de iniciacdo de traducao alternativos
potencialmente inadequados extras ou outras sequéncias que podem
interferir com ou reduzir a expressao, seja ao nivel da transcricao ou
traducao. Alternativamente, os locais de ligacdao ao ribossomo de
consenso podem ser inseridos imediatamente 5’ do cédon de inicio para

aumentar a expressao.

[0128] Os veiculos de entrega de genes também incluem complexos de
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DNA/lipossoma, micelas e complexos de proteina viral-DNA
direcionados. Os lipossomas que também compreendem um anticorpo de
direcionamento ou fragmento do mesmo podem ser usados nos métodos
aqui divulgados. Além da entrega de polinucleotideos a uma célula ou
populacao de células, a introducao direta das proteinas aqui descritas na
célula ou populacao de células pode ser feita pela técnica nao limitativa
de transfeccao de proteinas, alternativamente condicdoes de cultura que
podem aumentar a expressao e/ou promover a atividade das proteinas

aqui divulgadas sao outras técnicas nao limitantes.

[0129] Tal como aqui utilizado, os termos “anticorpo”, “anticorpos” e
“imunoglobulina” incluem anticorpos inteiros e qualquer fragmento de
ligacdo ao antigeno ou uma uUnica cadeia do mesmo. Assim, o termo
“anticorpo” inclui qualquer proteina ou peptideo contendo molécula que
compreende pelo menos uma parte de uma molécula de imunoglobulina.
Os termos “anticorpo”, “anticorpos” e “imunoglobulina” também incluem
imunoglobulinas de qualquer isé6tipo, fragmentos de anticorpos que
retém ligacao especifica ao antigeno, incluindo, mas sem limitacao, Fab,
Fab’, F(ab)2, Fv, scFv, dsFv, fragmentos Fd, dominios dAb, VH, VL, VhH
e V-NAR; minicorpos, diacorpos, triacorpos, tetracorpos e corpos kappa;
fragmentos de anticorpos multiespecificos formados a partir de
fragmentos de anticorpos e um ou mais isolados. Exemplos de tais
incluem, mas sem limitacdo, uma regido determinante de
complementaridade (CDR) de uma cadeia pesada ou leve ou uma parte
de ligacao de ligante desta, uma regiao variavel de cadeia pesada ou de
cadeia leve, uma regiao constante de cadeia pesada ou de cadeia leve,
uma estrutura (FR) regido, ou qualquer parte da mesma, pelo menos uma
parte de uma proteina de ligacdo, anticorpos quimeéricos, anticorpos
humanizados, anticorpos de cadeia unica e proteinas de fusao
compreendendo uma parte de ligacdo ao antigeno de um anticorpo e uma
proteina nao anticorpo. As regioes variaveis das cadeias pesadas e leves

da molécula de imunoglobulina contém um dominio de ligacao que
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interage com um antigeno. As regidoes constantes dos anticorpos (Abs)
podem mediar a ligacao da imunoglobulina aos tecidos do hospedeiro. O
termo “anti-” quando usado antes de um nome de proteina, anti-DNABII,
anti-IHF, anti-HU, anti-OMP PS5, por exemplo, refere-se a um anticorpo
monoclonal ou policlonal que se liga e/ou tem afinidade com um proteina
particular. Por exemplo, “anti-IHF” refere-se a um anticorpo que se liga a
proteina IHF. O anticorpo especifico pode ter afinidade ou ligar-se a
proteinas diferentes da proteina contra a qual foi criado. Por exemplo, o
anti-IHF, embora especificamente criado contra a proteina IHF, também
pode se ligar a outras proteinas que estao relacionadas por homologia de

sequéncia ou por homologia de estrutura.

[0130] Os anticorpos podem ser policlonais, monoclonais,
multiespecificos (por exemplo, anticorpos biespecificos) e fragmentos de
anticorpos, desde que exibam a atividade biologica desejada. Os
anticorpos podem ser isolados de qualquer fonte biologica adequada, por

exemplo, murino, rato, ovelha e canino.

[0131] Conforme usado aqui, “anticorpo monoclonal” se refere a um
anticorpo obtido de uma populacao de anticorpos substancialmente
homogénea. Os anticorpos monoclonais sdo altamente especificos, pois
cada anticorpo monoclonal é direcionado contra um unico determinante
no antigeno. Os anticorpos podem ser marcados de forma detectavel, por
exemplo, com um radioisétopo, uma enzima que gera um produto
detectavel, uma proteina fluorescente e semelhantes. Os anticorpos
podem ser ainda conjugados com outras partes, tais como membros de
pares de ligacao especifica, por exemplo, biotina (membro do par de
ligacdo especifica de biotina-avidina) e semelhantes. Os anticorpos
também podem ser ligados a um suporte sélido, incluindo, mas sem

limitacao, placas ou granulos de poliestireno e semelhantes.

[0132] Os anticorpos monoclonais podem ser gerados usando técnicas

de hibridoma ou métodos de DNA recombinante conhecidos na técnica.
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Um hibridoma € uma célula produzida em laboratoério a partir da fuséao
de um linféocito produtor de anticorpos e uma célula cancerosa nao
produtora de anticorpos, geralmente um mieloma ou linfoma. Um
hibridoma prolifera e produz uma amostra continua de um anticorpo
monoclonal especifico. Técnicas alternativas para gerar ou selecionar
anticorpos incluem a exposicao in vitro de linfécitos a antigenos de
interesse e a triagem de bibliotecas de exibicao de anticorpos em células,

fagos ou sistemas semelhantes.

[0133] O termo “anticorpo humano”, tal como aqui utilizado, destina-se
a incluir anticorpos com regioes variaveis e constantes derivadas de
sequéncias de imunoglobulina da linha germinativa humana. Os
anticorpos humanos aqui divulgados podem incluir residuos de
aminoacidos nao codificados por sequéncias de imunoglobulina da linha
germinativa humana (por exemplo, mutacdées introduzidas por
mutagénese aleatoria ou especifica do local in vitro ou por mutacao
somatica in vivo). No entanto, o termo “anticorpo humano”, tal como aqui
utilizado, nao se destina a incluir anticorpos nos quais as sequéncias
CDR derivadas da linha germinativa de outra espécie de mamifero, como
um camundongo, foram enxertadas em sequéncias estruturais humanas.
Assim, tal como aqui utilizado, o termo “anticorpo humano” refere-se a
um anticorpo em que substancialmente todas as partes da proteina (por
exemplo, CDR, estrutura, Ci, dominios Cu (por exemplo, Cui, Cu2, CH3),
dobradica, (VL, VH)) é substancialmente nao imunogénico em humanos,
com apenas pequenas alteracdes ou variacdes de sequéncia. Da mesma
forma, os anticorpos designados de primata (macaco, babuino,
chimpanzé, etc.), roedor (camundongo, rato, coelho, porquinho-da-india,
hamster e semelhantes) e outros mamiferos designam tais espécies,
subgénero, género, subfamilia, anticorpos especificos da familia. Além
disso, os anticorpos quiméricos incluem qualquer combinacao dos
anteriores. Tais mudancas ou variacoes retém ou reduzem opcionalmente

a imunogenicidade em humanos ou outras espécies em relacao aos
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anticorpos nao modificados. Assim, um anticorpo humano é distinto de
um anticorpo quimérico ou humanizado. Salienta-se que um anticorpo
humano pode ser produzido por um animal ndo humano ou célula
procariotica ou eucariotica que é capaz de expressar genes de
imunoglobulina humana funcionalmente reorganizados (por exemplo,
cadeia pesada e/ou cadeia leve). Além disso, quando um anticorpo
humano é um anticorpo de cadeia unica, ele pode compreender um
peptideo ligante que nao € encontrado em anticorpos humanos nativos.
Por exemplo, um Fv pode compreender um peptideo ligante, tal como dois
a cerca de oito glicina ou outros residuos de aminoacidos, que conecta a
regiao variavel da cadeia pesada e a regiao variavel da cadeia leve. Tais

peptideos de ligacao sdo considerados de origem humana.

[0134] Tal como aqui utilizado, um anticorpo humano é “derivado de”
uma sequéncia de linha germinativa especifica se o anticorpo for obtido
de um sistema usando sequéncias de imunoglobulina humana, por
exemplo, imunizando um camundongo transgénico carregando genes de
imunoglobulina humana ou por triagem de uma biblioteca de genes de
imunoglobulina humana. Um anticorpo humano que ¢é “derivado de” uma
sequéncia de imunoglobulina da linha germinativa humana pode ser
identificado como tal comparando a sequéncia de aminoacidos do
anticorpo humano com a sequéncia de aminoacidos de imunoglobulinas
da linha germinativa humana. Um anticorpo humano selecionado é
tipicamente pelo menos 90% idéntico na sequéncia de aminoacidos a
uma sequéncia de aminoacidos codificada por um gene da
imunoglobulina da linha germinativa humana e contém residuos de
aminoacidos que identificam o anticorpo humano como sendo humano
quando comparado com as sequéncias de aminoacidos da
imunoglobulina da linha germinativa de outras espécies (por exemplo,
sequéncias de linha germinativa murina). Em certos casos, um anticorpo
humano pode ser pelo menos 95%, ou mesmo pelo menos 96%, 97%,

98% ou 99% idéntico na sequéncia de aminoacidos a sequéncia de

Petic&o 870200160890, de 23/12/2020, pag. 290/508



60/230

aminoacidos codificada pelo gene da imunoglobulina da linha
germinativa. Normalmente, um anticorpo humano derivado de uma
sequéncia particular da linha germinativa humana exibira nao mais do
que 10 diferencas de aminoacidos da sequéncia de aminoacidos
codificada pelo gene da imunoglobulina da linha germinativa humana.
Em certos casos, o anticorpo humano pode apresentar nao mais do que
5, ou mesmo nao mais do que 4, 3, 2 ou 1 diferenca de aminoacidos da
sequéncia de aminoacidos codificada pelo gene da imunoglobulina da

linha germinativa.

[0135] Um “anticorpo monoclonal humano” refere-se a anticorpos que
exibem uma Unica especificidade de ligacdo que tém regides variaveis e
constantes derivadas de sequéncias de imunoglobulina da linha
germinativa humana. O termo também se refere a anticorpos humanos
recombinantes. Métodos para fazer esses anticorpos sao descritos neste

documento.

[0136] O termo “anticorpo humano recombinante”, tal como aqui
utilizado, inclui todos os anticorpos humanos que sao preparados,
expressos, criados ou isolados por meios recombinantes, tais como
anticorpos isolados de um animal (por exemplo, um camundongo) que é
transgénico ou transcromossomico para imunoglobulina humana genes
ou um hibridoma preparado a partir deles, anticorpos isolados de uma
célula hospedeira transformada para expressar o anticorpo, por exemplo,
a partir de um transfectoma, anticorpos isolados de uma biblioteca de
anticorpos humanos combinatérios e recombinantes e anticorpos
preparados, expressos, criados ou isolados por qualquer outro meio que
envolvem a emenda de sequéncias de genes de imunoglobulina humana
a outras sequéncias de DNA. Esses anticorpos humanos recombinantes
tém regides variaveis e constantes derivadas de sequéncias de
imunoglobulina da linha germinativa humana. Em certas modalidades,

no entanto, tais anticorpos humanos recombinantes podem ser
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submetidos a mutagénese in vitro (ou, quando um animal transgénico
para sequéncias de Ig humana é usado, mutagénese somatica in vivo) e,
assim, as sequéncias de aminoacidos das regides VH e VL do Os
anticorpos recombinantes sao sequéncias que, embora derivadas de e
relacionadas com as sequéncias VH e VL da linha germinativa humana,
podem nao existir naturalmente no repertorio da linha germinativa do
anticorpo humano in vivo. Métodos para fazer esses anticorpos sao

descritos neste documento.

[0137] Tal como aqui utilizado, os anticorpos quiméricos sao anticorpos
cujos genes de cadeia leve e pesada foram construidos, normalmente por
engenharia genética, a partir de genes de regiao constante e variavel de

anticorpo pertencentes a espécies diferentes.

[0138] Tal como aqui utilizado, o termo “anticorpo humanizado” ou
“imunoglobulina humanizada” refere-se a um anticorpo quimérico
humano/nao humano que contém uma sequéncia minima derivada de
imunoglobulina nao humana. Na maior parte, os anticorpos
humanizados sao imunoglobulinas humanas (anticorpo receptor) em que
os residuos de uma regiao variavel do receptor sao substituidos por
residuos de uma regiao variavel de uma espécie nao humana (anticorpo
doador), como camundongo, rato, coelho, ou primata nao humano com a
especificidade, afinidade e capacidade desejadas. Os anticorpos
humanizados podem compreender residuos que nao sdao encontrados no
anticorpo receptor ou no anticorpo doador. O anticorpo humanizado pode
opcionalmente compreender também pelo menos uma parte de uma
regiao constante de imunoglobulina (Fc), tipicamente aquela de uma
imunoglobulina humana, um anticorpo nao humano contendo um ou
mais aminoacidos em uma regiao estrutural, uma regiao constante ou
um CDR, que foram substituidos por um aminoacido posicionado
correspondentemente de um anticorpo humano. Em geral, espera-se que

os anticorpos humanizados produzam uma resposta imune reduzida em
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um hospedeiro humano, em comparacdo com uma versido nao
humanizada do mesmo anticorpo. Os anticorpos humanizados podem ter
substituicoes conservativas de aminoacidos que nao tém
substancialmente nenhum efeito na ligacdo ao antigeno ou outras
funcoes do anticorpo. Os agrupamentos de substituicoes conservadoras
incluem: glicina-alanina, valina-leucina-isoleucina, fenilalanina-tirosina,

lisina-arginina, alanina-valina, serina-treonina e asparagina-glutamina.

[0139] Os termos “anticorpo policlonal” ou “composicao de anticorpo
policlonal”, tal como aqui utilizados, referem-se a uma preparacao de
anticorpos que sao derivados de diferentes linhas de células B. Eles sao
uma mistura de moléculas de imunoglobulina secretadas contra um

antigeno especifico, cada uma reconhecendo um epitopo diferente.

[0140] Tal como aqui utilizado, o termo “derivado de anticorpo”
compreende um anticorpo de comprimento total ou um fragmento de um
anticorpo, em que um ou mais dos aminoacidos sao quimicamente
modificados por alquilacao, peguilacao, acilacao, formacao de éster ou
formacao de amida ou semelhantes, por exemplo, para ligar o anticorpo
a uma segunda molécula. Isto inclui, mas sem limitacdo, anticorpos

peguilados, anticorpos peguilados com cisteina e suas variantes.

[0141] Tal como aqui utilizado, o termo “marcador” se refere a um
composto ou composicao detectavel direta ou indiretamente que é
conjugado direta ou indiretamente a composicao a ser detectada, por
exemplo, marcadores de histidina N-terminal (N-His), isotopos
magneticamente ativos, por exemplo, 115Sn, 117Sn e 119Sn, um is6topo nao
radioativo, como !3C e 15N, polinucleotideo ou proteina, como um
anticorpo, de modo a gerar uma composicao “rotulada”. O termo também
inclui sequéncias conjugadas com o polinucleotideo que fornecera um
sinal apos a expressao das sequéncias inseridas, tais como proteina
fluorescente verde (GFP) e semelhantes. O marcador pode ser detectavel

por si mesmo (por exemplo, marcadores de radiois6topo ou marcadores
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fluorescentes) ou, no caso de um marcador enzimatico, pode catalisar a
alteracao quimica de um composto ou composicao de substrato que é
detectavel. Os rotulos podem ser adequados para deteccdo em pequena
escala ou mais adequados para triagem de alto rendimento. Como tal, os
marcadores adequados incluem, mas sem limitacdo, isotopos
magneticamente ativos, isotopos nao radioativos, radioisotopos,
fluorocromos, compostos quimioluminescentes, corantes e proteinas,
incluindo enzimas. O marcador pode ser simplesmente detectado ou pode
ser quantificado. Uma resposta que € simplesmente detectada geralmente
compreende uma resposta cuja existéncia € meramente confirmada,
enquanto uma resposta que € quantificada geralmente compreende uma
resposta com wum valor quantificavel (por exemplo, relatavel
numericamente), como uma intensidade, polarizacdo e/ou outra
propriedade. Em ensaios de luminescéncia ou fluorescéncia, a resposta
detectavel pode ser gerada diretamente usando um luminéforo ou
fluoroforo associado a um componente de ensaio realmente envolvido na
ligacao, ou indiretamente usando um luminéforo ou fluoréforo associado
a outro componente (por exemplo, reporter ou indicador). Exemplos de
marcadores luminescentes que produzem sinais incluem, mas sem
limitacdo bioluminescéncia e quimioluminescéncia. A resposta de
luminescéncia detectavel geralmente compreende uma mudanca ou uma
ocorréncia de um sinal de luminescéncia. Métodos e luminoforos
adequados para componentes de ensaio de marcacao luminescente sao
conhecidos na técnica e descritos, por exemplo, em Haugland, Richard P.
(1996) Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals (6*
edicao). Exemplos de sondas luminescentes incluem, mas sem limitacao,

aequorina e luciferases.

[0142] Tal como aqui utilizado, o termo “imunoconjugado” compreende
um anticorpo ou um derivado de anticorpo associado ou ligado a um
segundo agente, tal como um agente citotoxico, um agente detectavel, um

agente radioativo, um agente de direcionamento, um anticorpo humano,
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um anticorpo humanizado, um anticorpo quimérico, um anticorpo

sintético, um anticorpo semissintético ou um anticorpo multiespecifico.

[0143] Exemplos de marcadores fluorescentes adequados incluem, mas
sem limitacdo, fluoresceina, rodamina, tetrametilrodamina, eosina,
eritrosina, cumarina, metil-cumarinas, pireno, verde Malaquita,
estilbeno, Amarelo de Lucifer, Blue Cascade™ e Vermelho Texas. Outros
corantes opticos adequados sao descritos em Haugland, Richard P.

(1996) Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals (6% ed.).

[0144] Em outro aspecto, o marcador fluorescente € funcionalizado para
facilitar a fixacao covalente a um componente celular presente na ou
sobre a superficie da célula ou tecido, como um marcador de superficie
celular. Grupos funcionais adequados incluem, mas sem limitacao,
grupos isotiocianato, grupos amino, grupos haloacetil, maleimidas,
ésteres de succinimidil e halogenetos de sulfonil, todos os quais podem
ser usados para anexar o marcador fluorescente a uma segunda
molécula. A escolha do grupo funcional do marcador fluorescente
dependera do local de ligacao a um ligante, ao agente, ao marcador ou ao

segundo agente de marcacao.

[0145] “Células eucarioticas” compreendem todos os reinos da vida,
exceto monera. Eles podem ser facilmente distinguidos por meio de um
nucleo ligado a membrana. Animais, plantas, fungos e protistas sao
eucariotos ou organismos cujas células sdo organizadas em estruturas
complexas por membranas internas e um citoesqueleto. A estrutura mais
caracteristica ligada a membrana € o nucleo. A menos que
especificamente recitado, o termo “hospedeiro” inclui um hospedeiro
eucariotico, incluindo, por exemplo, levedura, planta superior, inseto e
células de mamifero. Exemplos nao limitativos de células eucarioticas ou
hospedeiros incluem simios, bovinos, porcinos, murinos, ratos, aves,

reptilianos e humanos.
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[0146] “Células procarioticas” que geralmente carecem de um nucleo ou
de qualquer outra organela ligada a membrana e sdo divididas em dois
dominios, bactérias e arqueas. Além do DNA cromossoémico, essas células
também podem conter informacdes genéticas em um loop circular
denominado epissoma. As células bacterianas sao muito pequenas,
aproximadamente do tamanho de uma mitocondria animal (cerca de 1-2
pm de diametro e 10 pm de comprimento). As células procarioticas
apresentam trés formas principais: em forma de bastonete, esférica e
espiral. Em vez de passar por processos de replicacao elaborados, como
os eucariotos, as células bacterianas se dividem por fissao binaria. Os
exemplos incluem, mas sem limitacao bactérias Bacillus, bactéria E. coli

e bactéria Salmonella.

[0147] Um antigeno “nativo” ou “natural” € um polipeptideo, proteina ou
um fragmento que contém um epitopo, que foi isolado de uma fonte
biologica natural, e que pode se ligar especificamente a um receptor de
antigeno, em particular um receptor de antigeno de célula T (TCR), em

um assunto.

[0148] Os termos “antigeno” e “antigénico” referem-se a moléculas com a
capacidade de serem reconhecidas por um anticorpo ou de outra forma
agirem como um membro de um par anticorpo-ligante. “Ligacao
especifica” refere-se a interacao de um antigeno com as regioes variaveis
das cadeias pesadas e leves de imunoglobulina. A ligacdo anticorpo-
antigeno pode ocorrer in vivo ou in vitro. O versado na técnica entendera
que macromoléculas, incluindo proteinas, acidos nucleicos, acidos
graxos, lipidios, lipopolissacarideos e polissacarideos tém o potencial
para atuar como um antigeno. O versado na técnica entendera ainda que
os acidos nucleicos que codificam uma proteina com potencial para atuar
como um ligante de anticorpo necessariamente codificam um antigeno.
O especialista compreendera ainda que os antigenos nao estao limitados

a moléculas de comprimento total, mas também podem incluir moléculas
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parciais. O termo “antigénico” € uma referéncia adjetiva a moléculas com
propriedades de um antigeno. O termo abrange substancias que sao
imunogénicas, isto €, imunogénios, bem como substancias que induzem

insensibilidade imunologica, ou anergia, isto €, anergénios.

[0149] Um “antigeno alterado” € aquele que tem uma sequéncia primaria
que ¢é diferente daquela do antigeno de tipo selvagem correspondente. Os
antigenos alterados podem ser produzidos por métodos sintéticos ou
recombinantes e incluem, mas sem limitacao, peptideos antigénicos que
sao modificados diferencialmente durante ou apods a traducao, por
exemplo, por fosforilacdo, glicosilacao, reticulacdo, acilacdo, clivagem
proteolitica, ligacdo a um anticorpo molécula, molécula de membrana ou
outro ligante. (Ferguson et al. (1988) Ann. Rev. Biochem. 57: 285-320).
Um antigeno sintético ou alterado aqui divulgado destina-se a se ligar ao

mesmo TCR que o epitopo natural.

[0150] “Resposta imune” refere-se amplamente as respostas especificas
do antigeno de linfocitos a substancias estranhas. Os termos
“imunogeno” e “imunogénico” referem-se a moléculas com a capacidade
de induzir uma resposta imune. Todos os imunogenos sao antigenos,
entretanto, nem todos os antigenos sao imunogénicos. Uma resposta
imune divulgada neste documento pode ser humoral (via atividade de
anticorpo) ou mediada por células (via ativacao de célula T). A resposta
pode ocorrer in vivo ou in vitro. O perito na arte compreendera que uma
variedade de macromoléculas, incluindo proteinas, acidos nucleicos,
acidos gordos, lipidos, lipopolissacaridos e polissacaridos tém o potencial
de serem imunogénicos. O versado na técnica entendera ainda que os
acidos nucleicos que codificam uma molécula capaz de induzir uma
resposta imune necessariamente codificam um imunoéogeno. O
especialista compreendera ainda que os imunogenos nao estao limitados

a moléculas de comprimento total, mas podem incluir moléculas parciais.

[0151] O termo “imunidade passiva” refere-se a transferéncia de
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imunidade de um sujeito para outro por meio da transferéncia de
anticorpos. A imunidade passiva pode ocorrer naturalmente, como
quando os anticorpos maternos sao transferidos para o feto. A imunidade
passiva também pode ocorrer artificialmente como quando as
composicoes de anticorpos sdo administradas a individuos ndo imunes.
Os doadores e receptores de anticorpos podem ser seres humanos ou nao
humanos. Os anticorpos podem ser policlonais ou monoclonais, podem
ser gerados in vitro ou in vivo € podem ser purificados, parcialmente
purificados ou nao purificados, dependendo da modalidade. Em algumas
modalidades aqui descritas, a imunidade passiva € conferida a um sujeito
em necessidade por meio da administracao de anticorpos ou fragmentos
de ligacao ao antigeno que reconhecem ou se ligam especificamente a um
antigeno particular. Em algumas modalidades, a imunidade passiva é
conferida através da administracdo de um polinucleotideo isolado ou
recombinante que codifica um anticorpo ou fragmento de ligacao ao
antigeno que reconhece especificamente ou se liga a um antigeno

particular.

[0152] No contexto desta divulgacao, um “ligante” € um polipeptideo. Em
um aspecto, o termo “ligante”, tal como aqui utilizado, refere-se a
qualquer molécula que se liga a um local especifico em outra molécula.
Em outras palavras, o ligante confere a especificidade da proteina em
uma reacdo com uma célula imune efetora ou um anticorpo para uma
proteina ou DNA para uma proteina. Em um aspecto, € o local do ligante
dentro da proteina que se combina diretamente com o local de ligacao

complementar na célula imune efetora.

[0153] Conforme usado neste documento, o termo “induzir uma resposta
imune em um sujeito” € um termo bem compreendido na técnica e
pretende que um aumento de pelo menos cerca de 2 vezes, pelo menos
cerca de S vezes, pelo menos cerca de 10 vezes, pelo menos cerca de 100

vezes, pelo menos cerca de 500 vezes, ou pelo menos cerca de 1000 vezes

Peti¢&o 870200160890, de 23/12/2020, pag. 298/508



68/230

ou mais em uma resposta imune a um antigeno (ou epitopo) pode ser
detectado ou medido, apos a introducdo do antigeno (ou epitopo) no
sujeito, em relacao a resposta imune (se houver) antes da introducao do
antigeno (ou epitopo) no suyjeito. Uma resposta imune a um antigeno (ou
epitopo) inclui, mas sem limitacao, producdo de um anticorpo especifico
do antigeno (ou especifico do epitopo) e producao de uma célula imune
que expressa em sua superficie uma molécula que se liga especificamente
a um antigeno (ou epitopo). Os métodos para determinar se uma resposta
imune a um determinado antigeno (ou epitopo) foi induzida sao bem
conhecidos na técnica. Por exemplo, o anticorpo especifico do antigeno
pode ser detectado usando qualquer um de uma variedade de
imunoensaios conhecidos na técnica, incluindo, mas sem limitacao,
ELISA, em que, por exemplo, a ligacao de um anticorpo em uma amostra
a um antigeno imobilizado (ou epitopo) é detectado com um segundo
anticorpo marcado de forma detectavel (por exemplo, anticorpo Ig de

camundongo anti-humano marcado com enzima).

[0154] Conforme usado neste documento, “suporte de fase sélida” ou
“suporte soélido”, usado de forma intercambiavel, nao esta limitado a um
tipo especifico de suporte. Em vez disso, um grande nimero de suportes
estdo disponiveis e sdo conhecidos por aqueles versados na técnica. Os
suportes de fase solida incluem gel de silica, resinas, filmes plasticos
derivados, contas de vidro, algodao, contas de plastico, géis de alumina.
Conforme usado neste documento, “suporte solido” também inclui
matrizes de apresentacao de antigenos sintéticos, células e lipossomas.
Um suporte de fase solida adequado pode ser selecionado com base no
uso final desejado e na adequacao para varios protocolos. Por exemplo,
para a sintese de peptideos, o suporte de fase sélida pode se referir a
resinas, tais como poliestireno (por exemplo, PAM-resina obtida de
Bachem Inc., Peninsula Laboratories, etc.), resina POLYHIPE® (obtida de
Aminotech, Canada), resina de poliamida (obtido de Peninsula

Laboratories), resina de poliestireno enxertada com polietilenoglicol
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(TentaGel®, Rapp Polymere, Tubingen, Germany) ou resina de

polidimetilacrilamida (obtida de Milligen/Biosearch, Calif.).

[0155] Um exemplo de um suporte de fase solida inclui vidro,
poliestireno, polipropileno, polietileno, dextrano, nailon, amilases,
celuloses naturais e modificadas, poliacrilamidas, gabros e magnetita. A
natureza do transportador pode ser soluvel até certo ponto ou insoluvel.
O material de suporte pode ter virtualmente qualquer configuracao
estrutural possivel, desde que a molécula acoplada seja capaz de se ligar
a um polinucleotideo, polipeptideo ou anticorpo. Assim, a configuracao
do suporte pode ser esférica, como em um cordao, ou cilindrica, como na
superficie interna de um tubo de ensaio, ou a superficie externa de uma
haste. Alternativamente, a superficie pode ser plana, como uma folha,
tira de teste, etc. ou, alternativamente, contas de poliestireno. Os
versados na técnica conhecerdo muitos outros transportadores
adequados para a ligacado de anticorpo ou antigeno, ou serao capazes de

determinar o mesmo por meio de experimentacao de rotina.

[0156] O termo “modular uma resposta imune” inclui induzir (aumentar,
desencadear) uma resposta imune; e reduzir (suprimir) uma resposta
imune. Um método imunomodulatério (ou protocolo) € aquele que modula

uma resposta imune em um sujeito.
Modos de realizacao da divulgacao
I. A Estrutura do Biofilme e a Doenca

[0157] O reservatorio de bactérias que sustentam infeccoes bacterianas
cronicas e recorrentes reside em um biofilme, uma comunidade de
bactérias que aderiram a uma superficie e, quando neste estado, podem
resistir a depuracao pelo sistema imunologico do hospedeiro, bem como
por antimicrobianos. Na verdade, as bactérias em um estado de biofilme

sao tipicamente > 1000 vezes mais resistentes a antibioticos do que as
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mesmas bactérias em um estado de vida livre ou planctonico. Ceri et al.
(1999) J Clin Microbiol. 37(6):1771-6. A capacidade das bactérias do
biofilme de resistir a depuracao deve-se principalmente a matriz
semipermeavel autofabricada ou as substancias poliméricas
extracelulares (EPS) que atuam como uma barreira fisica aos riscos
ambientais, bem como cria condi¢coes para uma fisiologia alterada que
limita o metabolismo para intensificar este estado de resisténcia. Embora
os constituintes da EPS sejam especificos para cada bactéria e incluam
proteinas, polissacarideos, lipideos e acidos nucleicos, a natureza da EPS
precisa ser suficientemente propicia para que os géneros bacterianos em
geral interajam de forma produtiva (por exemplo, como parceiros
metabolicos). Para este fim, varias descobertas recentes levaram a
possibilidade de uma estrutura de EPS universal subjacente comum a
todas as eubactérias. Whitchurch e colegas (Whitchurch et al. (2002)
Science. 295 (5559)) mostraram que o DNA extracelular (eDNA) era um
constituinte comum da EPS e que o tratamento de bactérias com DNase
era suficiente para prevenir a formacado de biofilme. Embora este
resultado tenha sido replicado para varios géneros, o uso de DNase falhou
em tratar biofilmes existentes mais de um ou dois dias apés a semeadura
de biofilme, apesar do fato de que o eDNA é evidente em biofilmes ao longo
de seu ciclo de vida. Separadamente, os Requerentes identificaram
previamente as proteinas DNABII, a unica familia de proteinas
associadas a nucleoides (NAPs) que € comum a todas as eubactérias,
como sendo um componente necessario da EPS dependente de eDNA. Na
verdade, os anticorpos dirigidos contra as proteinas DNABII titulam as
proteinas DNABII do meio em massa e, assim, mudam o equilibrio das
proteinas DNABII do estado ligado ao eDNA para o estado nao ligado, o
que resulta em colapso catastréofico de todos os biofilmes bacterianos
testados até o momento, e inclui biofilmes de espécies mistas. Goodman
et al. (2011) Mucosal Immunol. 4(6):625-37; Novotny et al. (2013) PLoS
One. 8(6):e67629; Devaraj et al. (2015) Mol Microbiol. 96(6):1119-35;
Rocco et al. (2017) Mol Oral Microbiol. 32(2):118-30; Gustave et al. (2013)
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J Cyst Fibros. 12(4):384-9; Novotny et al. (2016) EBioMedicine. 10:33-44.
E importante ressaltar que, ao contrario da DNase, o tratamento com
anticorpo dirigido contra proteinas DNABII € eficaz em todos os estdgios
do desenvolvimento do biofilme, o que demonstra que o EPS dependente
de eDNA € uma estrutura critica, independentemente da idade do
biofilme. Brockson et al. (2014) Mol Microbiol. 93(6):1246-58. Apesar de
saber que o eDNA e os membros da familia DNABII sdao componentes
essenciais da EPS, compreender a estrutura completa da EPS tem se
mostrado dificil; as proteinas DNABII e DNA sao insuficientes para
recapitular as estruturas EPS funcionais in vitro. Os Requerentes
descrevem aqui que para multiplos patégenos humanos que conforme o
biofilme amadurece, a EPS dependente de eDNA € dependente de ambas
as proteinas DNABII, bem como de poliaminas de modo que o eDNA muda
de uma conformacao B-DNA para uma Z-DNA. Este ultimo resultado é
particularmente intrigante, pois provavelmente explica a falha da DNase
em interromper biofilmes maduros; nucleases apenas clivam a forma B

mais classica de DNA.
Nucleoide bacteriano intracelular

[0158] O DNA dentro da bactéria é altamente estruturado e facilita a
regulacao de todas as formas de processos de acido nucleico que incluem
a replicacao, reparo, transcricao e recombinacdo do DNA. Ao contrario
das células eucarioticas, as bactérias sao desprovidas de histonas. Em
vez disso, o DNA bacteriano é estruturado em parte por uma classe de
proteinas chamadas proteinas associadas a nucleoides (NAPs). As NAPs
se ligam coletivamente ao DNA para criar estruturas funcionais. Dillon et
al. (2010) Nat Rev Microbiol. 8(3):185-95. Entre os varios membros da
NAP que existem entre os géneros, apenas a familia DNABII € ubiqua
entre todas as eubactérias. Dey et al (2017) Mol Phylogenet Evol.
107:356-66. A familia de proteinas DNABII funciona como dimeros

(homodimeros ou heterodimeros, dependendo da espécie) e inclui as
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proteinas semelhantes as histonas HU e IHF. HU se liga fracamente e nao
especificamente a e dobra o DNA de fita dupla (dsDNA), mas tem uma
afinidade muito maior para dsDNA3 pré-dobrado ou estruturado. IHF
como HU se liga e dobra o DNA com uma forte preferéncia por DNA pré-
dobrado/estruturado. Ao contrario de HU, IHF € expresso apenas por
proteobactérias e também tem preferéncia por uma sequéncia de
consenso de DNA especifica. Swinger et al. (2004) Curr Opin Struct Biol.
14(1):28-35.

Ntcleo bacteriano extracelular

[0159] O DNA extracelular (eDNA) € conhecido por ter um papel biologico
desde a descoberta de que o ‘principio de transformacao’ era o resultado
do DNA. Avery et al. (1944) J Exp Med. 79(2):137-58. Na verdade, o eDNA
também € critico para a matriz extracelular (substancias poliméricas
extracelulares, EPS) de biofilmes bacterianos. Gunn et al. (2016) J Biol
Chem. 291(24):12538-46. No entanto, a estrutura do eDNA do biofilme e
a importancia dessa estrutura para a funcao do eDNA ainda nao foram

investigadas.
Infecgoes cronicas e recorrentes sdo o resultado de biofilmes bacterianos

[0160] Embora os biofilmes sejam ainda mais distintos das bactérias
plancténicas por sistemas de comunicacao e transporte intercelulares,
sua caracteristica mais distintiva &€ a EPS autofabricada, que protege as
bactérias do Dbiofilme residente, atuando como wuma barreira
semipermeavel e criando um ambiente para alteracdes/metabolismo
lento; na verdade, as bactérias do biofilme sao 1000 vezes mais
resistentes a antibiéticos do que suas contrapartes plancténicas. Ceri et
al. (1999) J Clin Microbiol. 37(6):1771-6. Curiosamente, a EPS de cada
bactéria é distinta e consiste em uma variedade de proteinas, lipideos,
polissacarideos e acidos nucleicos. Gunn et al. (2016) J Biol Chem.

291(24):12538-46. No entanto, embora os biofilmes possam consistir em
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uma Unica espécie, comumente em infeccoes cronicas e invariavelmente
no ambiente, eles sdo compostos por varios géneros e, como tal, precisam
ser capazes de interagir produtivamente (por exemplo, coagregacao com
parceiros metabolicos especificos Stacy et al. (2016) Nat Rev Microbiol.
14(2):93-105; Wolcott et al. (2013) Clin Microbiol Infect. 19(2):107-12).
Este conceito de comunidade implica que, apesar da variacao da
composicao da EPS, cada EPS deve ser suficientemente flexivel para
permitir que bactérias divergentes interajam dentro do biofilme e, além
disso, sugere que a EPS do biofilme provavelmente tem uma estrutura

subjacente universal.

EPS dependente de eDNA tem as qualidades de uma arquitetura

subjacente universal

[0161] Varios grupos examinaram o eDNA associado a biofilmes
bacterianos de ambos os géneros humanos e ecolégicos e observaram
uma estrutura de andaime (FIG. 1A). Jurcisek et al. (2017) Proc Natl Acad
Sci U S A. 114(32):E6632-E41; Sena-Velez et al. (2016) PLoS One.
11(6):e0156695; Wang et al. (2015) Environ Microbiol Rep. 7(2):330-40.
Whitchurch e colegas mostraram pela primeira vez que os biofilmes de P.
aeruginosa poderiam ser evitados pelo tratamento com desoxinuclease I
(DNase) (Whitchurch et al. (2002) Science. 295(5559)), que indica que o
eDNA é um componente estrutural critico da EPS. Enquanto a DNase
pode inibir a formacado precoce de biofilme em muitos géneros
(Frederiksen et al. (2006) Acta Paediatr. 95(9):1070-4; Martins et al
(2012) Mycoses. 55(1):80-5; Hymes et al. (2013) J Infect Dis.
207(10):1491-7)), os biofilmes tornam-se recalcitrantes a DNase ao longo
do tempo, apesar do fato de que o eDNA persiste claramente conforme o
biofilme amadurece. Goodman et al. (2011) Mucosal Immunol. 4(6):625-
37; Hall-Stoodley et al. (2008) BMC Microbiol. 8:173; Izano et al. (2009)
Microb Pathog. 46(4):207-13; Kaplan et al. (2012) J Antibiot (Tokyo).
65(2):73-7; Novotny et al. (2013) PLoS One. 8(6):e67629; Tetz et al. (2010)
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DNA Cell Biol. 29(8):399-405. Embora esse resultado tenha sido
frequentemente interpretado como significando que o eDNA nao é mais
importante para a integridade estrutural da EPS, os Requerentes
mostraram que nao apenas o eDNA persiste, mas se torna a estrutura
basica da EPS. Goodman et al. (2011) Mucosal Immunol. 4(6):625-37;
Novotny et al. (2013) PLoS One. 8(6):e67629; Devaraj et al. (2015) Mol
Microbiol. 96(6):1119-35; Rocco et al. (2017) Mol Oral Microbiol.
32(2):118-30; Brockson et al. (2014) Mol Microbiol. 93(6):1246-58.

A familia de proteinas DNABII é o eixo que mantém a integridade estrutural

do biofilme EPS com andaime de eDNA

[0162] Os requerentes mostraram anteriormente que as proteinas
DNABII ubiquas e provavelmente nenhum outro NAP (Devaraj et al (2017)
Microbiologyopen.), sdo constituintes estruturais do eDNA e que, uma vez
removidos, a estrutura do eDNA é interrompida. Goodman et al. (2011)
Mucosal Immunol. 4(6):625-37; Novotny et al. (2013) PLoS One.
8(6):e67629; Devaraj et al. (2015) Mol Microbiol. 96(6):1119-35; Rocco et
al. (2017) Mol Oral Microbiol. 32(2):118-30. Na verdade, as proteinas
DNABII foram encontradas para se ligar especificamente aos vértices
(DNA pré-dobrado) do andaime de eDNA de biofilmes formados in vivo,
enquanto os anticorpos dirigidos contra as proteinas DNABII sao
suficientes para minar a estrutura do EPS com andaime de eDNA e como
um resultado causa o colapso catastrofico de biofilmes de uma e varias
espécies para todas as espécies que os Requerentes examinaram
(Goodman et al. (2011) Mucosal Immunol. 4(6):625-37; Novotny et al
(2013) PLoS Omne. 8(6):e67629; Devaraj et al. (2015) Mol Microbiol.
96(6):1119-35; Rocco et al. (2017) Mol Oral Microbiol. 32(2):118-30),
independentemente da maturidade do biofilme. Brockson et al. (2014)
Mol Microbiol. 93(6):1246-58. Essa interrupcao libera bactérias
residentes em um estado planctéonico e, portanto, antimicrobiano e

imunossensivel (Goodman et al. (2011) Mucosal Immunol. 4(6):625-37;
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Novotny et al. (2013) PLoS One. 8(6):e67629; Brockson et al. (2014) Mol
Microbiol. 93(6):1246-58), o que demonstra a importancia e
universalidade dessa familia de proteinas na estrutura do biofilme. Dadas
as interacoes conhecidas da familia DNABII com DNA, foi inesperado que
os Requerentes foram incapazes de criar condicoes apenas com DNA e
proteinas DNABII que recapitulam as estruturas tridimensionais

semelhantes a andaimes observadas em biofilmes bacterianos.

As poliaminas sdo ubiquas intra e extracelularmente e sdo necessdrias

para a estrutura EPS com andaime de eDNA dos biofilmes

[0163] As poliaminas sdao normalmente moléculas organicas curtas que
contém varias aminas primarias que sao carregadas positivamente
(basicas) em pH neutro e sdo comumente derivadas por descarboxilacao
de aminoacidos (FIG. 1B). Michael et al. (2016) Biochem J. 473(15):2315-
29. As poliaminas sao ubiquas na natureza, encontradas em
concentracoes tao altas quanto mM tanto intra quanto extracelularmente
(Tabor et al. (1985) Microbiol Rev. 49(1):81-99) sendo a espermidina, a
espermina e a putrescina as mais abundantes. Embora as poliaminas
estejam envolvidas em varios processos na fisiologia bacteriana, talvez
sejam mais importantes para a EPS com andaime de eDNA por S razoes.
Primeiro, eles se ligam ao DNA e neutralizam a carga negativa da
estrutura do fosfato e, como resultado, alteram a estrutura do DNA.
Bachrach et al. (2005) Curr Protein Pept Sci. 6(6):559-66; Pasini et al.
(2014) Amino Acids. 46(3):595-603. Em segundo lugar, enquanto as
poliaminas tendem a promover interacoes proteina-DNA em baixas
concentracoes (mM), elas tendem a interferir em concentracoes mais
altas (mM), sendo uma excecao as interacoes DNABII-DNA que fazem com
que o DNA forme fibras grossas. Sarkar et al. (2009) Biochemistry.
48(4):667-75; Sarkar et al. (2007) Nucleic Acids Res. 35(3):951 61.
Terceiro, descobriu-se que a sintese de poliamina é induzida durante a

formacao de biofilme, com alguns desses efeitos ocorrendo
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extracelularmente (embora apenas examinados até agora na membrana
bacteriana). Wilton et al. (2015) Antimicrob Agents Chemother.
60(1):544-53. Em quarto lugar, experimentos de microscopia de forca
atomica (AFM) para visualizar misturas de poliaminas e DNA revelam
uma estrutura altamente semelhante aos andaimes de eDNA de biofilme
(FIG. 1C). Finalmente, as poliaminas podem induzir uma conversao de
DNA de forma B nativo em DNA de forma Z em sequéncias propensas em
concentracoes fisiologicas (100 uM). Thomas et al. (1986) Nucleic Acids
Res. 14(16):6721-33; Thomas et al. (1988) J Mol Biol. 201(2):463-7.

A conversdo de B-DNA em Z-DNA pode ser um novo meio para tornar a
nuclease de EPS com andaime de eDNA resistente e criar um material

estrutural estdvel

[0164] B-DNA e Z-DNA sao conformacoes distintas de dsDNA que existem
em equilibrio, com B-DNA predominando na maioria das condicoes
fisiologicas. Alternando purinas e pirimidinas (particularmente dGdC)
sdo mais propensas a existir como Z-DNA em alto sal (mono molar ou
cations divalentes) ou sob superenrolamento negativo. Pohl et al. (1983)
Cold Spring Harb Symp Quant Biol. 47 Pt 1:113-7; Pohl et al. (1986) Proc
Natl Acad Sci U S A. 83(14):4983-7. No ultimo caso, as regioes propensas
a formar Z-DNA podem ser justapostas ao lado do B-DNA brevemente
durante a transcricao quando o superenrolamento negativo € induzido
transitoriamente. Rahmouni et al. (1992) Mol Microbiol. 6(5):569-72.
Enquanto as bases do B-DNA adotam uma hélice para a direita (10
bp/volta), o Z-DNA forma uma hélice para a esquerda (12 bp/volta). Jovin
et al. (1987) Ann Rev Phys Chem. 38:521-60. O B-DNA tem duas
ranhuras (maior e menor), € a maioria das proteinas que interagem
reconhece/liga na ranhura principal devido ao seu tamanho maior e
doadores e aceitadores de ligacoes de hidrogénio discriminantes para
cada base de nucleotideo. Em contraste, a ranhura maior esta ausente

no Z-DNA, e a maioria desses contatos de ligacao sao encontrados na face
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convexa. Jovin et al. (1987) Ann Rev Phys Chem. 38:521-60. O Z-DNA
possui uma Unica ranhura que corresponde a ranhura menor do B-DNA.
Curiosamente, as proteinas DNABII sdao uma das poucas proteinas de
ligacdo ao DNA que se ligam na ranhura menor (Kim et al. (2014) Acta
Crystallogr D Biol Crystallogr. 70(Pt 12):3273-89), sugerindo que eles
podem se ligar a Z-DNA. A mudanca de eDNA de B-DNA para Z-DNA é
consistente com 4 observacoes do EPS com andaime de eDNA. Primeiro,
a mudanca para Z-DNA ocorre sob condicoes presentes no biofilme EPS;
as sequéncias propensas mudarao para Z-DNA na presenca de
concentracoes fisiologicas (100 mM) de algumas poliaminas (espermidina
e espermina). Em segundo lugar, o Z-DNA tende a se agregar e formar
fibras. Chaires et al. (1988) J Biomol Struct Dyn. 5(6):1187-207. A
neutralizacdo de carga negativa forte (por exemplo, poliaminas) da
estrutura do fosfato favorece o Z-DNA, uma vez que os fosfatos na
estrutura do Z-DNA estao mais proximos do que no B-DNA, mas também
€ permissiva para a agregacao do DNA. Terceiro, o Z-DNA é mais rigido
do que B-DNA com quase um aumento de 3 vezes no comprimento de
persisténcia (Thomas et al. (1983) Nucleic Acids Res. 11(6):1919-30)
consistente com as fibras retas que os Requerentes observam na
estrutura de eDNA (FIG, 1A, FIG. 2, FIG.3). E, finalmente, o Z-DNA ¢é
resistente a nuclease. Ao contrario das proteinas de ligacao de B-DNA
canonicas, existem apenas algumas proteinas conhecidas que
reconhecem Z-DNA (Athanasiadis et al. (2012) Semin Cell Dev Biol.
23(3):275-80) (no entanto, anticorpos discriminantes Z- vs B-DNA estao
disponiveis). Bergen et al (1987) J Immunol. 139(3):743-8.
Curiosamente, as proteinas de ligacao ao Z-DNA sao homologas, ligam-
se ao Z-DNA sobre o B-DNA com afinidade de 1.000 a 10.000 vezes maior
(Herbert et al (1996) J Biol Chem. 271(20):11595-8), induzem a
conformacao Z-DNA em sequéncias propensas e, pelo menos no caso da
ZBP1, fazem parte do sistema imune inato que detecta a presenca de DNA
microbiano. Athanasiadis et al. (2012) Semin Cell Dev Biol. 23(3):275-80.

E importante notar que as proteinas que usam B-DNA como substrato
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(por exemplo, nucleases) falham em reconhecer e, portanto, funcionar na
mesma sequéncia de DNA na configuracao Z, apesar do fato de que o par

de bases de Watson Crick é preservado.
II. Uma Abordagem Tripartida

[0165] Os Requerentes demonstraram anteriormente que as interacoes
eDNA-DNABII servem para manter a integridade estrutural do biofilme
EPS (Goodman et al. (2011) Mucosal Immunol. 4(6):625-37; Novotny et
al. (2013) PLoS One. 8(6):e67629; Devaraj et al. (2015) Mol Microbiol.
96(6):1119-35; Rocco et al. (2017) Mol Oral Microbiol. 32(2):118-30;
Devaraj et al. (2017) Microbiologyopen.; Brockson et al. (2014) Mol
Microbiol. 93(6):1246-58), e que interromper essas interacoes leva a
resultados positivos ex vivo (Gustave et al. (2013) J Cyst Fibros.
12(4):384-9) e in vivo (Goodman et al. (2011) Mucosal Immunol. 4(6):625-
37; Novotny et al. (2016) EBioMedicine. 10:33-44; Freire et al. (2017) Mol
Oral Microbiol. 32(1):74-88). Embora tenha sido demonstrado que as
proteinas DNA e DNABII sao necessarias, elas nao sao suficientes para
recapitular a arquitetura de andaime de EPS. E divulgado neste
documento um andaime tripartido dependente de eDNA (TEDS) da EPS
dependente de eDNA-DNABII que se baseia na presenca e localizacao
relativa de (1) eDNA, (2) proteinas DNABII e o constituinte EPS

recentemente descoberto, (3) poliaminas.

[0166] Em um aspecto, os Requerentes mostram que, além das proteinas
eDNA e DNABII, as poliaminas sao um componente essencial da
estrutura TEDS dos biofilmes bacterianos. Em segundo lugar, os
requerentes mostram que, juntos, todos os trés desses componentes
facilitam a formacao de um EPS universal que pode promover interacoes
produtivas entre géneros bacterianos no estado de biofilme protetor.
Terceiro, usando esses componentes, os Requerentes definem e
recapitulam esta estrutura universal e fornecem evidéncias consistentes

com as observacoes de fibras de DNA de fita dupla espessas, inducao de
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um estado resistente a nuclease e demonstram se este estado requer Z-
DNA como um ponto final estrutural. Por fim, oferece intervencoes
diagnosticas e terapéuticas que enfocam a propria estrutura do TEDS

como alvo de intervencao.

A. Poliaminas

As poliaminas funcionam em conjunto com as proteinas DNABII para

direcionar a montagem de andaimes de eDNA

[0167] O modelo de chinchila de otite média aguda causada por NTHI
recapitula fielmente o curso e a fisiopatologia da doenca humana
(Bakaletz et al. (2009) Expert Rev Vaccines. 8(8):1063-82) e € dependente
de um biofilme recalcitrante no ouvido médio. Usando este modelo, os
Requerentes mostraram anteriormente que as proteinas DNABII se
associam com eDNA, que se localizam nos vértices das fitas de eDNA
(FIG. 1A) (Goodman et al. (2011) Mucosal Immunol. 4(6):625-37) e essas
fitas de eDNA parecem surpreendentemente semelhantes as poliaminas
visualizadas com DNA por AFM (FIG. 1C). lacomino et al. (2011)
Biomacromolecules. 12(4):1178-86. As proteinas DNABII ligam-se ao
DNA na presenca de concentracoes mM de espermidina in vitro (FIG. 2B),
o que levou a investigacdo da potencial interacao entre as proteinas
DNABII e poliaminas para produzir uma estrutura de andaime de eDNA
de biofilme. Os requerentes realizaram microscopia confocal de varredura
a laser de imunofluorescéncia (CLSM) em secoes de biofilmes da mucosa
da orelha média fixados e incorporados para visualizar as poliaminas
interagindo com o eDNA dentro do biofilme EPS, como os requerentes
observaram anteriormente para as proteinas DNABII. Imagens de
imunofluorescéncia mostram que eDNA e poliaminas colocalizam ao
longo de fibras que estao presentes dentro do biofilme da mucosa (FIG.
2A) e sao visualmente semelhantes aos observados por Hud e colegas de
trabalho com proteinas DNABII e poliaminas in vitro (Sarkar et al. (2009)
Biochemistry. 48(4):667-75; Sarkar et al. (2007) Nucleic Acids Res.
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35(3):951 61) (FIG. 2B).

A biossintese de poliamina é necessdria para a estrutura do biofilme

[0168] Os Requerentes investigaram se o inibidor da biossintese de
poliamina de ampla acao diciclo-hexilamina (DCHA) alteraria a biogénese
do biofilme NTHI in vitro. A DCHA inibe a espermidina sintase (Paulin et
al. (1986) Antonie Van Leeuwenhoek. 52(6):483-90; Pegg et al. (1983)
FEBS Lett. 155(2):192-6), a enzima que catalisa a conversao de
putrescina em espermidina. Embora a DCHA nao tenha afetado o
crescimento do NTHI (dados ndo mostrados), DCHA inibiu a biogénese do
biofilme in vitro, diminuindo a espessura média e a biomassa conforme
determinado pela analise COMSTAT (Heydorn et al. (2000) Microbiology.
146 (Pt 10):2395-407) de imagens CLSM de biofilmes NTHI corados com
LIVE/DEAD® (FIG. 3A). Além disso, os Requerentes descobriram que a
DCHA inibiu a producao do andaime de eDNA no desenvolvimento inicial
do biofilme (FIG. 3B), o que sugere que a biossintese de poliamina € uma
etapa necessaria na formacao do biofilme. Em apoio a estes resultados,
os Requerentes observaram que a DCHA reduziu a incorporacao de
poliamina extracelular no biofilme EPS por imunofluorescéncia (FIG. 3C),
e que os defeitos na biogénese do biofilme poderiam ser compensados
pela adicao de espermidina exogena (FIG. 3A). Juntos, esses resultados
revelam que a incorporacao de poliamina na EPS é critica para o
desenvolvimento e a funcdo do andaime de eDNA no suporte ao

crescimento robusto de biofilme.

Anti-DNABII interrompe a estrutura de DNA dependente de DNABII-

poliamina

[0169] A imunofluorescéncia foi usada para determinar se as proteinas
DNABII sao incorporadas em estruturas miméticas de EPS. Espermidina
(300 uM) e HU (1 uM) foram incubados com DNA genoémico (2 ug/ml).

Estruturas mimeéticas de EPS foram entao sondadas com IgGs naive
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(controle) ou anti-DNABII, um anticorpo secundario fluorescente, corado
com DAPI e fotografado por CLSM. As proteinas DNABII foram totalmente
incorporadas na estrutura EPS (FIG. 4A). Em seguida, estruturas
miméticas de EPS foram formadas, tratadas com anticorpos anti-DNABII,
coradas com DAPI e fotografadas por CLSM. O sequestro de proteinas
DNABII com anticorpos anti-DNABII dos miméticos EPS reduziu
drasticamente a abundancia e o tamanho das estruturas agregadas (FIG.
4B), o que confirmou ainda a incorporacao de DNABII e sua importancia

para a estabilidade estrutural do DNA.

A ruptura do biofilme NTHI pelo trocador de cdtions P11 pode ser evitada
pela adicao de DNABII (HU) exégeno e espermidina

[0170] Fosfocelulose (P11) € uma resina carregada negativamente que
tem alta afinidade para moléculas carregadas positivamente, como
poliaminas e proteinas DNABII. Para determinar o efeito do sequestro de
P11 dessas moléculas na formacao de biofilme bacteriano, os
Requerentes utilizaram um sistema transwell. O crescimento de NTHI foi
iniciado na camara basolateral enquanto P11 (1% p/v) foi adicionado a
camara apical na semeadura. As 16 h, os biofilmes foram lavados e
corados com LIVE/DEAD®, fotografados com CLSM e analisados com
COMSTAT. P11 reduziu significativamente a espessura meédia e a
biomassa (FIG. 5). Para determinar se a deplecao do cation P11 incluiu
poliaminas e/ou proteinas DNABII, o crescimento de NTHI foi iniciado na
camara basolateral com a adicao exégena de 1 mM de espermidina e 1
uM de HU, enquanto P11 foi adicionado a 1% p/v a camara apical. Tanto
a espermidina quanto a HU eram componentes estruturais necessarios
da matriz do biofilme e apenas juntos evitavam a ruptura do biofilme por
P11 (FIG. §); individualmente HU e espermidina foram insuficientes

(dados nao mostrados).

DNase é incapaz de interromper biofilmes bacterianos patogénicos

maduros
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[0171] Os candidatos avaliaram o efeito antibiofilme de Pulmozyme®,
uma DNase humana recombinante que € usada em conjunto com
terapias padrao para o tratamento de pacientes com fibrose cistica (CF)
para melhorar a funcao pulmonar. Yang et al. (2017) Paediatr Respir Rev.
21:65-7. Pulmozyme® foi adicionado na semeadura (prevencao de
biofilme) ou a biofilmes pré-formados (ruptura de biofilme) (FIG. 6). Os
biofilmes resultantes foram corados com LIVE/DEAD® e avaliados
usando analises CLSM e COMSTAT. A adicao de DNase na semeadura
resultou em uma reducao significativa na espessura média e biomassa
de biofilmes NTHI e UPEC em comparacao com biofilmes nao tratados
(FIG. 6). No entanto, a DNase foi incapaz de interromper os biofilmes
maduros (FIG. 6), o que sugere que o eDNA perde a suscetibilidade a
digestao com nuclease a medida que os biofilmes se desenvolvem. Os
requerentes propoem que, como biofilmes maduros, o eDNA ¢é
estericamente protegido de nucleases e/ou o eDNA assume uma nova

estrutura, tornando-o recalcitrante a digestdo por nuclease.

Proteinas DNABII e poliaminas interagem sinergicamente para conferir

resisténcia de nuclease ao DNA

[0172] A imunofluorescéncia de biofilmes NTHI sondados com anticorpos
anti-DNABII e anti-espermidina indicou que as poliaminas colocalizam
com proteinas DNABII in vitro (FIG. 7A) e in vivo (FIG. 7B). Os
Requerentes levantaram a hipotese de que DNABII e poliaminas
interagem com eDNA sinergicamente para conferir resisténcia a DNase a
biofilmes maduros. Para testar o sinergismo in vitro, os Requerentes
incubaram o DNA genomico NTHI (gDNA) com espermidina (10, 20, 50
ou 100 pM) na presenca ou auséncia de HU (50 ou 100 nM) e DNase (0,5
unidades). A degradacao foi avaliada por eletroforese em gel de agarose e
iluminacao UV. Enquanto a espermidina (> 100 uM) e HU (1 uM)
protegeram o gDNA individualmente, niveis mais baixos misturados de

espermidina (<50 uM) e HU (<100 nM) inibiram a digestdo do gDNA
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sinergicamente (FIG. 7C), sugerindo que a resisténcia a nuclease se deve
a combinacao de proteinas DNABII e poliaminas dentro da matriz de
biofilme. Em seguida, os Requerentes queriam testar se as estruturas
miméticas de EPS eram resistentes a DNase. HU (1 uM) e espermidina
(300 mM) foram incubados com gDNA (2 png/ml) por 40 h para criar um
mimeético de andaime EPS, seguido por tratamento com DNase (5
unidades). Como mostrado por CLSM, essas estruturas de DNA
dependentes de DNABII-poliamina eram resistentes a DNase (FIG. 7D),

semelhante a biofilmes maduros.

B. DNABII, Poliaminas e DNA formam Z-DNA in vitro

[0173] As poliaminas causam sequéncias de Z-DNA propensas a
deslocarem o equilibrio B-Z para a configuracao Z-DNA apés a ligacao
(Thomas et al. (1986) Nucleic Acids Res. 14(16):6721-33; Thomas et al.
(1988) J Mol Biol. 201(2):463-7), enquanto as proteinas DNABII dobram
e condensam o DNA. Devido ao sinergismo de inibicao por HU e ligacao
de espermidina em ensaios de degradacdao de DNase in vitro dos
Requerentes (FIG. 7), e a capacidade do Z-DNA para resistir a DNase, os
Requerentes levantaram a hipotese de que as estruturas mimeéticas de
EPS conteriam Z-DNA. As estruturas de EPS foram formadas como na
FIG. 4 e FIG. 7 por 16 h com gDNA. A imunofluorescéncia CLSM foi
conduzida sondando com anticorpos anti-Z-DNA, que confirmaram a
presenca de Z-DNA (observe a cor branca; FIG. 8A). Para determinar se
as proteinas DNABII influenciam o equilibrio de B-Z, os requerentes
usaram dicroismo circular (CD). As misturas de HU e substrato de DNA
poli (dGdC) exibem inversao dos picos de elipticidade de B-DNA sozinho
(250 e 280 nm) (Jang et al. (2015) Sci Rep. 5:9943), semelhante a um
espectro de Z-DNA caracteristico (FIG. 8B).

EPS em biofilmes bacterianos contém Z-DNA e poliaminas

[0174] Para caracterizar ainda mais a associacao de Z-DNA e poliaminas,
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os Requerentes realizaram imunofluorescéncia em biofilmes de 40 h.
Biofilmes dos patogenos bacterianos indicados foram fotografados por
CLSM apod6s sondagem com anti-DNABII e anti-espermidina, ou
anticorpos anti-Z-DNA; enquanto o Z-DNA foi detectado no biofilme EPS
de cada um dos patégenos bacterianos (FIG. 9), havia claramente uma
hierarquia entre as espécies (UPEC = Staphylococcus epidermidis < K.
pneumoniae <NTHI). Em todos os casos, houve extensa colocalizacao
entre DNABII (HU) e espermidina (observe a cor branca), bem como uma
correspondéncia com a abundancia de Z-DNA. Os Requerentes
examinaram ainda os biofilmes NTHI e UPEC em varios estagios de
formacao de biofilme (24, 40 e 90 h) e observaram que a espermidina e o
Z-DNA aumentaram concomitantemente dentro do EPS do biofilme com
a idade do biofilme (FIG. 10). Esses dados sugerem que o Z-DNA e a
espermidina sao de fato parte integrante do biofilme EPS e provavelmente

contribuem para sua estrutura e estado de resisténcia a DNase.

HU deficiente em NTHI ndo consegue formar biofilmes nativos, incorporar

poliaminas ou induzir uma mudan¢a de B- para Z-DNA

[0175] Uma vez que as poliaminas colocalizam com HU dentro do NTHI
biofilme EPS in vitro (FIG. 7A e FIG. 9) e in vivo (FIG. 7B), os Requerentes
avaliaram o papel de HU na incorporacao de poliaminas e Z-DNA dentro
do biofilme EPS NTHI. NTHI deficiente em HU (hupA nulo; DHU) foi
comparado com biofilmes WT NTHI para a presenca de poliaminas e Z-
DNA por imunofluorescéncia. A falta de HU resultou em reducao
significativa em poliaminas e Z-DNA dentro do biofilme EPS em
comparacao com WT (FIG. 11), o que sugere que HU € necessario para a

presenca de poliaminas e Z-DNA dentro do biofilme EPS NTHI.

III. METODOS DE DIAGNOSTICO E TERAPEUTICO

[0176] Sao fornecidos aqui métodos para tratar um biofilme em um

sujeito, compreendendo ou alternativamente consistindo essencialmente
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ou ainda consistindo adicionalmente em administrar ao sujeito infectado
com um biofilme uma quantidade eficaz de um agente que interfere na
ligacdo de uma poliamina ao DNA no biofilme. Em um aspecto, o agente
nao € uma proteina HMGB1, fragmento ou um equivalente de cada um
dos mesmos. Em outro aspecto, o agente € fornecido na auséncia de uma
DNAse. Em wum aspecto adicional, a DNAse €& administrada
subsequentemente a administracdo do agente. Em um aspecto
particulado, a DNAse administrada € Pulmozyme. Em um aspecto, os
métodos para o tratamento de um biofilme em um sujeito compreendem,
ou alternativamente consistem essencialmente em, ou ainda consistem
adicionalmente em administrar ao sujeito infectado com um biofilme uma
quantidade eficaz de um ou mais agentes que interferem na ligacao de
uma poliamina ao DNA no biofilme. Em um aspecto, o agente nao € uma
proteina HMGB]1, fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos.
Em outro aspecto, o agente € fornecido na auséncia de uma DNAse. Em
um aspecto adicional, a DNAse é administrada subsequentemente a
administracdo do agente. Em um aspecto particulado, a DNAse
administrada € Pulmozyme. Em outro aspecto, os métodos para o
tratamento de um biofilme em wum sujeito compreendem, ou
alternativamente consistem essencialmente em, ou ainda consistem
adicionalmente em administrar ao sujeito infectado com um biofilme uma
quantidade eficaz de dois ou mais agentes que interferem na ligacado de
uma poliamina ao DNA no biofilme, que em um aspecto, sdo
administrados na auséncia de uma DNAse. Em outro aspecto, o agente
nao € uma proteina HMGBI1, fragmento ou um equivalente de cada um
dos mesmos. Em um aspecto adicional, a DNAse € administrada
subsequentemente a administracdo do agente. Em um aspecto
particulado, a DNAse administrada € Pulmozyme. Em um aspecto
adicional, os métodos para o tratamento de um biofilme em um sujeito
compreendem, ou alternativamente consistem essencialmente em, ou
ainda consistem adicionalmente em administrar ao sujeito infectado com

um biofilme uma quantidade eficaz de trés ou mais agentes que
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interferem na ligacdo de uma poliamina ao DNA no biofilme, que em um
aspecto, sdo administrados na auséncia de uma DNAse. Em outro
aspecto, o agente nao é€ uma proteina HMGBI1, fragmento ou um
equivalente de cada um dos mesmos. Em um aspecto adicional, a DNAse
€¢ administrada subsequentemente a administracao do agente. Em um
aspecto particulado, a DNAse administrada € Pulmozyme. Em ainda um
aspecto adicional, os métodos para tratar um biofilme em um sujeito
compreendem, ou alternativamente consistem essencialmente em, ou
ainda consistem adicionalmente em administrar ao sujeito infectado com
um biofilme wuma quantidade eficaz de quatro ou mais, ou
alternativamente cinco ou mais, ou alternativamente seis ou mais, ou
alternativamente sete ou mais, ou alternativamente oito ou mais, ou
alternativamente nove ou mais, ou alternativamente dez ou mais agentes
que interferem na ligacao de uma poliamina ao DNA no biofilme, que em
um aspecto, sdo administrados na auséncia de uma DNAse. Em outro
aspecto, o agente nao € uma proteina HMGB1, fragmento ou um
equivalente de cada um dos mesmos. Em um aspecto adicional, a DNAse
€ administrada subsequentemente a administracao do agente. Em um

aspecto particulado, a DNAse administrada € Pulmozyme.

[0177] Esta divulgacao também se refere a métodos para prevenir a
formacao de um biofilme em um sujeito suscetivel ao desenvolvimento de
um biofilme, compreendendo ou alternativamente consistindo
essencialmente ou ainda consistindo adicionalmente em administrar ao
sujeito uma quantidade eficaz de um agente que interfere na ligacao de
uma poliamina ao DNA no biofilme, que em um aspecto, em que o agente
nao € uma proteina HMGBI1, fragmento ou um equivalente de cada um
dos mesmos, e em outro aspecto, o agente é administrado na auséncia
de uma DNAse. Em um aspecto adicional, a DNAse é administrada
subsequentemente a administracdo do agente. Em um aspecto
particulado, a DNAse administrada € Pulmozyme. Em um aspecto, os

meétodos para prevenir a formacdo de um biofilme em um sujeito
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suscetivel ao desenvolvimento de um biofilme, compreendendo ou,
alternativamente, consistindo essencialmente ou ainda consistindo
adicionalmente em administrar ao sujeito uma quantidade eficaz de um
ou mais agentes que interferem na ligacdo de uma poliamina ao DNA no
biofilme, o agente ndo é uma proteina HMGB1, fragmento ou um
equivalente de cada um dos mesmos, e em outro aspecto, o agente é
administrado na auséncia de uma DNAse. Em um aspecto adicional, a
DNAse € administrada subsequentemente a administracao do agente. Em
um aspecto particulado, a DNAse administrada € Pulmozyme. Em outro
aspecto, os métodos para prevenir a formacdo de um biofilme em um
sujeito suscetivel ao desenvolvimento de um biofilme, compreendendo
ou, alternativamente, consistindo essencialmente ou ainda consistindo
adicionalmente em administrar ao sujeito uma quantidade eficaz de dois
ou mais agentes que interferem na ligacao de uma poliamina ao DNA no
biofilme, que em um aspecto, sdo administrados na auséncia de uma
DNAse. Em outro aspecto, o agente nao € uma proteina HMGBI,
fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos. Em um aspecto
adicional, a DNAse é administrada subsequentemente a administracao
do agente. Em um aspecto particulado, a DNAse administrada é
Pulmozyme. Em um aspecto adicional, os métodos para prevenir a
formacao de um biofilme em um sujeito suscetivel ao desenvolvimento de
um biofilme, compreendendo ou, alternativamente, consistindo
essencialmente ou ainda consistindo adicionalmente em administrar ao
sujeito uma quantidade eficaz de trés ou mais agentes que interferem na
ligacao de uma poliamina ao DNA no biofilme, que em um aspecto, sao
administrados na auséncia de uma DNAse. Em outro aspecto, o agente
nao € uma proteina HMGBJ1, fragmento ou um equivalente de cada um
dos mesmos. Em um aspecto adicional, a DNAse € administrada
subsequentemente a administracdo do agente. Em um aspecto
particulado, a DNAse administrada € Pulmozyme. Em ainda um aspecto
adicional, os métodos para prevenir a formacao de um biofilme em um

sujeito suscetivel ao desenvolvimento de um biofilme, compreendendo ou
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alternativamente consistindo essencialmente ou ainda consistindo
adicionalmente em administrar ao sujeito uma quantidade eficaz de
quatro ou mais, ou alternativamente cinco ou mais, ou alternativamente
seis ou mais, ou alternativamente sete ou mais, ou alternativamente oito
ou mais, ou alternativamente nove ou mais, ou alternativamente dez ou
mais agentes que interferem na ligacdo de uma poliamina ao DNA no
biofilme, que em um aspecto, sdo administrados na auséncia de uma
DNAse. Em outro aspecto, o agente nao € uma proteina HMGBI,
fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos. Em um aspecto
adicional, a DNAse é administrada subsequentemente a administracao
do agente. Em um aspecto particulado, a DNAse administrada é

Pulmozyme.

[0178] Esta divulgacdo se refere ainda a métodos para tratar uma
infeccao causada por uma bactéria que produz um biofilme em um
sujeito em necessidade do mesmo, o método compreendendo ou
alternativamente consistindo essencialmente ou ainda consistindo
adicionalmente em administrar ao sujeito uma quantidade eficaz de um
agente que interfere na ligacdo de uma poliamina ao DNA no biofilme e
um agente que inibe a replicacdo do organismo, que em um aspecto, €
administrado na auséncia de uma DNAse. Em outro aspecto, o agente
nao € uma proteina HMGBI1, fragmento ou um equivalente de cada um
dos mesmos. Em um aspecto adicional, a DNAse é administrada
subsequentemente a administracdo do agente. Em wum aspecto
particulado, a DNAse administrada é Pulmozyme. Em um aspecto, os
métodos para tratar uma infeccao causada por uma bactéria que produz
um biofilme em um sujeito em necessidade do mesmo, o método
compreendendo ou alternativamente consistindo essencialmente ou
ainda consistindo adicionalmente em administrar ao sujeito uma
quantidade eficaz de um ou mais agentes que interferem na ligacao de
uma poliamina ao DNA no biofilme. Em outro aspecto, os métodos para

tratar uma infeccdao causada por uma bactéria que produz um biofilme
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em um sujeito em necessidade do mesmo, o método compreendendo ou
alternativamente consistindo essencialmente ou ainda consistindo
adicionalmente em administrar ao sujeito uma quantidade eficaz de dois
ou mais agentes que interferem na ligacdo de uma poliamina ao DNA no
biofilme e um agente que inibe a replicacao do organismo. Em um
aspecto, os agentes sao administrados na auséncia de uma DNAse. Em
outro aspecto, o agente nao € uma proteina HMGB1, fragmento ou um
equivalente de cada um dos mesmos. Em um aspecto adicional, a DNAse
€ administrada subsequentemente a administracao do agente. Em um
aspecto particulado, a DNAse administrada € Pulmozyme. Em um
aspecto adicional, métodos para tratar uma infeccao causada por uma
bactéria que produz um biofilme em um sujeito em necessidade do
mesmo, o meétodo compreendendo ou alternativamente consistindo
essencialmente ou ainda consistindo adicionalmente em administrar ao
sujeito uma quantidade eficaz de trés ou mais agentes que interferem na
ligacao de uma poliamina ao DNA no biofilme e um agente que inibe a
replicacao do organismo que, em um aspecto, sao administrados na
auséncia de uma DNAse. Em outro aspecto, o agente ndo € uma proteina
HMGB]1, fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos. Em um
aspecto adicional, a DNAse ¢ administrada subsequentemente a
administracdo do agente. Em um aspecto particulado, a DNAse
administrada é Pulmozyme. Em ainda um aspecto adicional, métodos
para tratar uma infeccdo causada por uma bactéria que produz um
biofilme em wum sujeito em necessidade do mesmo, o método
compreendendo ou alternativamente consistindo essencialmente ou
ainda consistindo adicionalmente em administrar ao sujeito uma
quantidade eficaz de quatro ou mais, ou alternativamente cinco ou mais,
ou alternativamente seis ou mais, ou alternativamente sete ou mais, ou
alternativamente oito ou mais, ou alternativamente nove ou mais, ou
alternativamente dez ou mais agentes que interferem na ligacao de uma
poliamina ao DNA no biofilme e um agente que inibe a replicacao do

organismo que, em um aspecto, sao administrados na auséncia de uma
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DNAse. Em outro aspecto, o agente nao € uma proteina HMGBI,
fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos. Em um aspecto
adicional, a DNAse é administrada subsequentemente a administracao
do agente. Em um aspecto particulado, a DNAse administrada é

Pulmozyme.

[0179] Para qualquer um dos métodos descritos acima, a poliamina pode
ser selecionada do grupo de: putrescina, espermina, cadaverina, 1,3-
diaminopropano ou espermidina. Em uma modalidade, para os métodos
descritos acima, o agente que interfere na ligacao de uma poliamina ao
DNA no biofilme € um tRNA. Em outra modalidade, o agente € um inibidor
da sintese de poliamina ou um agente que inibe a ligacao da poliamina
ao DNA. Em uma segunda modalidade, o agente compreende ou
alternativamente consiste essencialmente ou ainda consiste em um
analogo de poliamina difluorometilornitina, trans-4-metilciclo-
hexilamina, sardomozida, metilglioxal-bis[guanil-hidrazona] (MGBG), 1-
amino-oxi-3-aminopropano, oxaliplatina, cisplatina, diciclo-hexilamina,
um derivado de qualquer um dos mesmos ou um sal dos mesmos. Em
um aspecto, os derivados desses compostos mantém a mesma razao de
massa para carga. Em uma terceira modalidade, o agente compreende ou
alternativamente consiste essencialmente ou ainda consiste
adicionalmente em um agente que depleta cations do biofilme,
opcionalmente, uma resina de troca catidbnica, um acido
aminopolicarboxilico, um éter de coroa, um azacrown ou uma cripta. Em
uma quarta modalidade, o agente que depleta cations do biofilme é
selecionado do grupo de: sulfonato, sulfopropil, fosfocelulose, P11
fosfocelulose, sulfato de heparina ou um derivado ou analogo do mesmo.
Em um aspecto, um derivado ou analogo do agente que depleta cations
dos biofilmes € uma resina que tem uma carga liquida negativa. Em uma
quinta modalidade, o agente que interfere na conversao de B-DNA em Z-
DNA no biofilme ou seu ambiente local. Em uma sexta modalidade, o

agente compreende ou alternativamente consiste essencialmente ou

Petic&o 870200160890, de 23/12/2020, pag. 321/508



91/230

ainda consiste adicionalmente em wum anticorpo anti-B-DNA ou
fragmento ou derivado do mesmo. Em um aspecto, o anticorpo policlonal
ou monoclonal anti-B-DNA ou fragmento ou derivado do mesmo
reconhece o DNA da forma B sobre o DNA da forma Z em pelo menos 10
vezes em afinidade/avidez. Em uma sétima modalidade, o agente
compreende ou alternativamente consiste essencialmente ou ainda
consiste adicionalmente em riboflavina, brometo de etidio,
bis(metidio)espermina, daunorrubicina, @TMPyP4, um  alcaloide
benzo[c]fenantridina quaternario, quinacrina, 9-amino acridina, ou um
derivado dos mesmos. Em uma oitava modalidade, o agente compreende
ou alternativamente consiste essencialmente ou ainda consiste
adicionalmente em cloroquina ou um derivado do mesmo. Em um
aspecto, os derivados dos compostos retém a capacidade de intercalar
entre bases de DNA. Em um aspecto, o agente ndo € uma proteina
HGMBI1 ou um fragmento do mesmo. Em um aspecto, o agente que
depleta cations do biofilme tem uma carga liquida negativa. Em outro

aspecto, o agente que depleta cations do biofilme tem uma carga neutra.

[0180] Também sao fornecidos neste documento métodos para tratar um
biofilme em um paciente que sofre de lupus eritematoso sistémico (SLE)
e/ou fibrose cistica (CF), compreendendo ou alternativamente
consistindo essencialmente em, ou ainda consistindo em administrar
uma quantidade eficaz de um agente que interfere na conversao de B-
DNA em Z-DNA no biofilme ou em seu ambiente local que, em um
aspecto, € administrado na auséncia de uma DNAse. Em outro aspecto,
o agente nao € uma proteina HMGBI1, fragmento ou um equivalente de
cada um dos mesmos. Em um aspecto adicional, a DNAse é administrada
subsequentemente a administracdo do agente. Em um aspecto
particulado, a DNAse administrada é Pulmozyme. Métodos para o
tratamento de um biofilme em um paciente que sofre de lapus
eritematoso sistémico (SLE) e/ou fibrose cistica (CF) e/ou TB,

compreendendo ou alternativamente consistindo essencialmente em, ou
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ainda consistindo em administrar uma quantidade eficaz de um ou mais
agentes que interferem na conversao de B-DNA em Z-DNA no biofilme ou
seu ambiente local sao aqui divulgados que, em um aspecto, é
administrado na auséncia de uma DNAse. Em outro aspecto, o agente
nao € uma proteina HMGB1, fragmento ou um equivalente de cada um
dos mesmos. Em um aspecto adicional, a DNAse € administrada
subsequentemente a administracdo do agente. Em um aspecto
particulado, a DNAse administrada é Pulmozyme. Em um aspecto, os
métodos para o tratamento de um biofilme em um paciente que sofre de
lapus eritematoso sistémico (SLE) e/ou fibrose cistica (CF) e/ou TB,
compreendendo ou alternativamente consistindo essencialmente em, ou
ainda consistindo em administrar uma quantidade eficaz de dois ou mais
agentes que interferem na conversao de B-DNA em Z-DNA no biofilme ou
seu ambiente local sdo aqui divulgados que, em um aspecto, sao
administrados na auséncia de uma DNAse. Em outro aspecto, o agente
nao € uma proteina HMGBJ1, fragmento ou um equivalente de cada um
dos mesmos. Em um aspecto adicional, a DNAse é administrada
subsequentemente a administracdo do agente. Em um aspecto
particulado, a DNAse administrada € Pulmozyme. Em outro aspecto, os
métodos para o tratamento de um biofilme em um paciente que sofre de
lapus eritematoso sistémico (SLE) e/ou fibrose cistica (CF) e/ou TB,
compreendendo ou alternativamente consistindo essencialmente em, ou
ainda consistindo em administrar uma quantidade eficaz de trés ou mais
agentes que interferem na conversao de B-DNA em Z-DNA no biofilme ou
seu ambiente local sao aqui divulgados. Em um outro aspecto, os
meétodos para o tratamento de um biofilme em um paciente que sofre de
lapus eritematoso sistémico (SLE) e/ou fibrose cistica (CF) e/ou TB,
compreendendo ou alternativamente consistindo essencialmente ou
ainda consistindo adicionalmente em administrar uma quantidade eficaz
de quatro ou mais, ou alternativamente cinco ou mais, ou
alternativamente seis ou mais, ou alternativamente sete ou mais, ou

alternativamente oito ou mais, ou alternativamente nove ou mais, ou
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alternativamente dez ou mais agentes que interferem na conversao de B
-DNA para Z-DNA no biofilme ou seu ambiente local sao divulgados neste
documento, que em um aspecto, € administrado na auséncia de uma
DNAse. Em outro aspecto, o agente nao € uma proteina HMGBI,
fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos. Em um aspecto
adicional, a DNAse é administrada subsequentemente a administracao
do agente. Em um aspecto particulado, a DNAse administrada é
Pulmozyme. Em uma modalidade, o agente que interfere na conversao de
B-DNA em Z-DNA no biofilme ou seu ambiente local. Em uma segunda
modalidade, o agente compreende ou alternativamente consiste
essencialmente ou ainda consiste adicionalmente em um anticorpo anti-
B-DNA ou fragmento ou derivado do mesmo. Em um aspecto, o anticorpo
policlonal ou monoclonal anti-B-DNA ou fragmento ou derivado do
mesmo reconhece o DNA da forma B sobre o DNA da forma Z em pelo
menos 10 vezes em afinidade/avidez. Em uma terceira modalidade, o
agente compreende ou alternativamente consiste essencialmente ou
ainda consiste adicionalmente em riboflavina, brometo de etidio,
bis(metidio)espermina, daunorrubicina, @TMPyP4, wum  alcaloide
benzo|c]fenantridina quaternario, quinacrina, 9-amino acridina, ou um
derivado dos mesmos. Em uma quarta modalidade, o agente compreende
ou alternativamente consiste essencialmente ou ainda consiste
adicionalmente em cloroquina ou um derivado do mesmo. Em um
aspecto, os derivados dos compostos retém a capacidade de intercalar
entre bases de DNA. O agente ndo € uma proteina HGMB1 ou um

fragmento do mesmo.

[0181] Métodos para o tratamento de um biofilme em um paciente que
sofre de lupus eritematoso sistémico (SLE) e/ou fibrose cistica (CF) e/ou
TB, compreendendo ou alternativamente consistindo essencialmente ou
ainda consistindo adicionalmente em administrar uma quantidade eficaz
de proteina HMGB1 ou fragmento biologicamente ativo do mesmo e

anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou derivado do mesmo também sao
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fornecidos aqui, que em um aspecto, € administrado na auséncia de uma
DNAse. Em um aspecto adicional, a DNAse €& administrada
subsequentemente a administracdo do agente. Em um aspecto
particulado, a DNAse administrada é Pulmozyme. Em um aspecto, o
anticorpo policlonal ou monoclonal anti-B-DNA ou fragmento ou derivado
do mesmo reconhece o DNA da forma B sobre o DNA da forma Z em pelo
menos 10 vezes em afinidade/avidez. O fragmento biologicamente ativo
de HMGB1 pode compreender, ou alternativamente consistir
essencialmente em, ou ainda consistir em um ou mais de: uma caixa A,
uma caixa B e/ou uma caixa AB, um fragmento C-terminal ou um
fragmento N-terminal. Em uma modalidade especifica, o fragmento
biologicamente ativo de HMGB1 pode compreender, ou alternativamente
consistir essencialmente em, ou ainda consistir no dominio Caixa B que
€ capaz de se ligar ao DNA. Em um aspecto, o método para tratar um
biofilme em um paciente que sofre de lupus eritematoso sistémico (SLE)
e/ou fibrose cistica (CF) e/ou TB, compreende ou alternativamente
consiste essencialmente ou ainda consiste adicionalmente em
administrar uma quantidade eficaz de cloroquina e anticorpo anti-B-DNA
ou fragmento ou derivado do mesmo, que, em um aspecto, € administrado
na auséncia de uma DNAse. Em outro aspecto, o agente ndo € uma
proteina HMGB]1, fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos.
Em um aspecto adicional, a DNAse é administrada subsequentemente a
administracdo do agente. Em um aspecto particulado, a DNAse
administrada € Pulmozyme. Esta divulgacado também se refere a métodos
para tratar uma infeccao produtora de biofilme incidente a administracao
de uma quimioterapia a base de platina em um paciente recebendo ou
tendo recebido a quimioterapia compreendendo ou alternativamente
consistindo essencialmente ou ainda consistindo adicionalmente em
administrar uma quantidade eficaz de um agente que interfere na
conversao de B-DNA em Z-DNA no biofilme ou em seu ambiente local
que, em um aspecto, € administrado na auséncia de uma DNAse. Em

outro aspecto, o agente nao € uma proteina HMGB1, fragmento ou um
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equivalente de cada um dos mesmos. Em um aspecto adicional, a DNAse
€é administrada subsequentemente a administracao do agente. Em um
aspecto particulado, a DNAse administrada €& Pulmozyme. Em um
aspecto, o método compreende ou alternativamente consiste
essencialmente ou ainda consiste adicionalmente em administrar uma
quantidade eficaz de um ou mais agentes que interferem na conversao de
B-DNA em Z-DNA no biofilme ou seu ambiente local, que em um aspecto,
€ administrado na auséncia de uma DNAse. Em outro aspecto, o agente
nao € uma proteina HMGBI1, fragmento ou um equivalente de cada um
dos mesmos. Em um aspecto adicional, a DNAse €& administrada
subsequentemente a administracdo do agente. Em um aspecto
particulado, a DNAse administrada € Pulmozyme. Em um aspecto
adicional, o agente compreende ou alternativamente consiste
essencialmente ou ainda consiste adicionalmente em cloroquina ou um
derivado do mesmo. Ainda em wum aspecto adicional, o agente
compreende ou alternativamente consiste essencialmente ou ainda
consiste adicionalmente em um anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou
derivado do mesmo. Em wum aspecto, o anticorpo policlonal ou
monoclonal anti-B-DNA ou fragmento ou derivado do mesmo reconhece
o DNA da forma B sobre o DNA da forma Z em pelo menos 10 vezes em
afinidade/avidez. Em uma modalidade, o agente compreende ou
alternativamente consiste essencialmente ou ainda consiste
adicionalmente em riboflavina, brometo de etidio, bis(metidio)espermina,
daunorrubicina, TMPyP4, um alcaloide benzo[c|fenantridina quaternario,
quinacrina, 9-amino acridina, ou um derivado dos mesmos. Em um
aspecto particular, os derivados dos compostos retém a capacidade de

intercalar entre bases de DNA.

[0182] Esta divulgacao se refere ainda a métodos para o tratamento de
uma infeccao produtora de biofilme incidente a administracdo de uma
quimioterapia a base de platina em um paciente que recebe ou que

recebeu a quimioterapia compreendendo ou alternativamente
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consistindo essencialmente ou ainda consistindo adicionalmente em
administrar uma quantidade eficaz de proteina HMGB1 ou fragmento
biologicamente ativo do mesmo e anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou
derivado do mesmo, que em um aspecto, € administrado na auséncia de
uma DNAse. Em um aspecto adicional, a DNAse €& administrada
subsequentemente a administracdo do agente. Em um aspecto
particulado, a DNAse administrada € Pulmozyme. Em um aspecto, o
anticorpo policlonal ou monoclonal anti-B-DNA ou fragmento ou derivado
do mesmo reconhece o DNA da forma B sobre o DNA da forma Z em pelo
menos 10 vezes em afinidade/avidez. O fragmento biologicamente ativo
de HMGB1 pode compreender, ou alternativamente consistir
essencialmente em, ou ainda consistir em um ou mais de: uma caixa A,
uma caixa B e/ou uma caixa AB, um fragmento C-terminal ou um
fragmento N-terminal. Em uma modalidade especifica, o fragmento
biologicamente ativo de HMGB1 pode compreender, ou alternativamente
consistir essencialmente em, ou ainda consistir no dominio Caixa B que
€ capaz de se ligar ao DNA. Métodos para o tratamento de uma infeccao
produtora de biofilme incidente a administracao de uma quimioterapia a
base de platina em um paciente recebendo ou tendo recebido a
quimioterapia compreendendo ou alternativamente consistindo
essencialmente ou ainda consistindo adicionalmente em administrar
uma quantidade eficaz de cloroquina e anticorpo anti-B-DNA ou
fragmento ou derivado do mesmo também sao fornecidos aqui, que em
um aspecto, € administrado na auséncia de uma DNAse. Em um aspecto
adicional, a DNAse é administrada subsequentemente a administracao
do agente. Em um aspecto particulado, a DNAse administrada é
Pulmozyme. Em um aspecto, o anticorpo policlonal ou monoclonal anti-
B-DNA ou fragmento ou derivado do mesmo reconhece o DNA da forma

B sobre o DNA da forma Z em pelo menos 10 vezes em afinidade/avidez.

[0183] Os meétodos descritos acima podem compreender ainda, ou

alternativamente consistir essencialmente em, ou ainda consistir
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adicionalmente em administrar ao sujeito de uma quantidade eficaz de
um agente que interfere na ligacao do eDNA a uma proteina de ligacao ao
DNA e/ou um agente antibacteriano, que em um aspecto, € administrado
na auséncia de uma DNAse. Em outro aspecto, o agente nao € uma
proteina HMGBI1, fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos.
Em um aspecto adicional, a DNAse € administrada subsequentemente a
administracao do agente. Em um aspecto particulado, a DNAse
administrada € Pulmozyme. Em um aspecto, os métodos compreendem
ainda, ou alternativamente consistem essencialmente em, ou ainda
consistem adicionalmente em administrar ao sujeito uma quantidade
eficaz de um agente que interfere na ligacao do eDNA a uma proteina de
ligacao ao DNA e/ou um agente antibacteriano, que em um aspecto, €
administrado na auséncia de uma DNAse. Em outro aspecto, o agente
nao € uma proteina HMGBI1, fragmento ou um equivalente de cada um
dos mesmos. Em um aspecto adicional, a DNAse é administrada
subsequentemente a administracdo do agente. Em um aspecto
particulado, a DNAse administrada € Pulmozyme. Em outro aspecto, o
agente que interfere na ligacdo do eDNA a proteina de ligacdo ao DNA
compreende, ou, alternativamente, consiste essencialmente ou ainda
consiste adicionalmente em um ou mais de um anticorpo anti-DNABII,
um anticorpo anti-IHF e/ou um anticorpo anti-HU, ou fragmentos de
cada um dos mesmos. Em uma modalidade, o agente que interfere na
ligacao do eDNA a uma proteina de ligacdo ao DNA tem uma carga liquida
negativa. Numa segunda modalidade, o agente que interfere na ligacao
do eDNA a uma proteina de ligacdo ao DNA tem uma carga neutra. Em
uma terceira modalidade, o agente que interfere na ligacao do eDNA a

uma proteina de ligacao ao DNA tem uma carga liquida positiva.

[0184] Descritos neste documento sao métodos para inibir a estabilidade
de um biofilme, compreendendo ou alternativamente consistindo
essencialmente ou ainda consistindo adicionalmente em contatar o

biofilme com uma quantidade eficaz de um agente que interfere na ligacao
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de uma poliamina ao DNA no biofilme, que em um aspecto, € contatado
na auséncia de uma DNAse. Em outro aspecto, o agente nao € uma
proteina HMGBI1, fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos.
Em um aspecto adicional, a DNAse € contatada subsequentemente ao
contato com o agente. Em um aspecto particulado, a DNAse é
Pulmozyme. Em um aspecto, os métodos para inibir a estabilidade de um
biofilme compreendem ou, alternativamente, consistem essencialmente
em, ou ainda consistem ainda em um contato do biofilme com uma
quantidade eficaz de um ou mais agentes que interferem na ligacao de
uma poliamina ao DNA no biofilme, que em um aspecto, sdo contatados
na auséncia de uma DNAse. Em outro aspecto, o agente nao € uma
proteina HMGB]1, fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos.
Em um aspecto adicional, a DNAse € contatada subsequentemente ao
contato com o agente. Em um aspecto particulado, a DNAse ¢é
Pulmozyme. Em outro aspecto, os métodos para inibir a estabilidade de
um  biofilme compreendem ou, alternativamente, consistem
essencialmente em, ou ainda consistem ainda em um contato do biofilme
com uma quantidade eficaz de um ou mais agentes que interferem na
ligacao de uma poliamina ao DNA no biofilme, que em um aspecto, sao
contatados na auséncia de uma DNAse. Em outro aspecto, o agente nao
€é uma proteina HMGBJ1, fragmento ou um equivalente de cada um dos
mesmos. Em um aspecto adicional, a DNAse €& contatada
subsequentemente ao contato com o agente. Em um aspecto particulado,
a DNAse é Pulmozyme. Em um aspecto adicional, os métodos para inibir
a estabilidade de um biofilme compreendem ou, alternativamente,
consistem essencialmente em, ou ainda consistem ainda em um contato
do biofilme com uma quantidade eficaz de trés ou mais agentes que
interferem na ligacdo de uma poliamina ao DNA no biofilme, que em um
aspecto, sdao contatados na auséncia de uma DNAse. Em outro aspecto,
o agente nao € uma proteina HMGBJ1, fragmento ou um equivalente de
cada um dos mesmos. Em um aspecto adicional, a DNAse é contatada

subsequentemente ao contato com o agente. Em um aspecto particulado,

Petic&o 870200160890, de 23/12/2020, pag. 329/508



99/230

a DNAse é Pulmozyme. Ainda em um aspecto adicional, os métodos para
inibir a estabilidade de um biofilme compreendem, ou alternativamente
consistem essencialmente em, ou ainda consistem adicionalmente em
contatar o biofilme com uma quantidade eficaz de quatro ou mais, ou
alternativamente cinco ou mais, ou alternativamente seis ou mais, ou
alternativamente sete ou mais, ou alternativamente oito ou mais, ou
alternativamente nove ou mais, ou alternativamente dez ou mais agentes
que interferem na ligacao de uma poliamina ao DNA no biofilme, que em
um aspecto, sao contatados na auséncia de uma DNAse. Em outro
aspecto, o agente nao € uma proteina HMGB1, fragmento ou um
equivalente de cada um dos mesmos. Em um aspecto adicional, a DNAse
€ contatada subsequentemente ao contato com o agente. Em um aspecto

particulado, a DNAse é Pulmozyme. O contato pode ser in vitro ou in vivo.

[0185] Esta divulgacao também se refere a métodos para inibir a
estabilidade de um biofilme, compreendendo ou alternativamente
consistindo essencialmente ou ainda consistindo adicionalmente em
contatar o biofilme in vitro com um agente que interfere na ligacao de
uma poliamina ao DNA no biofilme, em que o contato compreende ou
alternativamente consiste essencialmente ou ainda consiste
adicionalmente em revestir uma superficie com uma quantidade eficaz de
agente que depleta cations que, em um aspecto, € contatado na auséncia
de uma DNAse, enquanto em outro aspecto, a DNAse é contatada de
acordo com o método. Em outro aspecto, o agente ndo € uma proteina
HMGBI1, fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos. Em um
aspecto adicional, a DNAse é contatada subsequentemente ao contato
com o agente. Em um aspecto particulado, a DNAse é Pulmozyme. Em
um aspecto, os métodos para inibir a estabilidade de um biofilme podem
compreender, ou alternativamente consistir essencialmente em, ou ainda
consistir em contatar o biofilme in vitro com uma quantidade eficaz de
um agente que interfere na ligacdo de uma poliamina ao DNA no biofilme,

em que o contato compreende ou alternativamente consiste
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essencialmente ou ainda consiste em revestir uma superficie com uma
quantidade eficaz de um ou mais agentes que depleta os cations, que em
um aspecto, sao contatados na auséncia de uma DNAse, enquanto em
outro aspecto, a DNAse é contatada de acordo com o método. Em outro
aspecto, o agente nao é€ uma proteina HMGBI1, fragmento ou um
equivalente de cada um dos mesmos. Em um aspecto adicional, a DNAse
€ contatada subsequentemente ao contato com o agente. Em um aspecto

particulado, a DNAse é Pulmozyme.

[0186] Em um outro aspecto, os métodos para inibir a estabilidade de
um biofilme, podem compreender, ou alternativamente consistir
essencialmente em, ou ainda consistir adicionalmente em contatar o
biofilme in vitro com uma quantidade de um agente que interfere na
ligacao de uma poliamina ao DNA no biofilme, em que o contato
compreende ou alternativamente consiste essencialmente ou ainda
consiste adicionalmente em revestir uma superficie com uma quantidade
eficaz de dois ou mais agentes que depletam cations que, em um aspecto,
sdo contatados na auséncia de uma DNAse, enquanto em outro aspecto,
a DNAse € contatada de acordo com o método. Em outro aspecto, o agente
nao € uma proteina HMGBI1, fragmento ou um equivalente de cada um
dos mesmos. Em um aspecto adicional, a DNAse é contatada
subsequentemente ao contato com o agente. Em um aspecto particulado,

a DNAse é Pulmozyme.

[0187] Em um aspecto adicional, os métodos para inibir a estabilidade
de um biofilme podem compreender, ou alternativamente consistir
essencialmente em, ou ainda consistir em contatar o biofilme in vitro com
uma quantidade eficaz de um agente que interfere na ligacao de uma
poliamina ao DNA no biofilme, em que o contato compreende ou
alternativamente consiste essencialmente ou ainda consiste em revestir
uma superficie com uma quantidade eficaz de trés ou mais agentes que

depletam os cations, que em um aspecto, sao contatados na auséncia de
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uma DNAse, enquanto em outro aspecto, a DNAse € contatada de acordo
com o método. Em outro aspecto, o agente ndo € uma proteina HMGBI1,
fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos. Em um aspecto
adicional, a DNAse é contatada subsequentemente ao contato com o
agente. Em um aspecto particulado, a DNAse € Pulmozyme. Em ainda
um aspecto adicional, os métodos para inibir a estabilidade de um
biofilme podem compreender, ou alternativamente consistir
essencialmente em, ou ainda consistir adicionalmente em contatar o
biofilme in vitro com uma quantidade eficaz de um agente que interfere
na ligacao de uma poliamina para o DNA no biofilme, em que o contato
compreende ou alternativamente consiste essencialmente ou ainda
consiste adicionalmente em revestir uma superficie com uma quantidade
eficaz de quatro ou mais, ou alternativamente cinco ou mais, ou
alternativamente seis ou mais, ou alternativamente sete ou mais, ou
alternativamente oito ou mais, ou alternativamente nove ou mais, ou
alternativamente dez ou mais agentes que depletam cations. Em uma
modalidade, o agente que interfere na conversao de B-DNA em Z-DNA no
biofilme ou seu ambiente local que em um aspecto, sdo contatados na
auséncia de uma DNAse, enquanto em outro aspecto, a DNAse é
contatada de acordo com o método. Em outro aspecto, o agente nao é
uma proteina HMGBI1, fragmento ou um equivalente de cada um dos
mesmos. Em um aspecto adicional, a DNAse €& contatada
subsequentemente ao contato com o agente. Em um aspecto particulado,
a DNAse é Pulmozyme. Em uma segunda modalidade, o agente
compreende ou alternativamente consiste essencialmente ou ainda
consiste adicionalmente em um anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou
derivado do mesmo. Em wum aspecto, o anticorpo policlonal ou
monoclonal anti-B-DNA ou fragmento ou derivado do mesmo reconhece
o DNA da forma B sobre o DNA da forma Z em pelo menos 10 vezes em
afinidade/avidez. Em uma terceira modalidade, o agente compreende ou
alternativamente consiste essencialmente ou ainda consiste

adicionalmente em riboflavina, brometo de etidio, bis(metidio)espermina,
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daunorrubicina, TMPyP4, um alcaloide benzo[c|fenantridina quaternario,
quinacrina, 9-amino acridina, ou um derivado dos mesmos. Em uma
quinta modalidade, o agente compreende ou alternativamente consiste
essencialmente ou ainda consiste adicionalmente em cloroquina ou um
derivado do mesmo. Em um aspecto particular, os derivados dos
compostos retém a capacidade de intercalar entre bases de DNA. O

agente ndo € uma proteina HGMB1 ou um fragmento do mesmo.

[0188] Ainda descritos neste documento sao métodos para inibir a
estabilidade de um biofilme, compreendendo ou alternativamente
consistindo essencialmente ou ainda consistindo adicionalmente em
contatar o biofilme in vitro com uma quantidade eficaz de proteina
HMGBI1 ou fragmento biologicamente ativo da mesma e anticorpo anti-
B-DNA ou fragmento ou derivado do mesmo, em que o contato
compreende ou alternativamente consiste essencialmente ou ainda
consiste adicionalmente em revestir uma superficie com uma quantidade
eficaz de proteina HMGBI1 ou fragmento biologicamente ativo da mesma
e anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou derivado do mesmo, que em um
aspecto, € contatado na auséncia de uma DNAse, enquanto em outro
aspecto, a DNAse é contatada de acordo com o método. Em um aspecto
adicional, a DNAse é contatada subsequentemente ao contato com o

agente. Em um aspecto particulado, a DNAse é Pulmozyme.

[0189] Em um aspecto, o anticorpo policlonal ou monoclonal anti-B-DNA
ou fragmento ou derivado do mesmo reconhece o DNA da forma B sobre
o DNA da forma Z em pelo menos 10 vezes em afinidade/avidez. O
fragmento biologicamente ativo de HMGB1 pode compreender, ou
alternativamente consistir essencialmente em, ou ainda consistir em um
ou mais de: uma caixa A, uma caixa AB, uma caixa B, fragmento C-
terminal e/ou um fragmento N-terminal. Em uma modalidade especifica,
o fragmento biologicamente ativo de HMGB1 pode compreender, ou

alternativamente consistir essencialmente em, ou ainda consistir no
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dominio Caixa B que € capaz de se ligar ao DNA. Esta divulgacao também
se refere a métodos para inibir a estabilidade de um biofilme,
compreendendo ou alternativamente consistindo essencialmente ou
ainda consistindo adicionalmente em contatar o biofilme in vitro com uma
quantidade eficaz de cloroquina e anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou
derivado dos mesmos, em que o contato compreende ou alternativamente
consiste essencialmente ou ainda consiste adicionalmente em revestir
uma superficie com uma quantidade eficaz de cloroquina e anticorpo
anti-B-DNA ou fragmento ou derivados dos mesmos, que em um aspecto,
€ contatado na auséncia de uma DNAse. Em um aspecto adicional, a
DNAse € contatada subsequentemente ao contato com o agente. Em um
aspecto particulado, a DNAse € Pulmozyme. Em um aspecto, o anticorpo
policlonal ou monoclonal anti-B-DNA ou fragmento ou derivado do
mesmo reconhece o DNA da forma B sobre o DNA da forma Z em pelo

menos 10 vezes em afinidade/avidez.

[0190] Os meétodos descritos acima podem compreender ainda, ou
alternativamente consistir essencialmente em, ou ainda consistir
adicionalmente em contatar o biofilme com uma quantidade eficaz de um
agente que interfere na ligacdo do eDNA a uma proteina de ligacdo ao
DNA e/ou um agente antibacteriano que em um aspecto, € contatado na
auséncia de uma DNAse, enquanto em outro aspecto, a DNAse é
contatada de acordo com o método. Em outro aspecto, o agente nao é
uma proteina HMGBI1, fragmento ou um equivalente de cada um dos
mesmos. Em um aspecto adicional, a DNAse € contatada
subsequentemente ao contato com o agente. Em um aspecto particulado,
a DNAse € Pulmozyme. Em um aspecto, o agente que interfere na ligacao
do eDNA a proteina de ligacao ao DNA compreende, ou, alternativamente,
consiste essencialmente ou ainda consiste adicionalmente em um ou
mais de um anticorpo anti-DNABII, um anticorpo anti-IHF e/ou um

anticorpo anti-HU, ou fragmentos de cada um dos mesmos, que em um

aspecto, € contatado na auséncia de uma DNAse. Em um aspecto
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adicional, a DNAse é contatada subsequentemente ao contato com o
agente. Em um aspecto particulado, a DNAse € Pulmozyme. Em outro
aspecto, o agente nao é€ uma proteina HMGBI1, fragmento ou um
equivalente de cada um dos mesmos. Em uma modalidade, o agente que
interfere na ligacdo do eDNA a uma proteina de ligacado ao DNA tem uma
carga negativa liquida que, em um aspecto, € contatada na auséncia de
uma DNAse. Em wum aspecto adicional, a DNAse ¢é contatada
subsequentemente ao contato com o agente. Em um aspecto particulado,
a DNAse € Pulmozyme. Em uma segunda modalidade, o agente que
interfere na ligacao do eDNA a uma proteina de ligacdo ao DNA tem uma
carga neutra que, em um aspecto, € contatada na auséncia de uma
DNAse, enquanto em outro aspecto, a DNAse é contatada de acordo com
o método. Em outro aspecto, o agente nao € uma proteina HMGBI1,
fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos. Em um aspecto
adicional, a DNAse é contatada subsequentemente ao contato com o
agente. Em um aspecto particulado, a DNAse é Pulmozyme. Em uma
terceira modalidade, o agente que interfere na ligacao do eDNA a uma
proteina de ligacdo ao DNA tem uma carga liquida positiva. Em um
aspecto adicional, a DNAse é contatada subsequentemente ao contato

com o agente. Em um aspecto particulado, a DNAse € Pulmozyme.

[0191] Sao fornecidos aqui meétodos para inibir a estabilidade de um
biofilme, compreendendo contatar o biofilme com um agente que interfere
na ligacao de uma poliamina ao DNA no biofilme que, em um aspecto, €
contatado na auséncia de um DNAse, enquanto em outro aspecto, a
DNAse € contatada de acordo com o método. Em outro aspecto, o agente
nao € uma proteina HMGBI1, fragmento ou um equivalente de cada um
dos mesmos. Em um aspecto adicional, a DNAse é contatada
subsequentemente ao contato com o agente. Em um aspecto particulado,

a DNAse € Pulmozyme. O contato pode ser in vitro ou in vivo.

[0192] Também sao fornecidos métodos para tratar um biofilme em um
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sujeito, compreendendo administrar ao sujeito infectado com um biofilme
uma quantidade eficaz de um agente que interfere na ligacao de uma
poliamina ao DNA no biofilme que, em um aspecto, € administrado na
auséncia de uma DNAse, enquanto em outro aspecto, a DNAse é
administrada. Em outro aspecto, o agente nao € uma proteina HMGBI1,
fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos. Em um aspecto
adicional, a DNAse é administrada subsequentemente a administracao

com o agente. Em um aspecto particulado, a DNAse é Pulmozyme.

[0193] Sao fornecidos adicionalmente métodos para prevenir a formacao
de um biofilme em um sujeito suscetivel ao desenvolvimento de um
biofilme, compreendendo administrar ao sujeito uma quantidade eficaz
de um agente que interfere na ligacdo de uma poliamina ao DNA no
biofilme que, em um aspecto, é administrado na auséncia de uma DNAse,
enquanto em outro aspecto, a DNAse é administrada. Em outro aspecto,
o agente nao € uma proteina HMGBI1, fragmento ou um equivalente de
cada um dos mesmos. Em um aspecto adicional, a DNAse é administrada
subsequentemente a administracdo com o agente. Em um aspecto

particulado, a DNAse € Pulmozyme.

[0194] Ainda sao fornecidos métodos para tratar uma infeccao causada
por uma bactéria que produz um biofilme em um sujeito em necessidade
do mesmo, o método compreendendo administrar ao sujeito uma
quantidade eficaz de um agente que interfere na ligacao de uma
poliamina ao DNA no biofilme e um agente que inibe a replicacao do
organismo que, em um aspecto, € administrado na auséncia de uma
DNAse, enquanto em outro aspecto, a DNAse € administrada. Em outro
aspecto, o agente nao € uma proteina HMGB1, fragmento ou um
equivalente de cada um dos mesmos. Em um aspecto adicional, a DNAse
€ administrada subsequentemente a administracao com o agente. Em um

aspecto particulado, a DNAse € Pulmozyme.

[0195] Em um aspecto, em que o agente € um inibidor da sintese de
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poliamina ou um agente que inibe a ligacdo da poliamina ao DNA. Em
outro aspecto, o agente ndo € uma proteina HMGB1, fragmento ou um
equivalente de cada um dos mesmos. Exemplos ndo limitativos de
poliamina incluem: putrescina, espermina, cadaverina, 1,3-
diaminopropano ou espermidina. Em outro aspecto, o agente
compreende um analogo de poliamina, difluorometilornitina, trans-4-
metilciclo-hexilamina, sardomozida (Boc Sciences), metilglioxal-
bis[guanil-hidrazona] (metil-GAG), 1-amino-oxi-3-aminopropano (AKos
Consulting & Solutions), oxaliplatina, cisplatina, diciclo-hexilamina, um
derivado de qualquer um dos mesmos ou um sal dos mesmos (todos os
agentes deste paragrafo estdo comercialmente disponiveis na Millipore
Sigma, a menos que indicado de outra forma). Em um aspecto, os
derivados desses compostos mantém a mesma razao de massa para

carga.

[0196] Em um aspecto adicional, o agente compreende um agente que
depleta cations do biofilme, opcionalmente, uma resina de troca
catidonica, um acido aminopolicarboxilico, um éter de coroa, um azacrown
ou uma cripta (varios compostos representativos de cada classe de agente
disponivel em Millipore Sigma). Em outro aspecto, o agente ndo € uma
proteina HMGB]1, fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos.
Exemplos nao limitativos de uma resina de troca cationica incluem
sulfonato, sulfopropil, fosfocelulose, P11 fosfocelulose, sulfato de
heparina ou resinas contendo um derivado ou analogo do mesmo. Em
uma modalidade, o agente que depleta cations do biofilme tem uma carga
liquida negativa. Em uma modalidade, o agente que depleta cations do

biofilme tem uma carga neutra.

[0197] Em uma modalidade, sao fornecidos aqui métodos para inibir a
estabilidade de um biofilme, compreendendo contatar o biofilme in vitro
com um agente que interfere na ligacao de uma poliamina ao DNA no

biofilme e o contato compreende o revestimento de uma superficie com o
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agente que depleta cations que, em um aspecto, € administrado na
auséncia de uma DNAse, enquanto em outro aspecto, a DNAse é
administrada. Em outro aspecto, o agente nao € uma proteina HMGBI1,
fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos. Em um aspecto
adicional, a DNAse é administrada subsequentemente a administracao

com o agente. Em um aspecto particulado, a DNAse é Pulmozyme.

[0198] Em um aspecto dos métodos acima, o agente que interfere na
conversao de B-DNA em Z-DNA no biofilme ou seu ambiente local que,
em um aspecto, € administrado na auséncia de uma DNAse, enquanto
em outro aspecto, a DNAse é administrada. Em um aspecto adicional, a
DNAse é administrada subsequentemente a administracao com o agente.
Em um aspecto particulado, a DNAse é Pulmozyme. Exemplos de tais
incluem um anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou derivado do mesmo.
Em um aspecto adicional, o agente compreende um agente do grupo de:
riboflavina, brometo de etidio, bis(metidio)espermina, (Dervan et al.
(1978) 100(6):1968-1970) daunorrubicina, TMPyP4, um benzo
quaternario alcaloide[c|fenantridina, (Rajecky et al. (2015); Le et al. (2004)
69(8):2768-2772) quinacrina, 9-amino acridina ou um derivado do
mesmo (todos os agentes deste aspecto adicional estdao comercialmente
disponiveis na Millipore Sigma, a menos que indicado de outra forma). O

agente nao € uma proteina HGMB1 ou um fragmento do mesmo.

[0199] Além disso, sao fornecidos métodos pra tratar um biofilme em um
paciente que sofre de lupus eritematoso sistémico (SLE) e/ou fibrose
cistica (CF), compreendendo administrar uma quantidade eficaz de um
agente que interfere na conversao de B-DNA em Z- DNA no biofilme ou
em seu ambiente local que, em um aspecto, € administrado na auséncia
de uma DNAse, enquanto em outro aspecto, a DNAse é administrada. Em
um aspecto adicional, a DNAse € administrada subsequentemente a
administracao com o agente. Em um aspecto particulado, a DNAse ¢é

Pulmozyme. Exemplos de tais incluem um anticorpo anti-B-DNA ou
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fragmento ou derivado do mesmo. Em um aspecto adicional, o agente
compreende um agente do grupo de: riboflavina, brometo de etidio,
bis(metidio)espermina, daunorrubicina, @TMPyP4, um  alcaloide
benzo|c]fenantridina quaternario, quinacrina, 9-amino acridina ou um
derivado dos mesmos. Em um aspecto, o método € realizado na auséncia
de uma DNAse e, em um aspecto, o tratamento de CF € realizado na
auséncia de uma DNAse. O agente nao € uma proteina HGMB1 ou um

fragmento do mesmo.

[0200] Em outro aspecto, sdo fornecidos aqui métodos para tratar uma
infeccao que produz biofilme incidente a administracdo de uma
quimioterapia a base de platina em um paciente recebendo ou tendo
recebido a quimioterapia, o método compreendendo administrar uma

quantidade eficaz de um agente que interfere na conversao de B-DNA a

(e

Z-DNA no biofilme ou em seu ambiente local que, em um aspecto,
administrado na auséncia de uma DNAse, enquanto em outro aspecto, a
DNAse ¢ administrada. Em wum aspecto adicional, a DNAse ¢
administrada subsequentemente a administracdo com o agente. Em um
aspecto particulado, a DNAse € Pulmozyme. Exemplos de tais incluem
um anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou derivado do mesmo. Em um
aspecto adicional, o agente compreende um agente do grupo de:
riboflavina, brometo de etidio, bis(metidio)espermina, daunorrubicina,
TMPyP4, um alcaloide benzo|c]fenantridina quaternario, quinacrina, 9-
amino acridina ou um derivado dos mesmos. O agente nao € uma

proteina HGMB1 ou um fragmento do mesmo.

[0201] Os métodos mencionados acima podem compreender ainda
contatar o biofilme (quando in vitro) ou a administracao ao sujeito de uma
quantidade eficaz de um agente que interfere na ligacdo do eDNA a uma
proteina de ligacao ao DNA e/ou um agente antibacteriano que em um
aspecto, € administrado na auséncia de uma DNAse, enquanto em outro

aspecto, a DNAse € administrada. Em outro aspecto, o agente nao € uma
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proteina HMGBI1, fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos.
Em um aspecto adicional, a DNAse € administrada subsequentemente a
administracdo com o agente. Em um aspecto particulado, a DNAse é
Pulmozyme. Em uma modalidade, o agente que interfere na ligacdo do
eDNA a uma proteina de ligacao ao DNA tem uma carga liquida positiva.
Em uma modalidade, o agente que interfere na ligacao do eDNA a uma
proteina de ligacdo ao DNA tem uma carga liquida negativa. Em uma
modalidade, o agente que interfere na ligacdo do eDNA a uma proteina de

ligacao ao DNA tem uma carga liquida neutra.

[0202] Quando praticados in vitro, os métodos sao Uteis para rastrear ou
confirmar agentes com a mesma capacidade, semelhante ou oposta aos
polipeptideos, polinucleotideos, anticorpos, células hospedeiras,
pequenas moléculas e composicoes aqui divulgadas. Alternativamente,
eles podem ser usados para identificar qual agente € mais adequado para
tratar uma infeccao microbiana ou se o tratamento foi eficaz. Por
exemplo, pode-se pesquisar novos agentes ou terapias de combinacao
tendo duas amostras contendo, por exemplo, o polipeptideo DNABII e
DNA microbiano e o agente a ser testado. A segunda amostra contém o
polipeptideo DNABII e o DNA microbiano e um agente conhecido como
ativo, por exemplo, um anticorpo anti-IHF ou uma pequena molécula
para servir como controle positivo. Em um aspecto adicional, varias
amostras sao fornecidas e os agentes sao adicionados ao sistema em
diluicoes crescentes para determinar a dose ideal que provavelmente
seria eficaz no tratamento de um sujeito no ambiente clinico. Como é
evidente para os versados na técnica, um controle negativo contendo o
polipeptideo DNABII e o DNA microbiano pode ser fornecido. Em um
aspecto adicional, o polipeptideo DNABII e o DNA microbiano sao
marcados de forma detectavel, por exemplo, com moléculas
luminescentes que emitirdo um sinal quando colocadas em contato
proximo uma com a outra. As amostras sao contidas em condicoes

semelhantes por um periodo de tempo eficaz para o agente inibir,
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competir ou titular a interacdo entre o polipeptideo DNABII e o DNA
microbiano e, em seguida, a amostra é testada quanto a emissao de sinal
das moléculas luminescentes. Se a amostra emitir um sinal, o agente nao

€ eficaz para inibir a ligacao.

[0203] Em outro aspecto, o método in vitro € praticado em um sistema de
lamina de camara miniaturizada, em que o isolado microbiano (como
uma bactéria) causando uma infeccao pode ser isolado do
humano/animal e entdo cultivado para permitir que cres¢ca como um
biofilme in vitro. O agente (como o anticorpo anti-DNABII ou IHF) ou um
teste ou agente potencial é adicionado sozinho ou em combinacdo com
outro agente a cultura com ou sem diluicoes crescentes do agente
potencial ou agente, como um anti-DNABII ou IHF ( ou outro anticorpo,
molécula pequena, agente, etc.) para encontrar a dose ideal que
provavelmente seria eficaz no tratamento daquele paciente quando
distribuido ao sujeito onde a infeccao existiu. Como € evidente para os
versados na técnica, um controle positivo e negativo podem ser realizados

simultaneamente.

[0204] Em um aspecto adicional, o meétodo € praticado em uma
plataforma de alto rendimento com o agente (tal como anticorpo anti-
DNABII ou IHF) e/ou agente potencial (sozinho ou em combinacao com
outro agente) em uma célula de fluxo. O agente (como o anticorpo anti-
DNABII ou IHF) ou biofilme de agente potencial € adicionado sozinho ou
em combinacdo com outro agente a cultura com ou sem diluicoes
crescentes do agente potencial ou agente, como um anti-DNABII ou IHF
( ou outro anticorpo, molécula pequena, agente, etc.) para encontrar a
dose ideal que provavelmente seria eficaz no tratamento daquele paciente
quando distribuido ao sujeito onde a infeccao existiu. Isolados de biofilme
sao sonicados para separar bactérias de biofilme do polipeptideo DNABII,
como IHF ligado ao DNA microbiano. Os complexos polipeptideo DNABII-

DNA sao isolados em virtude do anticorpo anti-DNABII ou IHF na
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plataforma. O DNA microbiano € entao liberado com, por exemplo, uma
lavagem com sal e usado para identificar as bactérias do biofilme
adicionadas. O DNA liberado é entdo identificado, por exemplo, por
sequenciamento de PCR. Se o DNA nao for liberado, o(s) agente(s)
executou(aram) ou se ligo(aram) ao DNA microbiano com sucesso. Se o
DNA for encontrado na amostra, o agente nao interferiu com a ligacao do
polipeptideo DNABII ao DNA microbiano. Como ¢é evidente para os
versados na técnica, um controle positivo e/ou negativo podem ser

realizados simultaneamente.

[0205] Os métodos acima também podem ser usados como um teste de
diagnostico, uma vez que € possivel que uma determinada espécie
bacteriana responda melhor a reversao de seu biofilme por um agente
mais do que outro, este sistema de ensaio de alto rendimento rapido pode
permitir que um versado na técnica ensaie um painel de possiveis agentes

anti-DNABII ou semelhantes a IHF para identificar os mais eficazes do

grupo.

[0206] A vantagem desses métodos € que a maioria dos laboratorios de
microbiologia clinica em hospitais ja estdo equipados para realizar esses
tipos de ensaios (ou seja, determinacao de MIC, valores de MBC) usando
bactérias que estdo crescendo em cultura liquida (ou planctonicamente).
Como € evidente para os versados na técnica, as bactérias geralmente
nao crescem de forma planctonica quando estao causando doencas. Em
vez disso, eles estao crescendo como um biofilme estavel e esses biofilmes
sao significativamente mais resistentes ao tratamento com antibiéticos,
anticorpos ou outras terapéuticas. Esta resisténcia € a razao pela qual a
maioria dos valores de MIC/MBC falham em prever com precisdo a
eficacia in vivo. Assim, ao determinar qual “dose” de agente poderia
reverter um biofilme bacteriano in vitro (conforme descrito acima), o
ensaio pré-clinico dos candidatos seria um preditor mais confiavel da

eficacia clinica, mesmo como uma aplicacao de medicina personalizada.
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[0207] Além do ambiente clinico, os métodos podem ser usados para
identificar o microbio que causa a infeccdo e/ou confirmar agentes
eficazes em um ambiente industrial. Assim, os agentes podem ser usados

para tratar, inibir ou titular um biofilme em um ambiente industrial.

[0208] Em um aspecto adicional dos métodos acima, um antibiotico ou
antimicrobiano conhecido por inibir o crescimento da infeccao subjacente
€ adicionado sequencialmente ou simultaneamente, para determinar se
a infeccao pode ser inibida. Também € possivel adicionar o agente ao DNA
microbiano ou polipeptideo DNABII antes de adicionar o complexo

ausente para o ensaio de inibicao do biofilme.

[0209] Quando praticado in vivo em animais ndo humanos, como uma
chinchila, o método fornece uma triagem pré-clinica para identificar
agentes que podem ser usados sozinhos ou em combinacdo com outros

agentes para romper biofilmes.

[0210] Em outro aspecto, € fornecido aqui um método de inibir, prevenir
ou romper um biofilme em um sujeito, administrando ao sujeito uma
quantidade eficaz de um agente, inibindo, prevenindo ou rompendo o
biofilme microbiano. Exemplos nao limitativos de tais sujeitos incluem

mamiferos, por exemplo, animais de estimacao e pacientes humanos.

[0211] Os agentes e composicoes aqui divulgados podem ser
administrados concomitantemente ou sequencialmente com outros
agentes antimicrobianos e/ou antigenos de superficie. Em um aspecto
particular, a administracao € localmente no local da infeccao por injecao
direta ou por inalacao, por exemplo. Outros exemplos nao limitativos de
administracdo incluem wum ou mais métodos compreendendo
transdermicamente, uretralmente, sublingualmente, retalmente,
vaginalmente, ocularmente, subcutaneo, intramuscularmente,

intraperitonealmente, intranasalmente, por inalacao ou oralmente.
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[0212] InfeccOes microbianas e doencas que podem ser tratadas pelos
métodos aqui divulgados incluem infeccao pelos
organismos Streptococcus agalactiae, Neisseria meningitidis, Treponemes,
denticola, pallidum, Burkholderia cepaciaou Burkholderia pseudomallei.
Em um aspecto, a infeccao microbiana € uma ou mais de Haemophilus
influenzae (nao tipavel), Moraxella catarrhalis, Streptococcus pneumoniae,
Streptococcus pyogenes, Pseudomonas aeruginosa, Mycobacterium
tuberculosis. Essas infeccoes microbianas podem estar presentes nas vias
aéreas superiores, médias e inferiores (otite, sinusite, bronquite, mas
também exacerbacoes de doenca pulmonar obstrutiva cronica (COPD),
tosse cronica, complicacoes e/ou causa primaria de fibrose cistica (CF) e
pneumonia adquirida na comunidade (CAP). Assim, praticando os
meétodos in vivo aqui divulgados, essas doencas e complicacoes dessas

infeccoes também podem ser prevenidas ou tratadas.

[0213] As infeccoes também podem ocorrer na cavidade oral (cdrie,
periodontite) e causadas por Streptococcus mutans, Porphyromonas
gingivalis, Aggregatibacter actinomvctemcomitans. As infeccoes também
podem ser localizadas na pele (abscessos, infec¢oes por ‘staph’, impetigo,
infeccao secundaria de queimaduras, doenca de Lyme) e causadas
por Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis, Pseudomonas
aeruginosa e Borrelia burdorferi. As infeccoes do trato urinario (UTI)
também podem ser tratadas e sado normalmente causadas
por Escherichia coli. As infec¢cdes do trato gastrointestinal (GI) (diarreia,
colera, calculos biliares, ulceras gastricas) sdo normalmente causadas
por Salmonella enterica sorovar, Vibrio cholerae e Helicobacter pylori. As
infeccoes do trato genital incluem e sao normalmente causadas
por Neisseria gonorrhoeae. As infeccoes podem ser da bexiga ou de um
dispositivo interno causadas por Enterococcus faecalis. Infeccoes
associadas a dispositivos protéticos implantados, como proteses
artificiais de quadril ou joelho, ou implantes dentarios, ou dispositivos

médicos, como bombas, cateteres, stents ou sistemas de monitoramento,
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normalmente causadas por uma variedade de bactérias, podem ser
tratadas pelos métodos aqui divulgados. Esses dispositivos podem ser
revestidos ou conjugados a um agente conforme descrito neste
documento. Assim, praticando os métodos in vivo aqui divulgados, essas
doencas e complicacoes dessas infeccoes também podem ser prevenidas

ou tratadas.

[0214] As infeccoes causadas por Streptococcus agalactiae também
podem ser tratadas pelos métodos aqui divulgados e € a principal causa
de septicemia bacteriana em recém-nascidos. As infeccoes causadas
por Neisseria meningitidis, que podem causar meningite, também podem

ser tratadas.

[0215] Assim, as vias de administracao aplicaveis aos meétodos aqui
divulgados incluem intranasal, intramuscular, uretral, intratraqueal,
subcutanea, intradérmica, transdérmica, aplicacao tépica, intravenosa,
retal, nasal, oral, inalacdo e outras vias de administracdao enteral e
parenteral. As vias de administracao podem ser combinadas, se desejado,
ou ajustadas dependendo do agente e/ou do efeito desejado. Um agente
ativo pode ser administrado em dose Unica ou em doses multiplas. As
modalidades desses métodos e rotas adequadas para distribuicao
incluem rotas sistémicas ou localizadas. Em geral, as vias de
administracdo adequadas para os métodos aqui divulgados incluem, mas

sem limitacao, injecao direta, via enteral, parenteral ou inalatoria.

[0216] As vias parenterais de administracdo além da administracao por
inalacao incluem, mas sem limitacdo, via topica, transdérmica,
subcutanea, intramuscular, intraorbital, intracapsular, intraespinhal,
intraesternal e intravenosa, ou seja, qualquer via de administracao que
nao seja através do canal alimentar. A administracao parenteral pode ser
conduzida para efetuar a distribuicao sistémica ou local do agente
inibidor. Quando a distribuicdo sistémica € desejada, a administracao

envolve tipicamente a administracdo topica ou mucosa invasiva ou
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absorvida sistemicamente de preparacoes farmacéuticas.

[0217] Os agentes divulgados neste documento também podem ser
distribuidos ao sujeito por administracao enteral. As vias de
administracao enteral incluem, mas sem limitacdo, administracao oral e

retal (por exemplo, usando um supositorio).

[0218] Os métodos de administracao do ativo através da pele ou mucosa
incluem, mas sem limitacdo, aplicacao topica de uma preparacao
farmacéutica adequada, transmissdo transcutanea, transmissao
transdérmica, injecdo e administracdo epidérmica. Para transmissao
transdérmica, promotores de absorcdo ou iontoforese sdo métodos
adequados. A transmissao iontoforética pode ser realizada usando
“emplastros” disponiveis comercialmente que distribuem seu produto
continuamente por meio de pulsos elétricos através da pele intacta por

periodos de varios dias ou mais.

[0219] Em varias modalidades dos métodos aqui divulgados, o agente &
administrado por inalacao, injecao ou por via oral em uma base continua,
diaria, pelo menos uma vez por dia (QD), e em varias modalidades dois
(BID), trés (TID), ou mesmo quatro vezes ao dia. Normalmente, a dose
diaria terapeuticamente eficaz pode ser pelo menos cerca de 1 mg, ou
pelo menos cerca de 10 mg, ou pelo menos cerca de 100 mg, ou cerca de
200 a cerca de 500 mg, e as vezes, dependendo do composto, até tanto

quanto cerca de 1 g a cerca de 2,5 g.

[0220] A dosagem pode ser realizada de acordo com os métodos
divulgados neste documento usando capsulas, comprimidos, suspensao
oral, suspensao para injecao intramuscular, suspensao para infusao
intravenosa, get ou creme para aplicacdo topica ou suspensao para

injecao intra-articular.

[0221] A dosagem, toxicidade e eficacia terapéutica das composicoes aqui
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descritas podem ser determinadas por procedimentos farmacéuticos
padrao em culturas de células ou animais experimentais, por exemplo,
para determinar o LD50 (a dose letal para 50% da populacao) e o ED50
(a dose terapeuticamente eficaz em 50% da populacdo). A razao de dose
entre efeitos toxicos e terapéuticos € o indice terapéutico e pode ser
expressa como a razao LDSO/EDSO. Em certas modalidades, as
composicoes exibem altos indices terapéuticos. Enquanto compostos que
apresentam efeitos colaterais toxicos podem ser usados, deve-se tomar
cuidado para projetar um sistema de distribuicao que almeje tais
compostos ao local do tecido afetado a fim de minimizar possiveis danos

as células nao infectadas e, assim, reduzir os efeitos colaterais.

[0222] Os dados obtidos de ensaios da cultura de células e estudos em
animais podem ser utilizados na formulacdo de uma faixa de dosagem
para uso em humanos. A dosagem de tais compostos encontra-se (em
certas modalidades, dentro de uma faixa de concentracdes circulantes
que incluem a ED50 com pouca ou nenhuma toxicidade. A dosagem pode
variar dentro desta faixa dependendo da forma de dosagem empregada e
a via de administracao utilizada. Para qualquer composto utilizado no
método, a dose terapeuticamente eficaz pode ser estimada inicialmente a
partir de ensaios de cultura de células. Uma dose pode ser formulada em
modelos animais para atingir uma faixa de concentracdo no plasma
circulante que inclua a IC50 (isto €, a concentracao do composto de teste
que atinge uma inibicao meio-maxima) conforme determinado em cultura
de células. Tal informacao pode ser usada para determinar com maior
precisao as doses uteis em seres humanos. Os niveis no plasma podem

ser medidos, por exemplo, por cromatografia liquida de alto desempenho.

[0223] Em algumas modalidades, uma quantidade eficaz de uma
composicao suficiente para atingir um efeito terapéutico ou profilatico
varia de cerca de 0,000001 mg por quilograma de peso corporal por

administracao a cerca de 10.000 mg por quilograma de peso corporal por
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administracdo. Adequadamente, os intervalos de dosagem sao de cerca
de 0,0001 mg por quilograma de peso corporal por administracdo a cerca
de 100 mg por quilograma de peso corporal por administracao. A
administracdo pode ser fornecida como uma dose inicial, seguida por
uma ou mais doses de “reforco”. As doses de reforco podem ser fornecidas
um dia, dois dias, trés dias, uma semana, duas semanas, trés semanas,
um, dois, trés, seis ou doze meses apos uma dose inicial. Em algumas
modalidades, uma dose de reforco € administrada apoés uma avaliacao da

resposta do sujeito as administracoes anteriores.

0224Versados entenderdo que certos fatores podem influenciar a
dosagem e o tempo necessarios para tratar um individuo de forma eficaz,
incluindo mas nao limitado a, gravidade da doenca ou disturbio,
tratamentos anteriores, estado geral de satide e/ou idade do individuo e
outras doencas presentes. Além disso, o tratamento de um sujeito com
uma quantidade terapeuticamente eficaz das composicoes terapéuticas
aqui descritas pode incluir um Unico tratamento ou uma série de

tratamentos.
Anticorpos e Derivados dos mesmos

[0225] Esta divulgacao também fornece um anticorpo que se liga e/ou
reconhece e se liga especificamente a um DNA B para uso nos métodos
aqui divulgados. O anticorpo pode ser qualquer um dos varios anticorpos
aqui descritos, nao limitativos, exemplos de tais incluem um anticorpo
policlonal, um anticorpo monoclonal, um anticorpo quimérico, um
anticorpo humano, um anticorpo estratificado, um diacorpo, um
anticorpo humanizado, um derivado de anticorpo, um anticorpo
humanizado recombinante, ou um derivado ou fragmento de cada um
dos mesmos. Em wum aspecto, o fragmento compreende ou
alternativamente consiste essencialmente ou ainda consiste na CDR do
anticorpo. Em um aspecto, o anticorpo € marcado de forma detectavel ou

compreende ainda um marcador detectavel conjugado a ele. Também é
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fornecida uma linhagem celular de hibridoma que produz um anticorpo
monoclonal aqui divulgado. As composicoes compreendendo ou,
alternativamente, consistindo essencialmente em ou ainda mais,
consistindo em uma ou mais das modalidades acima sao fornecidas
adicionalmente neste documento. Além disso, sao fornecidos
polinucleotideos que codificam a sequéncia de aminoacidos dos
anticorpos e fragmentos, bem como métodos para produzir de forma
recombinante ou sintetizar quimicamente os polipeptideos de anticorpos
e fragmentos dos mesmos. Os polipeptideos de anticorpo podem ser
produzidos em uma célula eucariotica ou procariotica, ou por outros

métodos conhecidos na técnica e aqui descritos.

[0226] As variacoes desta metodologia incluem modificacdo de
adjuvantes, rotas e local de administracao, volumes de injecao por local
e o numero de locais por animal para producdo ideal e tratamento
humano do animal. Por exemplo, os adjuvantes normalmente sdo usados
para melhorar ou intensificar uma resposta imune aos antigenos. A
maioria dos adjuvantes fornece um depodsito de antigeno no local da
injecao, que permite a liberacao de antigeno em drenagem dos linfonodos.
Outros adjuvantes incluem tensoativos que promovem a concentracao de
moléculas de antigeno de proteina em uma grande area de superficie e
moléculas imunoestimulatorias. Exemplos nao limitativos de adjuvantes
para geracdo de anticorpos policlonais incluem adjuvantes de Freund,
sistema de adjuvante Ribi e Titermax. Os anticorpos policlonais podem
ser gerados usando métodos conhecidos na técnica, alguns dos quais sao
descritos na Pat. U.S. 7.279.559; 7.119.179; 7.060.800; 6.709.659;
6.656.746; 6.322.788; 5.686.073; € 5.670.153.

[0227] Os anticorpos monoclonais podem ser gerados usando técnicas
convencionais de hibridoma conhecidas na técnica e bem descritas na
literatura. Por exemplo, um hibridoma é produzido pela fusdo de uma

linhagem celular imortal adequada (por exemplo, uma linhagem celular
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de mieloma, tal como, mas nao limitada a, Sp2/0, Sp2/0-AG14, NSO,
NS1, NS2, AE-1, L.5, P3X63Ag8,653, Sp2 SA3, Sp2 MAI, Sp2 SS1, Sp2
SAS, U397, MIA 144, ACT IV, MOLT4, DA-1, JURKAT, WEHI, K-562,
COS, RAJI, NIH 313, HL-60, MLA 144, NAMAIWA, NEURO 2A, CHO,
PerC.6, YB2/0) ou semelhantes, ou heteromielomas, produtos de fusao
dos mesmos, ou qualquer célula ou célula de fusao derivada da mesma,
ou qualquer outra linhagem celular adequada, conforme conhecido na
técnica (ver, aqueles nos seguintes enderecos da web, por exemplo,
atcc.org, lifetech.com, acessado pela ultima vez em 26 de novembro de
2007), com ceélulas produtoras de anticorpos, tais como, mas sem
limitacao, baco isolado ou clonado, sangue periférico, linfa, amigdala ou
outra célula imune ou células B contendo células, ou quaisquer outras
células que expressam constante ou variavel da cadeia pesada ou leve ou
sequéncias de estrutura ou CDR, seja como acido nucleico endégeno ou
heter6logo, como recombinante ou endogeno, viral, bacteriana, algal,
procariotica, anfibio, inseto, reptiliano, peixe, mamifero, roedor, equino,
ovino, cabra, ovelha, primata, eucariotico, DNA gendémico, cDNA, rDNA,
DNA ou RNA mitocondrial, DNA ou RNA do cloroplasto, hnRNA, mRNA,
tRNA, fita simples, dupla ou tripla, hibridada e semelhantes ou qualquer
combinacdo dos mesmos. As células produtoras de anticorpos também
podem ser obtidas a partir do sangue periférico ou, em modalidades
particulares, do baco ou noédulos linfaticos de humanos ou outros
animais adequados que foram imunizados com o antigeno de interesse e,
em seguida, rastreados para a atividade de interesse. Qualquer outra
célula hospedeira adequada também pode ser usada para expressar acido
nucleico heterdlogo ou endogeno que codifica um anticorpo, fragmento
especificado ou variante do mesmo, da presente divulgacao. As células
fundidas (hibridomas) ou células recombinantes podem ser isoladas
usando condicoes de cultura seletivas ou outros métodos conhecidos
adequados e clonadas por diluicao limitativa ou selecao de células ou

outros métodos conhecidos.
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[0228] Outros métodos adequados de producao ou isolamento de
anticorpos com a especificidade necessaria podem ser usados, incluindo,
mas sem limitacdo, métodos que selecionam o anticorpo recombinante
de uma biblioteca de peptideo ou proteina (por exemplo, mas nao limitado
a, um bacteriofago, ribossomo, oligonucleotideo, cDNA, ou semelhante,
biblioteca de exibicao; por exemplo, como disponivel em varios
fornecedores comerciais, tais como MorphoSys (Martinsreid/Planegg,
Del.), Biolnvent (Lund, Suécia), Affitech (Oslo, Noruega) usando métodos
conhecidos na técnica. Métodos conhecidos na técnica sao descritos na
literatura de patentes, alguns dos quais incluem Pat. U.S. 4.704.692;
5.723.323; 5.763.192; 5.814.476; 5.817.483; 5.824.514; e 5.976.862.
Métodos alternativos dependem da imunizacao de animais transgénicos
(por exemplo, camundongos SCID, Nguyen et al. (1977) Microbiol.
Immunol. 41:901-907 (1997); Sandhu et al. (1996) Crit, Rev. Biotechnol.
16:95-118; Eren et al. (1998) Mumma 93:154-161 que sao capazes de
produzir um repertoério de anticorpos humanos, como conhecido na
técnica e/ou como aqui descrito. Tais técnicas incluem, mas sem
limitacao, exibicdo de ribossomo Wanes et al. (1997) Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 94:4937-4942; Hanes et al. (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
95:14130-14135); tecnologias de producao de anticorpos de célula tinica
(por exemplo, método de anticorpo de linfécitos selecionados (“SLAM”)
(Pat. U.S. 5.627.052; Wen et al. (1987) J. Immunol 17:887-892; Babcook
et al. (1996) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 93:7843-7848); microgoticulas de
gel e citometria de fluxo (Powell et al. (1990) Biotechnol. 8:333-337; One
Cell Systems, (Cambridge, Mass.); Gray et al. (1995) J. Imm. Meth.
182:155-163; and Kenny et al. (1995) Bio. Technol. 13:787-790); selecao
de células B (Steenbakkers et al. (1994) Molec. Biol. Reports 19:125-134).

[0229] Derivados de anticorpos da presente divulgacdao também podem
ser preparados pela distribuicdao de um polinucleotideo que codifica um
anticorpo divulgado neste documento a um hospedeiro adequado, de

modo a fornecer animais transgénicos ou mamiferos, como cabras, vacas,
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cavalos, ovelhas e semelhantes, que produzem tais anticorpos em seu
leite. Estes métodos sao conhecidos na técnica e sao descritos, por
exemplo, nas Pat. U.S. 5.827.690; 5.849.992; 4.873.316; 5.849.992;
5.994.616; 5.565.362; e 5.304.489.

[0230] O termo “derivado de anticorpo” inclui modificacao pos-traducao
para a sequéncia polipeptidica linear do anticorpo ou fragmento. Por
exemplo, Pat. U.S. 6.602.684 B1 descreve um método para a geracao de
formas modificadas de glicol de anticorpos, incluindo moléculas de
anticorpos inteiros, fragmentos de anticorpos ou proteinas de fusao que
incluem uma regido equivalente a regidao Fc de uma imunoglobulina,
tendo toxicidade celular mediada por Fe aumentada, e glicoproteinas

assim geradas.

[0231] Os anticorpos divulgados neste documento também incluem
derivados que sao modificados pela ligacao covalente de qualquer tipo de
molécula ao anticorpo de modo que a ligacao covalente nao impeca o
anticorpo de gerar uma resposta anti-idiotipica. Derivados de anticorpos
incluem, mas sem limitacdo, anticorpos que foram modificados por
glicosilacao, acetilacao, peguilacao, fosforilacao, amidacao, derivatizacao
por grupos de protecao/bloqueio conhecidos, clivagem proteolitica,
ligacdo a um ligando celular ou outra proteina, etc. Além disso, os

derivados podem conter um ou mais aminoacidos nao classicos.

[0232] Derivados de anticorpos também podem ser preparados através
da distribuicdo de um polinucleotideo divulgado neste documento para
fornecer plantas transgénicas e células vegetais cultivadas (por exemplo,
mas sem limitacao tabaco, milho e lentilha d’agua) que produzem tais
anticorpos, partes especificas ou variantes nas partes da planta ou em
células cultivadas a partir das mesmas. Por exemplo, Cramer et al. (1999)
Curr. Top. Microbol. Immunol. 240:95-118 e referéncias ai citadas,
descrevem a producao de folhas de tabaco transgénicas que expressam

grandes quantidades de proteinas recombinantes, por exemplo, usando
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um promotor induzivel. O milho transgénico tem sido usado para
expressar proteinas de mamiferos em niveis de producao comercial, com
atividades biologicas equivalentes aquelas produzidas em outros
sistemas recombinantes ou purificadas de fontes naturais. Ver, por
exemplo, Hood et al. (1999) Adv. Exp. Med. Biol. 464:127-147 e
referéncias ai citadas. Os derivados de anticorpos também foram
produzidos em grandes quantidades a partir de sementes de plantas
transgénicas, incluindo fragmentos de anticorpos, como anticorpos de
cadeia unica (scFvs), incluindo sementes de tabaco e tubérculos de
batata. Ver, por exemplo, Conrad et al. (1998) Plant Mol. Biol. 38:101-
109 e referéncias ai citadas. Assim, os anticorpos também podem ser
produzidos usando plantas transgénicas, de acordo com métodos

conhecidos.

[0233] Derivados de anticorpos também podem ser produzidos, por
exemplo, adicionando sequéncias exogenas para modificar a
imunogenicidade ou reduzir, aumentar ou modificar a ligacao, afinidade,
taxa de ativacdo, taxa de desativacao, avidez, especificidade, meia-vida
ou qualquer outra caracteristica adequada. Geralmente, parte ou todas
as sequéncias CDR ndo humanas ou humanas sdo mantidas enquanto
as sequéncias nao humanas das regidoes variaveis e constantes sao
substituidas por aminoacidos humanos ou outros ou regioes variaveis ou

constantes de outros isotipos.

[0234] Em geral, os residuos de CDR estao direta e substancialmente
envolvidos na influéncia da ligacdo ao antigeno. A humanizacdo ou
engenharia de anticorpos pode ser realizada usando qualquer método
conhecido, tal como, mas nao limitado a, aqueles descritos nas Pat. U.S.
5.723.323; 5.976.862; 5.824.514; 5.817.483; 5.814.476; 5.763.192;
5.723.323; 5.766.886; 5.714.352; 6.204.023; 6.180.370; 5.693.762;
5.530.101; 5.585.089; 5.225.539; € 4.816.567.

[0235] Os anticorpos quimeéricos, humanizados ou primatizados da

Peti¢&o 870200160890, de 23/12/2020, pag. 353/508



123/230

presente divulgacao podem ser preparados com base na sequéncia de um
anticorpo monoclonal de referéncia preparado usando técnicas de
biologia molecular padrdao. O DNA que codifica as imunoglobulinas de
cadeia pesada e leve pode ser obtido a partir do hibridoma de interesse e
projetado para conter sequéncias de imunoglobulina nao de referéncia
(por exemplo, humana) usando técnicas de biologia molecular padrao.
Por exemplo, para criar um anticorpo quimérico, as regides variaveis
murinas podem ser ligadas a regides constantes humanas usando
métodos conhecidos na técnica (Pat. U.S. 4.816.567). Para criar um
anticorpo humanizado, as regioes CDR murinas podem ser inseridas em
uma estrutura humana usando métodos conhecidos na técnica (Pat. U.S.
5.225.539 e Pat. U.S. 5.530.101; 5.585.089; 5.693.762; e 6.180.370). Da
mesma forma, para criar um anticorpo primatizado, as regides CDR
murinas podem ser inseridas em uma estrutura de primata usando

meétodos conhecidos na técnica (WO 93/02108 e WO 99/55369).

[0236] As técnicas para produzir anticorpos parcialmente ou totalmente
humanos sao conhecidas na técnica e qualquer uma dessas técnicas
pode ser usada. De acordo com uma modalidade, sequéncias de
anticorpos totalmente humanos sao feitas em um camundongo
transgénico que foi projetado para expressar genes de anticorpos da
cadeia pesada e leve humana. Tém sido feitas varias cepas desses
camundongos transgénicos que podem produzir diferentes classes de
anticorpos. As células B de camundongos transgénicos que estao
produzindo um anticorpo desejavel podem ser fundidas para fazer
linhagens de células de hibridoma para a producao continua do anticorpo
desejado. (Veja, por exemplo, Russel et al. (2000) Infection and Immunity
April 2000:1820-1826; Gallo et al. (2000) European J. of Immun. 30:534-
540; Green (1999) J. of Immun. Methods 231:11-23; Yang et al. (1999A)
J. of Leukocyte Biology 66:401-410; Yang (1999B) Cancer Research
59(6):1236-1243; Jakobovits (1998) Advanced Drug Reviews 31:33-42;
Green and Jakobovits (1998) J. Exp. Med. 188(3):483-495; Jakobovits
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(1998) Exp. Opin. Invest. Drugs 7(4):607-614; Tsuda et al. (1997)
Genomics 42:413-421; Sherman-Gold (1997) Genetic Engineering News
17(14); Mendez et al. (1997) Nature Genetics 15:146-156; Jakobovits
(1996) Weir’'s Handbook of Experimental Immunology, The Integrated
Immune System Vol. IV, 194.1-194.7; Jakobovits (1995) Current Opinion
in Biotechnology 6:561-566; Mendez et al. (1995) Genomics 26:294-307;
Jakobovits (1994) Current Biology 4(8):761-763; Arbones et al. (1994)
Immunity 1(4):247-260; Jakobovits (1993) Nature 362(6417):255-258;
Jakobovits et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90(6):2551-2555; e Pat.
U.S. 6.075.181.)

[0237] Os anticorpos aqui divulgados também podem ser modificados
para criar anticorpos quimeéricos. Os anticorpos quiméricos sao aqueles
em que os varios dominios das cadeias pesada e leve dos anticorpos sao
codificados por DNA de mais de uma espécie. Ver, por exemplo Pat. U.S.

4.816.567.

[0238] Alternativamente, os anticorpos aqui divulgados também podem
ser modificados para criar anticorpos estratificados. Anticorpos
estratificados sdo aqueles em que os residuos de aminoacidos externos
do anticorpo de uma espécie sao judiciosamente substituidos ou
“estratificados” pelos de uma segunda espécie, de modo que os anticorpos
da primeira espécie nao sejam imunogénicos na segunda espécie,
reduzindo assim a imunogenicidade do anticorpo. Uma vez que a
antigenicidade de uma proteina € principalmente dependente da
natureza de sua superficie, a imunogenicidade de um anticorpo pode ser
reduzida substituindo os residuos expostos que diferem daqueles
normalmente encontrados em anticorpos de outras espécies de
mamiferos. Esta substituicao criteriosa dos residuos externos deve ter
pouco ou nenhum efeito nos dominios internos ou nos contatos
interdominios. Assim, as propriedades de ligacao do ligando nao devem

ser afetadas como consequéncia de alteracdées que sao limitadas aos
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residuos de estrutura da regido variavel. O processo € referido como
3 b g ~ ”» >
estratificacdo”, uma vez que apenas a superficie externa ou pele do

anticorpo € alterada, os residuos de suporte permanecem inalterados.

[0239] O procedimento para “estratificacao” faz uso dos dados de
sequéncia disponiveis para dominios variaveis de anticorpos humanos
compilados por Kabat et al (1987) Sequences of Proteins of
Immunological interest, 4th ed., Bethesda, Md., National Institutes of
Health, atualizacoes para esta base de dados e outras bases de dados
acessiveis dos Estados Unidos e estrangeiras (ambos acidos nucleicos e
proteinas). Exemplos nao limitativos dos métodos usados para gerar
anticorpos estratificados incluem EP 519596; Pat. U.S. 6.797.492; e
descrito em Padlan et al. (1991) Mol. Immunol. 28(4-5):489-498.

[0240] O termo “derivado de anticorpo” também inclui “diacorpos” que
sao pequenos fragmentos de anticorpos com dois locais de ligacdao ao
antigeno, em que os fragmentos compreendem um dominio variavel da
cadeia pesada (VH) conectado a um dominio variavel da cadeia leve (VL)
na mesma cadeia de polipeptideo. (Ver, por exemplo, EP 404.097; WO
93/11161; e Hollinger et al. (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90:6444-
6448.) Ao usar um ligante que € muito curto para permitir o
emparelhamento entre os dois dominios na mesma cadeia, os dominios
sao forcados a emparelhar com os dominios complementares de outra
cadeia e criar dois sitios de ligacao ao antigeno. (Ver também, Pat. U.S.
6.632.926 de Chen et al., que divulga variantes de anticorpos que tém
um ou mais aminoacidos inseridos em uma regido hipervariavel do
anticorpo parental e uma afinidade de ligacao para um antigeno alvo que
€ pelo menos cerca de duas vezes mais forte do que a afinidade de ligacao

do anticorpo parental ao antigeno).

[0241] O termo “derivado de anticorpo” inclui ainda moléculas de
anticorpos engenheirados, fragmentos e dominios Unicos, como scFv,

dAbs, nanocorpos, minicorpos, Unibodies, and Affibodies & Hudson
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(2005) Nature Biotech 23(9):1126-36; Publicacao do Pedido Pat. U.S.
2006/0211088; Publicacao de Pedido Internacional PCT WO
2007/059782; Pat. U.S. 5.831.012).

[0242] O termo “derivado de anticorpo” inclui ainda “anticorpos lineares”.
O procedimento para preparar anticorpos lineares € conhecido na técnica
e descrito em Zapata et al. (1995) Protein Eng. 8(10):1057-1062.
Resumidamente, estes anticorpos compreendem um par de segmentos
Ed em tandem (Vu-Cul-VH-Cu1) que formam um par de regides de ligacao
ao antigeno. Os anticorpos lineares podem ser biespecificos ou

monoespecificos.

[0243] Os anticorpos aqui divulgados podem ser recuperados e
purificados a partir de culturas de células recombinantes por métodos
conhecidos, incluindo, mas sem limitacdo, purificacao de proteina A,
sulfato de amoénio ou precipitacdo com etanol, extracao de acido,
cromatografia de troca anidnica ou catidnica, cromatografia de
fosfocelulose, cromatografia de interacao hidrofobica, cromatografia de
afinidade, cromatografia de hidroxilapatita e cromatografia de lectina. A
cromatografia liquida de alto desempenho (“HPLC”) também pode ser

usada para purificacao.

[0244] Os anticorpos da presente divulgacdo incluem produtos
naturalmente purificados, produtos de procedimentos quimicos
sintéticos e produtos produzidos por técnicas recombinantes a partir de
um hospedeiro eucariotico, incluindo, por exemplo, levedura, planta
superior, células de inseto e de mamifero ou, alternativamente, de um
hospedeiro procariotico como descrito acima. Varios sistemas de
producao de anticorpos sao descritos em Birch & Radner (2006) Adv.

Drug Delivery Rev. 58: 671-685.

[0245] Se um anticorpo sendo testado se liga a proteina ou polipeptideo,

entdo o anticorpo sendo testado e os anticorpos fornecidos por esta
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divulgacao sao equivalentes. Também ¢é possivel determinar, sem
experimentacao indevida, se um anticorpo tem a mesma especificidade
que o anticorpo divulgado neste documento, determinando se o anticorpo
sendo testado evita que um anticorpo divulgado neste documento se ligue
a proteina ou polipeptideo com o qual o anticorpo € normalmente reativo.
Se o anticorpo sendo testado competir com o anticorpo divulgado neste
documento como mostrado por uma diminuicao na ligacao pelo anticorpo
monoclonal divulgado neste documento, entao € provavel que os dois
anticorpos se liguem ao mesmo epitopo ou a um epitopo intimamente
relacionado. Alternativamente, pode-se pré-incubar o anticorpo
divulgado neste documento com uma proteina com a qual € normalmente
reativo e determinar se o anticorpo sendo testado € inibido em sua
capacidade de se ligar ao antigeno. Se o anticorpo testado for inibido,
entdo, com toda a probabilidade, ele tera a mesma, ou uma especificidade

epitopica intimamente relacionada, que o anticorpo aqui divulgado.

[0246] O termo “anticorpo” também se destina a incluir anticorpos de
todos os isotipos e subclasses de imunoglobulina. Isotipos particulares
de um anticorpo monoclonal podem ser preparados diretamente
selecionando de uma fusédo inicial, ou preparados secundariamente, a
partir de um hibridoma parental que secreta um anticorpo monoclonal
de isotipo diferente usando a técnica de selecao de irméaos para isolar
variantes de troca de classe usando o procedimento descrito em
Steplewski et al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 82:8653 or Spira et al.
(1984) J. Immunol. Methods 74:307. Alternativamente, podem ser

utilizadas técnicas de DNA recombinante.

[0247] O isolamento de outros anticorpos monoclonais com a
especificidade dos anticorpos monoclonais aqui descritos também pode
ser realizado por um versado na técnica pela producao de anticorpos anti-
idiotipicos. Herlyn et al. (1986) Science 232:100. Um anticorpo anti-

idiotipico € um anticorpo que reconhece determinantes unicos presentes
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no anticorpo monoclonal de interesse.

[0248] Em alguns aspectos aqui divulgados, € util marcar o anticorpo de
forma detectavel ou terapéutica. Os marcadores adequados sao descritos
supra. Os meétodos para conjugar anticorpos com estes agentes sao
conhecidos na técnica. Apenas para fins de ilustracado, os anticorpos
podem ser marcados com uma parte detectavel, como um atomo
radioativo, um cromoéforo, um fluoréforo ou semelhante. Esses anticorpos
marcados podem ser usados para técnicas de diagnoéstico, in vivo ou em

uma amostra de teste isolada.

[0249] O acoplamento de anticorpos a haptenos de baixo peso molecular
pode aumentar a sensibilidade do anticorpo em um ensaio. Os haptenos
podem entao ser detectados especificamente por meio de uma segunda
reacao. Por exemplo, € comum usar haptenos como a biotina, que reage
com avidina, ou dinitrofenol, piridoxal e fluoresceina, que podem reagir
com anticorpos anti-hapteno especificos. Ver, Harlow and Lane (1988)

supra.

[0250] A regiao variavel dos anticorpos da presente divulgacao pode ser
modificada por mutacao de residuos de aminoacidos dentro das regides
VH e/ou VL CDR 1, CDR 2 e/ou CDR 3 para melhorar uma ou mais
propriedades de ligacao (por exemplo, afinidade) do anticorpo. As
mutacoes podem ser introduzidas por mutagénese dirigida ao sitio ou
mutagénese mediada por PCR e o efeito na ligacdo do anticorpo, ou outra
propriedade funcional de interesse, pode ser avaliada em ensaios in vitro
ou in viwo apropriados. Em certas modalidades, modificacoes
conservativas sao introduzidas e normalmente nao mais do que um, dois,
trés, quatro ou cinco residuos dentro de uma regiao CDR sao alterados.
As mutacoes podem ser substituicoes, adicoes ou delecoes de

aminoacidos.

[0251] Modificacoes de estrutura podem ser feitas aos anticorpos para
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diminuir a imunogenicidade, por exemplo, por “retromutacdo” de um ou
mais residuos de estrutura para a sequéncia da linhagem germinativa

correspondente.

[0252] Além disso, os anticorpos divulgados neste documento podem ser
projetados para incluir modificacoes na regiao Fc para alterar uma ou
mais propriedades funcionais do anticorpo, tais como meia-vida sérica,
fixacao de complemento, ligacdo ao receptor Fc e/ou citotoxicidade
celular dependente de antigeno. Essas modificacoes incluem, mas sem
limitacao, alteracoes do numero de residuos de cisteina na regiao de
dobradica para facilitar a montagem das cadeias leve e pesada ou para
aumentar ou diminuir a estabilidade do anticorpo (Pat. U.S. 5.677.425)
e mutacoes de aminoacidos na regiao de dobradica Fc para diminuir a

meia-vida biologica do anticorpo (Pat. U.S. 6.165.745).

[0253] Além disso, os anticorpos aqui divulgados podem ser modificados
quimicamente. A glicosilacdo de um anticorpo pode ser alterada, por
exemplo, modificando um ou mais sitios de glicosilacdo na sequéncia do
anticorpo para aumentar a afinidade do anticorpo para o antigeno (Pat.
U.S. 5.714.350 e 6.350.861). Alternativamente, para aumentar a
citotoxicidade mediada por células dependente de anticorpos, um
anticorpo hipofucosilado com quantidades reduzidas de residuos de
fucosil ou um anticorpo com estruturas GlcNac bissectantes aumentadas
pode ser obtido expressando o anticorpo em uma célula hospedeira com
mecanismo de glicosilacao alterado (Shields, R.L. et al. (2002) J. Biol.
Chem. 277:26733-26740; Umana et al. (1999) Nat. Biotech. 17:176-180).

[0254] Os anticorpos divulgados neste documento podem ser peguilados
para aumentar a meia-vida biologica pela reacao do anticorpo ou
fragmento do mesmo com polietileno glicol (PEG) ou um éster reativo ou
derivado aldeido de PEG, sob condi¢coes em que um ou mais grupos PEG
se ligam ao anticorpo ou fragmento de anticorpo. A peguilacao do

anticorpo pode ser realizada por uma reacao de acilacao ou uma reacao
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de alquilacdo com uma molécula de PEG reativa (ou um polimero soluvel
em agua reativo analogo). Como utilizado neste documento, o termo
“polietileno glicol” destina-se a abranger qualquer uma das formas de
PEG que foram utilizadas para derivatizar outras proteinas, tais como
mono (C1-C10) alcoxi- ou ariloxi-polietileno glicol ou polietileno glicol-
maleimida. O anticorpo a ser peguilado pode ser um anticorpo
aglicosilado. Os meétodos para peguilar proteinas sao conhecidos na
técnica e podem ser aplicados aos anticorpos aqui divulgados (EP

0154316 e EP 0401384).

[0255] Além disso, os anticorpos podem ser modificados quimicamente
pela conjugacao ou fusao da regiao de ligacao ao antigeno do anticorpo a
proteina do soro, como a albumina do soro humano, para aumentar a
meia-vida da molécula resultante. Tal abordagem €&, por exemplo, descrita

em EP 0322094 e EP 0486525.

[0256] Os anticorpos ou fragmentos dos mesmos da presente divulgacao
podem ser conjugados a um agente de diagnostico e usados para
diagnostico, por exemplo, para monitorar o desenvolvimento ou
progressdao de uma doenca e determinar a eficacia de um determinado
regime de tratamento. Exemplos de agentes de diagnostico incluem
enzimas, grupos protéticos, materiais fluorescentes, materiais
luminescentes, materiais bioluminescentes, materiais radioativos, metais
emissores de positrons usando varias tomografias de emissao de
positrons e ions metalicos paramagnéticos nao radioativos. A substancia
detectavel pode ser acoplada ou conjugada diretamente ao anticorpo ou
fragmento do mesmo, ou indiretamente, através de um ligante usando
técnicas conhecidas na técnica. Exemplos de enzimas adequadas
incluem peroxidase de rabano, fosfatase alcalina, beta-galactosidase ou
acetilcolinesterase. Exemplos de complexos de grupos prostéticos
adequados incluem estreptavidina/biotina e avidina/biotina. Exemplos

de materiais fluorescentes adequados incluem umbeliferona,
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fluoresceina, isotiocianato de fluoresceina, rodamina,
diclorotriazinilamina fluoresceina, cloreto de dansil ou ficoeritrina. Um
exemplo de um material luminescente inclui o luminol. Exemplos de
materiais bioluminescentes incluem luciferase, luciferina e aequorina.
Exemplos de material radioativo adequado incluem 1251, 131], Indio-111,
Lutécio-171, Bismuto-212, Bismuto-213, Astatina-211, Cobre-62,
Cobre-64, Cobre-67, Itrio-90, Iodo-125, Iodo-131, Fésforo-32, Fésforo-
33, Escandio-47, Prata-111, Galio-67, Praseodimio-142, Samario-153,
Térbio-161, Disprosio- 166, Holmium-166, Rénio-186, Rénio-188, Rénio-
189, Chumbo-212, Radio-223, Actinio-225, Ferro-39, Selénio-75,
Arsénio-77, Estroncio-89, Molibdénio-99, Ro6dio-1105, Paladio-109,
Praseodimio-143, Promécio-149, Erbium-169, Iridium-194, Ouro-198,
Ouro-199 e Chumbo-211. Os anticorpos monoclonais podem ser
conjugados indiretamente com ions radiometais por meio do uso de
agentes quelantes bifuncionais que estdo covalentemente ligados aos
anticorpos. Os agentes quelantes podem ser ligados por meio de
amidades (Meares et al. (1984) Anal. Biochem. 142:68-78); grupos
sulfidrais (Koyama (1994) Chem. Abstr. 120:217-262) de residuos de
aminoacidos e grupos de carboidratos (Rodwell et al. (1986) PNAS USA
83:2632-2636; Quadri et al. (1993) Nucl. Med. Biol. 20:559-570).

[0257] Além disso, os anticorpos ou fragmentos dos mesmos da presente
divulgacao podem ser conjugados a um agente terapéutico. Os agentes
terapéuticos adequados incluem taxol, citocalasina B, gramicidina D,
brometo de etidio, emetina, mitomicina, etoposideo, tenoposideo,
vincristina, vinblastina, colchicina, doxorrubicina, daunorrubicina, di-
hidroxi antracina diona, mitoxanitrona, dionidrocina, mitoxanitrona,
desidrocinotrina, mitoxantrona, mitramicina, actinomicina D, 1-
desidrotestosterona, glicocorticoides, procaina, tetracaina, lidocaina,
propranolol e puromicina, antimetabdlitos (como metotrexato, 6-
mercaptopurina, 6-tioguanina, citarabina, fludarabina, 5-fluorouracil,

decarbazina, hidroxiureia, asparaginase, gencitabina, cladribina),
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agentes alquilantes (tais como mecloretamina, tioepa, cloramucil,
melfalano, carmustina (BSNU), lomustina (CCNU), -ciclofosfamida,
bussulfano, dibromomanitol, estreptozotocina, dacarbazina (DTIC),
procarbazina, mitomicina C, cisplatina e outros derivados de platina,
como carboplatina), antibioticos (como dactinomicina (anteriormente
actinomicina), bleomicina, daunorrubicina (anteriormente daunomicina),
doxorrubicina, idarrubicina, mitramicina, mitomicina, mitoxantrona,
plicamicina, antramicina (AMC)), toxina diftérica e moléculas
relacionadas (como a cadeia A de difteria e fragmentos ativos dos mesmos
e moléculas hibridas), toxina de ricino (como ricino A ou uma toxina de
cadeia A de ricino desglicosilada), toxina da célera, uma toxina
semelhante a Shiga (SLT-I, SLT-II, SLT-IIV), Toxina LT, toxina C3, toxina
Shiga, toxina pertussis, toxina tetanica, inibidor de protease Bowman-
Birk de soja, Pseudomonas exotoxina, alorina, saporina, modecina,
gelanina, cadeia A de abrina, cadeia A de modecina, alfa-sarcina,
proteinas de Aleurites fordii, proteinas diantina, proteinas Phytolacca
americana(PAPI, PAPII, e PAP-S), inibidor de momordica charantia,
curcina, crotina, inibidor de sapaonaria officinalis, gelonina, mitogelina,

restrietocina, fenomicina, toxinas enomicina e toxinas mistas.

[0258] Moléculas conjugadas adicionais adequadas incluem
ribonuclease (RNase), DNase I, um acido nucleico antissentindo, uma
molécula de RNA inibitéria, como uma molécula de siRNA, um acido
nucleico imunoestimulatério, aptameros, ribozimas, moléculas
formadoras de triplex e sequéncias guia externas. Aptameros sao
pequenos acidos nucleicos que variam de 15-50 bases de comprimento
que se dobram em estruturas secundarias e terciarias definidas, como
lacos de haste ou quartetos G, e podem ligar pequenas moléculas, como
ATP (Pat. U.S. 5.631.146) e teofilina (Pat. U.S. 5.580.737), bem como
moléculas grandes, como a transcriptase reversa (Pat. U.S. 5.786.462) e
trombina (Pat. U.S. 5.543.293). Ribozimas sao moléculas de acido

nucléico que sao capazes de catalisar uma reacao quimica, tanto
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intramolecular quanto intermolecularmente. Ribozimas normalmente
clivam substratos de acido nucleico através de reconhecimento e ligacao
do substrato alvo com clivagem subsequente. As moléculas de acido
nucleico com funcao de formacao de triplex podem interagir com o acido
nucleico de fita dupla ou de fita simples formando um triplex, no qual
trés fitas de DNA formam um complexo dependente do par de bases de
Watson-Crick e Hoogsteen. As moléculas triplex podem ligar regioes alvo

com alta afinidade e especificidade.

[0259] As moléculas de acido nucleico funcional podem agir como
efetores, inibidores, moduladores e estimuladores de uma atividade
especifica possuida por uma molécula alvo ou as moléculas de acido
nucleico funcional podem possuir uma atividade independente de novo

de quaisquer outras moléculas.

[0260] Os agentes terapéuticos podem ser ligados ao anticorpo direta ou
indiretamente, usando qualquer um de um grande numero de métodos
disponiveis. Por exemplo, um agente pode ser ligado na regiao de
dobradica do componente de anticorpo reduzido via formacao de ligacao
dissulfeto, usando reticulantes, como N-succinil 3-(2-
piridilditio)propionato (SPDP), ou através de uma fracao de carboidrato
na regiao Fc do anticorpo (Yu et al. 1994 Int. J. Cancer 56: 244; Upeslacis
et al., “Modification of Antibodies by Chemical Methods,” in Monoclonal
antibodies: principles and applications, Birch et al. (eds.), pages 187-230
(Wiley-Liss, Inc. 1995); Price, “Production and Characterization of
Synthetic Peptide-Derived Antibodies,” in Monoclonal antibodies:
Production, engineering and clinical application, Ritter et al. (eds.), pages

60-84 (Cambridge University Press 199535)).

[0261] As técnicas para conjugar agentes terapéuticos a anticorpos sao
bem conhecidas (Amon et al “Monoclonal Antibodies For
Immunotargeting Of Drugs In Cancer Therapy,” in Monoclonal Antibodies

And Cancer Therapy; Reisfeld et al. (eds.), pp. 243-56 (Alan R. Liss, Inc.
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1985); Hellstrom et al. “Antibodies For Drug Delivery,” in Controlled Drug
Delivery (2nd Ed.); Robinson et al. (eds.), pp. 623-53 (Marcel Dekker, Inc.
1987); Thorpe “Antibody Carriers Of Cytotoxic Agents In Cancer Therapy:
A Review,” in Monoclonal Antibodies ‘84: Biological And Clinical
Applications, Pinchera et al. (eds.), pp. 475-506 (1985); “Analysis,
Results, And Future Prospective Of The Therapeutic Use Of Radiolabeled
Antibody in Cancer Therapy,” in Monoclonal Antibodies For Cancer
Detection And Therapy, Baldwin et al. (eds.), pp. 303-16 (Academic Press
1985), and Thorpe et al. “The Preparation And Cytotoxic Properties Of
Antibody-Toxin Conjugates,” (1982) Immunol. Rev. 62:119-58).

[0262] Os anticorpos aqui divulgados ou suas regidoes de ligacao ao
antigeno podem ser ligados a outra molécula funcional, como outro
anticorpo ou ligando para um receptor para gerar uma molécula bi-
especifica ou multiespecifica que se liga a pelo menos dois ou mais sitios
de ligacao diferentes ou moléculas alvo. A ligacao do anticorpo a uma ou
mais outras moléculas de ligacao, como outro anticorpo, fragmento de
anticorpo, peptideo ou mimético de ligacao, pode ser feita, por exemplo,
por acoplamento quimico, fusdo genética ou associacao nao covalente.
Moléculas multiespecificas podem incluir ainda uma terceira

especificidade de ligacao, além do primeiro e segundo epitopos alvo.

[0263] Moléculas biespecificas e multiespecificas podem ser preparadas
usando métodos conhecidos na técnica. Por exemplo, cada unidade de
ligacao da molécula especifica de hi pode ser gerada separadamente e,
em seguida, conjugada entre si. Quando as moléculas de ligacao sao
proteinas ou peptideos, pode ser utilizada uma variedade de agentes de
acoplamento ou reticulacdo para conjugacao covalente. Exemplos de
agentes de reticulacao incluem proteina A, carbodi-imida, N-
succinimidil-S-acetil-tioacetato (SATA), 5,5'-ditiobis(acido 2-
nitroberizoéico) (DTNB), o-fenilenodimaleimida (o0PDM), N- succinimidil-3-

(2-piridilditio)propionato (SPDP) e sulfosuccinimidil 4-(N-
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maleimidometil)ciclo-haxano-I-carboxilato (sulfo-SMCC) (Karpovsky et al.
(1984) J. Exp. Med. 160:1686; Liu et al. (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. USA
82:8648). Quando as moléculas de ligacao sao anticorpos, elas podem ser
conjugadas via ligacao sulfidril das regidoes de dobradica do C-terminal

das duas cadeias pesadas.

[0264] Os anticorpos ou fragmentos dos mesmos da presente divulgacao
podem ser ligados a uma fracao que € toxica para uma célula a qual o

anticorpo esta ligado para formar anticorpos de “deplecao”.

[0265] Os anticorpos divulgados neste documento também podem ser
ligados a suportes soélidos, que sao particularmente uteis para
imunoensaios ou purificacdo do antigeno alvo. Esses suportes solidos
incluem, mas sem limitacao, vidro, celulose, poliacrilamida, nailon,

poliestireno, cloreto de polivinil ou polipropileno.

[0266] Os anticorpos também podem ser ligados a muitos
transportadores diferentes. Assim, esta divulgacdo também fornece
composicoes contendo os anticorpos e outra substancia, ativa ou inerte.
Exemplos de transportadores bem conhecidos incluem vidro,
poliestireno, polipropileno, polietileno, dextrano, nailon, amilase,
celulose natural e modificada, poliacrilamida, agarose e magnetita. A
natureza do transportador pode ser soltivel ou insoltuvel para os fins aqui
divulgados. Os versados na técnica conhecerao outros transportadores
adequados para a ligacao de anticorpos monoclonais, ou serao capazes

de averiguar tal, usando experimentacao de rotina.

[0267] Em alguns dos aspectos dos anticorpos fornecidos neste

documento, o anticorpo € um anticorpo de comprimento total.

[0268] Em alguns dos aspectos dos anticorpos fornecidos neste

documento, o anticorpo € um anticorpo monoclonal.

[0269] Em alguns dos aspectos dos anticorpos fornecidos neste
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documento, o anticorpo € quimeérico ou humanizado.

[0270] Em alguns dos aspectos dos anticorpos fornecidos neste
documento, o anticorpo € selecionado do grupo que consiste em Fab,

F(ab)2, Fab’, scFy, e Fy.

[0271] Em alguns dos aspectos dos anticorpos fornecidos neste
documento, o anticorpo compreende um dominio Fc. Em alguns dos
aspectos dos anticorpos fornecidos neste documento, o anticorpo € um
animal nao humano, tal como um anticorpo de rato, ovelha, bovino,
canino, felino ou coelho. Em alguns dos aspectos dos anticorpos
fornecidos neste documento, o anticorpo € um anticorpo humano ou

humanizado ou nao é imunogénico em um humano.

[0272] Em alguns dos aspectos dos anticorpos fornecidos neste
documento, o anticorpo compreende uma regiao de estrutura de

anticorpo humano.

[0273] Em outros aspectos, um ou mais residuos de aminoacidos em um
CDR dos anticorpos fornecidos neste documento sdo substituidos por
outro aminoacido. A substituicao pode ser “conservativa” no sentido de
ser uma substituicdo dentro da mesma familia de aminoacidos. Os
aminoacidos de ocorréncia natural podem ser divididos nas seguintes
quatro familias e as substituicoes conservativas ocorrerao dentro dessas

familias.

[0274] 1) Aminoacidos com cadeias laterais basicas: lisina, arginina,

histidina.

[0275] 2) Aminoacidos com cadeias laterais acidicas: acido aspartico,

acido glutamico

[0276] 3) Aminoacidos com cadeias laterais polares nao carregadas:

asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina.
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[0277] 4) Aminoacidos com cadeias laterais nao polares: glicina, alanina,
valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptofano,

cisteina.

[0278] Em outro aspecto, um ou mais residuos de aminoacidos sao
adicionados ou deletados de uma ou mais CDRs de um anticorpo. Tais
adicoes ou delecoes ocorrem nos terminais N ou C da CDR ou em uma

posicao dentro da CDR.

[0279] Ao variar a sequéncia de aminoacidos das CDRs de um anticorpo
por adicdo, delecao ou substituicdo de aminoacidos, varios efeitos, tais
como afinidade de ligacao aumentada para o antigeno alvo podem ser

obtidos.

[0280] Deve ser tido em consideracao que os anticorpos da presente
divulgacao compreendendo tais sequéncias CDR variadas ainda se ligam
a uma proteina DNABII com especificidade e perfis de sensibilidade
semelhantes aos dos anticorpos divulgados. Isso pode ser testado por

meio de ensaios de ligacao.

[0281] Em um aspecto adicional, os anticorpos sao caracterizados por
serem imunodominantes e imunoprotetores, conforme determinado

usando ensaios e telas apropriados.

Analise Funcional com Anticorpos

[0282] Os anticorpos divulgados neste documento podem ser usados
para purificar os polipeptideos divulgados neste documento e para
identificar polipeptideos e/ou polinucleotideos equivalentes biologicos.
Eles também podem ser usados para identificar agentes que modificam
a funcao dos polipeptideos aqui divulgados. Estes anticorpos incluem
antissoros policlonais, anticorpos monoclonais e varios reagentes
derivados destas preparacoes que sao familiares aos praticados na

técnica e descritos acima.
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[0283] Os anticorpos que neutralizam as atividades de proteinas
codificadas por genes identificados também podem ser usados in vivo e
in vitro para demonstrar a funcao, adicionando tais anticorpos
neutralizantes em sistemas de teste in vivo e in vitro . Eles também séao
uteis como agentes farmacéuticos para modular a atividade dos

polipeptideos aqui divulgados.

[0284] Varias preparacoes de anticorpos também podem ser usadas em
meétodos analiticos, como ensaios ELISA ou Western blots para
demonstrar a expressao de proteinas codificadas pelos genes
identificados por células de teste in vitro ou in vivo. Fragmentos de tais
proteinas gerados pela degradacao da protease durante o metabolismo
também podem ser identificados wusando antissoros policlonais

apropriados com amostras derivadas de amostras experimentais.

[0285] Os anticorpos aqui divulgados podem ser usados para vacinacao
ou para reforcar a vacinacao, sozinhos ou em combinacao com peptideos
ou vacinas baseadas em proteinas ou vacinas baseadas em células

dendpriticas.

Composicoes

[0286] Esta divulgacao fornece ainda uma composicao compreendendo
ou alternativamente consistindo essencialmente ou ainda consistindo
adicionalmente em um, dois ou mais, trés ou mais de: um agente que
interfere na ligacao de uma poliamina ao DNA no biofilme, um agente que
depleta cations do biofilme, um agente que interfere na conversao de B-
DNA em Z-DNA no biofilme ou em seu ambiente local, um agente que
interfere na ligacao do eDNA a uma proteina de ligacao ao DNA e/ou um
agente antibacteriano . Em um aspecto, a composicao nao compreende,
consiste essencialmente ou ainda consiste adicionalmente em uma
proteina HMBI1, fragmento ou um equivalente do mesmo. Em outro

aspecto, compreende, consiste essencialmente ou ainda consiste
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adicionalmente em, uma DNAse. Em um aspecto adicional, nao
compreende, consiste essencialmente ou ainda consiste adicionalmente
em uma DNAse. Em uma modalidade, a composicao compreende ou
alternativamente consiste essencialmente ou ainda consiste
adicionalmente em um agente que interfere na ligacao de uma poliamina
ao DNA no biofilme e um agente que interfere na conversao de B-DNA em
Z-DNA no biofilme ou em seu ambiente local. Em uma segunda
modalidade, a composicao compreende ou alternativamente consiste
essencialmente ou ainda consiste em um agente que depleta cations do
biofilme, um agente que interfere na conversao de B-DNA em Z-DNA no
biofilme ou no seu local ambiente e um agente que interfere na ligacao
do eDNA a uma proteina de ligacao ao DNA. Em uma terceira modalidade,
a composicao compreende ou alternativamente consiste essencialmente
ou ainda consiste adicionalmente em um agente que interfere na
conversao de B-DNA em Z-DNA no biofilme ou seu ambiente local e um
agente que interfere na ligacdo do eDNA a uma proteina de ligacao ao
DNA. Em uma quarta modalidade, a composicdo compreende ou
alternativamente consiste essencialmente ou ainda consiste
adicionalmente em um agente, um agente que interfere na ligacdo de uma
poliamina ao DNA no biofilme e um agente que interfere na ligacdo do
eDNA a uma proteina de ligacdo ao DNA. Em uma quinta modalidade, a
composicdo compreende ou alternativamente consiste essencialmente ou
ainda consiste em um agente, um agente que interfere na ligacao de uma
poliamina ao DNA no biofilme e um agente que interfere na ligacdo do
eDNA a uma proteina de ligacdo ao DNA e/ou um agente antibacteriano.
Em uma sexta modalidade, a composicado compreende ou
alternativamente consiste essencialmente ou ainda consiste
adicionalmente em um agente, um agente que interfere na ligacao de uma
poliamina ao DNA no biofilme, um agente que depleta cations do biofilme
e um agente que interfere na ligacao do eDNA a uma proteina de ligacao
ao DNA. Em uma sétima modalidade, a composicao compreende ou

alternativamente consiste essencialmente ou ainda consiste
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adicionalmente em um agente que interfere na ligacao de uma poliamina
ao DNA no biofilme, um agente que depleta cations do biofilme e um
agente que interfere na conversao de B-DNA em Z-DNA no biofilme ou em

seu ambiente local.

[0287] As composicoes desta divulgacao podem compreender ainda, ou
alternativamente consistir essencialmente em, ou ainda consistir

adicionalmente em um transportador farmaceuticamente aceitavel.

[0288] Em um aspecto, o agente que interfere na ligacdo de uma
poliamina ao DNA no biofilme compreende um ou mais de: um analogo
de poliamina difluorometilornitina, trans-4-metilciclo-hexilamina,
sardomozida, metilglioxal-bis[guanil-hidrazona] (MGBG), 1-amino-oxi-3-
aminopropano, oxaliplatina, cisplatina e/ou diciclo-hexilamina, um
derivado de qualquer um dos mesmos, ou um sal dos mesmos. Em outro
aspecto, o agente que depleta cations do biofilme compreende um ou mais
de: uma resina de troca catidonica, um acido aminopolicarboxilico, um
éter de coroa, um azacrown ou um criptanda, sulfonato, sulfopropil,
fosfocelulose, fosfocelulose P11 e/ou heparina sulfato, ou um derivado
ou analogo do mesmo. Em ainda outro aspecto, o agente que interfere na
conversao de B-DNA em Z-DNA no biofilme ou em seu ambiente local
compreende um ou mais de: proteina HMGBI1, fragmento ou um
equivalente de cada um dos mesmos, um anticorpo anti-B-DNA ou
fragmento ou derivado do mesmo, e/ou cloroquina, ou um derivado de
qualquer um dos mesmos. Em um aspecto particular, o agente que
interfere na ligacdo do eDNA a uma proteina de ligacado ao DNA
compreende um ou mais de: um anticorpo anti-DNABII, um anticorpo
anti-IHF e/ou um anticorpo anti-HU, ou fragmentos de cada um dos

mesmos.

[0289] As composicoes sao fornecidas posteriormente. As composicoes
compreendem um transportador € um ou mais de um polipeptideo

isolado aqui divulgado, um polinucleotideo isolado aqui divulgado, um
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vetor aqui divulgado, uma célula hospedeira isolada aqui divulgada, uma
pequena molécula ou um anticorpo divulgado neste documento. Os
transportadores podem ser um ou mais de um suporte sélido ou um
transportador farmaceuticamente aceitavel. As composicoes podem
compreender ainda um adjuvante ou outros componentes adequados
para administracdao como vacinas. Em um aspecto, as composi¢oes sao
formuladas com um ou mais excipientes, diluentes, transportadores e/ou
adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis. Além disso, as modalidades
das composicoes da presente divulgacao incluem um ou mais de um
polipeptideo isolado divulgado neste documento, um polinucleotideo
isolado divulgado neste documento, um vetor divulgado neste
documento, uma molécula pequena, uma célula hospedeira isolada
divulgada neste documento ou um anticorpo da divulgacao, formulado

com uma ou mais substancias farmaceuticamente aceitaveis.

[0290] Para preparacodes orais, qualquer um ou mais de um polipeptideo
isolado ou recombinante como aqui descrito, um polinucleotideo isolado
ou recombinante como aqui descrito, um vetor como aqui descrito, uma
célula hospedeira isolada como aqui descrito, uma pequena molécula ou
um anticorpo como aqui descrito pode ser usado sozinho ou em
formulacoes farmacéuticas aqui divulgadas compreendendo, ou
consistindo essencialmente em, o composto em combinacao com aditivos
apropriados para fazer comprimidos, pos, granulos ou capsulas, por
exemplo, com aditivos convencionais, tais como lactose, manitol, milho
amido ou amido de batata; com aglutinantes, tais como celulose
cristalina, derivados de celulose, goma arabica, amido de milho ou
gelatinas; com desintegrantes, tais como amido de milho, amido de batata
ou carboximetilcelulose de sodio; com lubrificantes, tais como talco ou
estearato de magnésio; e se desejado, com diluentes, agentes
tamponantes, agentes  umectantes, conservantes e  agentes
aromatizantes. Agentes de ligacao farmaceuticamente compativeis, e/ou

materiais adjuvantes podem ser incluidos como parte da composicao. Os
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comprimidos, pilulas, capsulas, trociscos e semelhantes podem conter
qualquer um dos seguintes ingredientes ou compostos de natureza
semelhante: um ligante, tal como celulose microcristalina, goma
adragante ou gelatina; um excipiente, tal como amido ou lactose, um
agente desintegrante, tal como acido algico, Primogel ou amido de milho;
um lubrificante, tal como estearato de magnésio ou Estirotes; um
deslizante, tal como dioxido de silicio coloidal; um agente edulcorante, tal
COmo sacarose ou sacarina; ou um agente aromatizante, tal como hortela-

pimenta, salicilato de metil ou aromatizante de laranja.

[0291] Formulacoes farmacéuticas e formas de dosagem unitaria
adequadas para administracdo oral sao particularmente tuteis no
tratamento de condicoes cronicas, infeccoes e terapias em que o paciente
autoadministra a droga. Em um aspecto, a formulacao € especifica para

administracao pediatrica.

[0292] A divulgacao fornece formulacoes farmacéuticas em que um ou
mais de um polipeptideo isolado divulgado neste documento, um
polinucleotideo isolado divulgado neste documento, um vetor divulgado
neste documento, uma célula hospedeira isolada divulgada neste
documento ou um anticorpo divulgado neste documento podem ser
formulados em preparagoes para injecao de acordo com a divulgacao,
dissolvendo-os, suspendendo-os ou emulsionando-os em um solvente
aquoso ou nao aquoso, como Oleos vegetais ou outros semelhantes,
glicerideos de acido alifatico sintético, ésteres de acidos alifaticos
superiores ou propileno glicol; e se desejado, com aditivos convencionais,
tais como solubilizantes, agentes isotonicos, agentes de suspensao,
agentes emulsionantes, estabilizantes e conservantes ou outros agentes
antimicrobianos. Um exemplo nao limitativo de tal € um agente
antimicrobiano, como outros componentes da vacina, como antigenos de
superficie, por exemplo, uma OMP PS5, OMP 26, OMP P2 ou proteina Pilin
Tipo IV (ver Jurcisek and Bakaletz (2007) J. of Bacteriology 189(10):3868-

Petic&o 870200160890, de 23/12/2020, pag. 373/508



143/230

3875 and Murphy, T F, Bakaletz, L O and Smeesters, P R (2009) The
Pediatric Infectious Disease Journal, 28:S121-S126) e agentes
antibacterianos. Para administracao intravenosa, os transportadores
adequados incluem soro fisiolégico, agua bacteriostatica, Cremophor
EL™ (BASF, Parsippany, N.J.) ou solucao salina tamponada com fosfato
(PBS). Em todos os casos, uma composicao para administracao
parenteral deve ser estéril e deve ser fluida até o ponto em que exista uma

facil utilizacdo da seringa.

[0293] As formulacoes de aerossol fornecidas pela divulgacao podem ser
administradas por inalacao e podem ser baseadas em propulsor ou nao.
Por exemplo, modalidades das formulacoes farmacéuticas divulgadas
neste documento compreendem um composto divulgado neste
documento formulado em propelentes pressurizados aceitaveis, como
diclorodifluorometano, propano, nitrogénio e semelhantes. Para
administracdo por inalacao, os compostos podem ser distribuidos na
forma de um jato de aerossol de um recipiente ou distribuidor
pressurizado que contém um propulsor adequado, por exemplo, um gas,
tal como dioxido de carbono ou um nebulizador. Um exemplo néo
limitativo de um nao propelente € uma bomba de spray que ¢ ejetada de
um recipiente fechado por meio de forca mecanica (ou seja, empurrando
um pistdo com um dedo ou por compressao do recipiente, como por uma
forca compressiva aplicada a parede do recipiente ou uma forca elastica

exercida pela propria parede, por exemplo, por uma bexiga elastica).

[0294] Os supositorios divulgados neste documento podem ser
preparados pela mistura de um composto divulgado neste documento
com qualquer uma de uma variedade de bases, tais como bases
emulsificantes ou bases soluveis em agua. As modalidades desta
formulacao farmacéutica de um composto aqui divulgado podem ser
administradas por via retal por meio de um supositéorio. O supositorio

pode incluir veiculos como manteiga de cacau, carboceras e polietileno
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glicois, que derretem a temperatura corporal, mas sao solidificados a

temperatura ambiente.

[0295] As formas de dosagem unitaria para administracao oral ou retal,
como xaropes, elixires e suspensoes, podem ser fornecidas em que cada
unidade de dosagem, por exemplo, colher de cha, colher de sopa,
comprimido ou supositorio, contém uma quantidade predeterminada da
composicao contendo um ou mais compostos divulgados neste
documento. Da mesma forma, as formas de dosagem unitaria para
injecao ou administracao intravenosa podem compreender um composto
aqui divulgado em uma composicao como uma solucdo em agua estéril,
solucao salina normal ou outro transportador farmaceuticamente

aceitavel.

[0296] As modalidades das formulacoes farmacéuticas divulgadas neste
documento incluem aquelas em que um ou mais de um polipeptideo
isolado divulgado neste documento, um polinucleotideo isolado divulgado
neste documento, um vetor divulgado neste documento, uma pequena
molécula para uso na divulgacdo, uma célula hospedeira isolada
divulgada neste documento, ou um anticorpo divulgado neste documento
€ formulado em uma composicao injetavel. As formulacoes farmacéuticas
injetaveis aqui divulgadas sado preparadas como solucdes ou suspensoes
liquidas; ou como formas soélidas adequadas para solucado ou suspensao
em veiculos liquidos antes da injecdao. A preparacao também pode ser
emulsificada ou o ingrediente ativo encapsulado em veiculos de
lipossoma de acordo com outras modalidades das formulacoes

farmacéuticas divulgadas neste documento.

[0297] Em uma modalidade, um ou mais de um polipeptideo isolado
divulgado neste documento, um polinucleotideo isolado divulgado neste
documento, um vetor divulgado neste documento, uma célula hospedeira
isolada divulgada neste documento ou um anticorpo divulgado neste

documento é formulado para distribuicao por um sistema de distribuicao
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continua. O termo “sistema de distribuicdo continua” é wusado
indistintamente aqui com “sistema de distribuicao controlada” e abrange
dispositivos de distribuicdo continua (por exemplo, controlada) (por
exemplo, bombas) em combinacdo com cateteres, dispositivos de injecao
e semelhantes, uma grande variedade dos quais sao conhecidos na

técnica.

[0298] Bombas de infusao mecanicas ou eletromecanicas também podem
ser adequadas para uso com a presente divulgacdao. Exemplos de tais
dispositivos incluem aqueles descritos em, por exemplo, Pat. U.S.
4.692.147; 4.360.019; 4.487.603; 4.360.019; 4.725.852; 5.820.589;
5.643.207; 6.198.966; e semelhantes. Em geral, a distribuicdo de um
composto divulgado neste documento pode ser realizada usando
qualquer um de uma variedade de sistemas de bomba recarregaveis. As
bombas fornecem uma liberacdo consistente e controlada ao longo do
tempo. Em algumas modalidades, um composto divulgado neste
documento estd em uma formulacdo liquida em um reservatorio

impermeavel a drogas e € administrado de forma continua ao individuo.

[0299] Em uma modalidade, o sistema de distribuicao de drogas € um
dispositivo pelo menos parcialmente implantavel. O dispositivo
implantavel pode ser implantado em qualquer local de implantacéao
adequado usando métodos e dispositivos bem conhecidos na técnica. Um
local de implantacao € um local dentro do corpo de um sujeito no qual
um dispositivo de distribuicdo de droga € introduzido e posicionado. Os
locais de implantacao incluem, mas nao estao necessariamente limitados
a, um local subdérmico, subcutaneo, intramuscular ou outro local
adequado dentro do corpo de um sujeito. Os locais de implantacao
subcutanea sao usados em algumas modalidades por causa da
conveniéncia na implantacao e remocao do dispositivo de distribuicao de

drogas.

[0300] Dispositivos de liberacao de drogas adequados para uso na
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divulgacao podem ser baseados em qualquer um de uma variedade de
modos de operacao. Por exemplo, o dispositivo de liberacdo de droga pode
ser baseado em um sistema difusivo, um sistema convectivo ou um
sistema erodivel (por exemplo, um sistema baseado em erosdo). Por
exemplo, o dispositivo de liberacao de droga pode ser uma bomba
eletroquimica, bomba osmotica, bomba eletro-osmotica, bomba de
pressao de vapor ou matriz de ruptura osmotica, por exemplo, onde a
droga € incorporada a um polimero e o polimero fornece a liberacao de
formulacdao de droga concomitante com degradacao de um material
polimérico impregnado com droga (por exemplo, um material polimérico
impregnado com droga biodegradavel). Em outras modalidades, o
dispositivo de liberacdo de droga € baseado em um sistema de
eletrodifusao, uma bomba eletrolitica, uma bomba efervescente, uma

bomba piezoelétrica, um sistema hidrolitico, etc.

[0301] Dispositivos de liberacao de drogas com base em uma bomba de
infusdo mecanica ou eletromecanica também podem ser adequados para
uso com a presente divulgacdo. Exemplos de tais dispositivos incluem
aqueles descritos em, por exemplo, Pat. U.S. 4.692.147; 4.360.019;
4.487.603; 4.360.019; 4.725.852; e semelhantes. Em geral, um método
de tratamento em questdo pode ser realizado usando qualquer um de
uma variedade de sistemas de bomba recarregaveis e nao trocaveis.
Bombas e outros sistemas convectivos podem ser utilizados devido a sua
liberacao geralmente mais consistente e controlada ao longo do tempo.
As bombas osmoticas sdo usadas em algumas modalidades devido as
suas vantagens combinadas de liberacao controlada mais consistente e
tamanho relativamente pequeno (ver, por exemplo, Publicacao de Pedido
Internacional PCT WO 97/27840 e Pat. U.S. 5.985.305 e 5.728.396).
Dispositivos acionados osmoticamente exemplificativos adequados para
uso na divulgacao incluem, mas nao estdo necessariamente limitados a,
aqueles descritos na Pat. U.S. 3.760.984; 3.845.770; 3.916.899;
3.923.426; 3.987.790; 3.995.631; 3.916.899; 4.016.880; 4.036.228;
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4.111.202; 4.111.203; 4.203.440; 4.203.442; 4.210.139; 4.327.725;
4.627.850; 4.865.845; 5.057.318; 5.059.423; 5.112.614; 5.137.727;
5.234.692; 5.234.693; 5.728.396; e semelhantes. Um outro dispositivo
exemplificativo que pode ser adaptado para a presente divulgacado é a

bomba de infusao sincronizada (Medtronic).

[0302] Em algumas modalidades, o dispositivo de distribuicao de drogas
€ um dispositivo implantavel. O dispositivo de distribuicao de droga pode
ser implantado em qualquer local de implantacao adequado usando
métodos e dispositivos bem conhecidos na técnica. Conforme observado
neste documento, um local de implantacao é um local dentro do corpo de
um sujeito no qual um dispositivo de distribuicado de droga € introduzido
e posicionado. Os locais de implantacdo incluem, mas nao estao
necessariamente limitados a, um local subdérmico, subcutaneo,

intramuscular ou outro local adequado dentro do corpo de um sujeito.

[0303] Os veiculos de excipiente adequados para um composto divulgado
neste documento sao, por exemplo, agua, solucado salina, dextrose,
glicerol, etanol ou semelhantes e combinacoes dos mesmos. Além disso,
se desejado, o veiculo pode conter pequenas quantidades de substancias
auxiliares, tais como agentes umectantes ou emulsionantes ou agentes
tamponantes de pH. Os métodos de preparacao de tais formas de
dosagem sao conhecidos, ou serao evidentes apos consideracao desta
divulgacao, para aqueles versados na técnica. Ver, por exemplo,
Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing Company,
Easton, Pa., 17th edition, 1985. A composicdao ou formulacao a ser
administrada ira, em qualquer caso, conter uma quantidade do composto

adequada para atingir o estado desejado no sujeito a ser tratado.

[0304] As composicoes da presente divulgacado incluem aquelas que
compreendem uma matriz de liberacdo sustentada ou de liberacao
controlada. Além disso, as modalidades da presente divulgacao podem

ser usadas em conjunto com outros tratamentos que usam formulacoes
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de liberacao sustentada. Como utilizado neste documento, uma matriz
de liberacdo sustentada € uma matriz feita de materiais, geralmente
polimeros, que sao degradaveis por hidrélise enzimatica ou a base de
acido ou por dissolucao. Uma vez inserida no corpo, a matriz é
influenciada por enzimas e fluidos corporais. Uma matriz de liberacao
sustentada desejavelmente € escolhida de materiais biocompativeis, tais
como lipossomas, polilactideos (acido polilatico), poliglicolideo (polimero
de acido glicdlico), co-glicolideo de polilactideo (copolimeros de acido
latico e acido glicolico), polianidridos, poli(orto)ésteres, polipeptideos,
acido hialurénico, colageno, sulfato de condroitina, acidos carboxiclicos,
acidos graxos, fosfolipideos, polissacarideos, acidos nucleicos,
poliaminoacidos, aminoacidos tais como fenilatanina, tirosina,
isoleucina, polinucleotideos, polivinilpropileno, polivinilpirrolidona e
silicone. Matrizes biodegradaveis ilustrativas incluem uma matriz de
polilactideo, uma matriz de poliglicolideo e uma matriz de polilactideo co-

glicolideo (copolimeros de acido latico e acido glicélico).

[0305] Em outra modalidade, o agente (bem como as composicoes de
combinacao) € administrado em um sistema de liberacao controlada. Por
exemplo, um composto aqui divulgado pode ser administrado usando
infusdo intravenosa, uma bomba osmoética implantavel, um adesivo
transdérmico, lipossomas ou outros modos de administracdo. Em uma
modalidade, uma bomba pode ser usada (Sefton (1987) CRC Crit. Ref.
Biomed. Eng. 14:201; Buchwald et al. (1980) Surgery 88:507; Saudek et
al. (1989) N. Engl. J. Med. 321:574). Em outra modalidade, materiais
poliméricos sdao usados. Em ainda outra modalidade, um sistema de
liberacao controlada é colocado nas proximidades do alvo terapéutico,
isto €, o figado, exigindo assim apenas uma fracao da dose sistémica. Em
ainda outra modalidade, um sistema de liberacao controlada é colocado
na proximidade do alvo terapéutico, exigindo, assim, apenas uma fracao
do sistémico. Outros sistemas de liberacdo controlada sao discutidos na

revisao por Langer, (1990) Science 249:1527-1533.

Peti¢&o 870200160890, de 23/12/2020, pag. 379/508



149/230

[0306] Em outra modalidade, as composicoes da presente divulgacao
(bem como composicoes de combinacdo separadamente ou juntas)
incluem aquelas formadas por impregnacao de um agente de inibicao
aqui descrito em materiais absortivos, tais como suturas, bandagens e
gaze, ou revestidos na superficie de materiais em fase soélida, como
grampos cirurgicos, ziperes e cateteres para administrar as composicoes.
Outros sistemas de distribuicao deste tipo serao prontamente evidentes

para os versados na técnica em vista da presente divulgacao.

[0307] A presente divulgacao fornece métodos e composicoes para a
administracdo de um ou mais de um agente a um hospedeiro (por
exemplo, um humano) para o tratamento de uma infeccao microbiana.
Em varias modalidades, esses métodos divulgados neste documento
abrangem quase qualquer método disponivel e rota adequada para a
distribuicao de drogas, incluindo métodos in vivo e ex vivo bem como vias

de administracao sistémicas e localizadas.
Ensaios de Triagem

[0308] A presente divulgacao fornece métodos para a triagem de agentes
equivalentes, tais como anticorpos monoclonais equivalentes para um
anticorpo policlonal conforme descrito neste documento e varios agentes
que modulam a atividade dos agentes ativos e composicoes farmacéuticas
divulgadas neste documento ou a funcao de um polipeptideo ou produto
peptidico codificado pelo polinucleotideo divulgado neste documento.
Para os fins desta divulgacdo, um “agente” se destina a incluir, mas nao
esta limitado a um composto biologico ou quimico, como uma molécula
organica ou inorganica simples ou complexa, um peptideo, uma proteina
(por exemplo, anticorpo), um polinucleotideo antissentido) ou uma
ribozima. Uma vasta gama de compostos pode ser sintetizada, por
exemplo, polimeros, tais como polipeptideos e polinucleotideos e
compostos organicos sintéticos com base em varias estruturas centrais,

e estes também estdo incluidos no termo “agente”. Além disso, varias
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fontes naturais podem fornecer compostos para triagem, como extratos
de plantas ou animais e semelhantes. Deve ser entendido, embora nem
sempre explicitamente declarado, que o agente € usado sozinho ou em
combinacdo com outro agente, tendo a mesma ou diferente atividade

biologica dos agentes identificados pela pesquisa inventiva.

[0309] Como € evidente para um versado na técnica, células adequadas
podem ser cultivadas em placas de microtitulacao e varios agentes podem
ser testados ao mesmo tempo, observando alteracoes genotipicas,

alteracoes fenotipicas ou uma reducao no titulo microbiano.

[0310] Quando o agente € uma composicao diferente de DNA ou RNA,
como uma pequena molécula, conforme descrito acima, o agente pode ser
adicionado diretamente a cultura de células ou adicionado ao meio de
cultura para adicao. Como € evidente para os versados na técnica, uma
montagem “eficaz” deve ser adicionada, a qual pode ser determinada

empiricamente,

[0311] Quando o agente € um anticorpo ou fragmento de ligacao ao
antigeno, o agente pode ser contatado ou incubado com o antigeno alvo
e o anticorpo policlonal conforme descrito neste documento sob
condicoes para realizar um ELISA competitivo. Esses métodos sao

conhecidos do versado na técnica.

[0312] Os ensaios também podem ser realizados em um sujeito. Quando
o sujeito € um animal, como um rato, chinchila, camundongo ou simio,
o método fornece um sistema de modelo animal conveniente que pode ser
usado antes do teste clinico de um agente em um paciente humano. Neste
sistema, um agente candidato € uma droga potencial se os sintomas da
doenca ou infeccao microbiana forem reduzidos ou eliminados, cada um
em comparacdo com o animal nado tratado com a mesma infeccao.
Também pode ser util ter um grupo de controle negativo separado de

células ou animais saudaveis e nao tratados, o que fornece uma base de
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comparacao.

[0313] Os agentes e composicoes podem ser usados na fabricacao de
medicamentos e para o tratamento de humanos e outros animais por
administracdo de acordo com procedimentos convencionais, como um

ingrediente ativo em composicoes farmacéuticas.

Terapia de Combinacao

[0314] As composicoes e métodos relacionados da presente divulgacao
podem ser usados em combinacdo com a administracado de outras
terapias. Estes incluem, mas sem limitacao, a administracao de enzimas
DNase, antibioticos, antimicrobianos ou outros anticorpos. Em um

aspecto, o agente € administrado na auséncia de uma enzima DNase.

[0315] Em outras modalidades, os métodos e composicoes podem ser
combinados com antibiéticos e/ou antimicrobianos. Os antimicrobianos
sdo substancias que matam ou inibem o crescimento de micro-
organismos, como bactérias, fungos ou protozoarios. Embora os biofilmes
sejam geralmente resistentes as acoes dos antibidticos, as composicoes e
os métodos descritos neste documento podem ser usados para
sensibilizar a infeccao envolvendo um biofilme aos métodos terapéuticos
tradicionais para o tratamento de infeccoes. Em outras modalidades, o
uso de antibiéticos ou antimicrobianos em combinacao com métodos e
composicoes aqui descritos permitem a reducao da quantidade eficaz do
agente antimicrobiano e/ou redutor de biofilme. Alguns exemplos nao
limitativos de antimicrobianos e antibiéticos tteis em combinacdao com
métodos da divulgacdo atual incluem amoxicilina, amoxicilina-
clavulanato, cefdinir, azitromicina e sulfametoxazol-trimetoprima. A dose
terapeuticamente eficaz do antimicrobiano e/ou antibiotico em
combinacao com o agente de reducao de biofilme pode ser facilmente
determinada por métodos tradicionais. Em algumas modalidades, a dose

do agente antimicrobiano em combinacao com o agente redutor de
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biofilme é a dose eficaz média que se mostrou eficaz em outras infeccoes
bacterianas, por exemplo, infeccoes bacterianas em que a etiologia da
infeccao nao inclui um biofilme. Em outras modalidades, a dose é 0,1,
0,15, 0,2, 0,25, 0,30, 0,35, 0,40, 0,45, 0,50, 0,55, 0,60, 0,65, 0,70, 0,75,
0,8,0,85,0,9,0,95,1,1,1,2,1,3, 1,4, 1,5, 1,6, 1,7, 1,8, 1,9, 2,0, 2,5, 3,0
ou 5 vezes a dose eficaz média. O antibiotico ou antimicrobiano pode ser
adicionado antes, simultaneamente ou apods a adicao do anticorpo anti-

DNABII.

[0316] Em outras modalidades, os métodos e composicoes podem ser
combinados com anticorpos que tratam a infeccao bacteriana. Um
exemplo de um anticorpo util em combinacdo com os métodos e
composicoes aqui descritos € um anticorpo dirigido contra uma proteina
da membrana externa nao relacionada (isto €, OMP P5). O tratamento
com este anticorpo sozinho nao reduz o volume de um biofilme in vitro. A
terapia combinada com este anticorpo e um agente redutor de biofilme
resulta em um efeito maior do que aquele que poderia ser alcancado por
qualquer um dos reagentes usados isoladamente na mesma
concentracao. Outros anticorpos que podem produzir um efeito sinérgico
quando combinados com um agente redutor de biofilme ou métodos para
reduzir um biofilme incluem preparacoes anti-rsPilA anti-OMP26, anti-

OMP P2 e anti-OMP completo.

[0317] As composicoes € métodos descritos aqui podem ser usados para
sensibilizar a infeccao bacteriana envolvendo um biofilme para
modalidades terapéuticas comuns eficazes no tratamento de infeccoes
bacterianas sem um biofilme, mas sao ineficazes no tratamento de
infeccoes bacterianas envolvendo um biofilme. Em outras modalidades,
as composicoes e meétodos aqui descritos podem ser usados em
combinacdo com modalidades terapéuticas que sao eficazes no
tratamento de infeccoes bacterianas envolvendo um biofilme, mas a

combinacao de tal terapia adicional e agente redutor de biofilme ou
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método produz um efeito sinérgico de modo que a dose eficaz do agente
redutor de biofilme ou do agente terapéutico adicional pode ser reduzida.
Em outros casos, a combinacdao de tal terapia adicional e agente ou
método de reducao de biofilme produz um efeito sinérgico de modo que o
tratamento € intensificado. Uma intensificacdo do tratamento pode ser
evidenciado por um menor periodo de tempo necessario para tratar a

infeccao.

[0318] O tratamento terapéutico adicional pode ser adicionado antes,
simultaneamente ou subsequentemente aos métodos ou composicoes
usados para reduzir o biofilme e pode estar contido na mesma formacao

ou como uma formulacao separada.

Kits

[0319] Sao fornecidos aqui kits compreendendo ou alternativamente
consistindo essencialmente ou ainda consistindo adicionalmente na
composicao aqui divulgada e nas instrucoes de uso. Em um aspecto, as
instrucoes de uso fornecem instrucoes para conduzir qualquer um dos
métodos aqui divulgados. Em um aspecto, um ou mais, dois ou mais ou
trés ou mais dos agentes para uso nos métodos divulgados sao

embalados de forma independente ou juntos no kit.

[0320] Kits contendo os agentes e as instrucoes necessarias para realizar
os métodos in vitro e in vivo, conforme descrito neste documento, também
sao reivindicados. Por conseguinte, a divulgacao fornece kits para realizar
esses métodos que podem incluir conforme divulgado neste documento,
bem como instrucdées para realizar os métodos divulgados neste
documento, como coleta de tecido e/ou realizacao da triagem e/ou
analise dos resultados e/ou administracao de uma quantidade eficaz de
um agente conforme definido neste documento. Estes podem ser usados
sozinhos ou em combinacdao com outros agentes antimicrobianos

adequados.
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[0321] Os exemplos a seguir tém como objetivo ilustrar, e nao limitar as

modalidades aqui divulgadas.

Experimento N.° 1

[0322] As poliaminas sao pequenos polications alifaticos ubiquos
produzidos e utilizados por quase todos os organismos vivos. Michael et
al. (2016) J Biol Chem. 291(29):14896-903; D’Agostino et al. (2005) FEBS
J. 272(15):3777-87. Derivados de aminoacidos, eles desempenham
papéis em uma variedade de funcoes celulares centrais para o
crescimento e a proliferacao, incluindo a transcricao, traducao, regulacao
da transcricao, autofagia e resisténcia ao estresse. Miller-Fleming et al.
(2015) J Mol Biol 427(21):3389-406. Existem multiplas vias para a
sintese de poliamina, e sua presenca no repertorio metabodlico varia entre
as espeécies. Michael et al. (2016) Biochem J. 473(15):2315-29. Devido a
natureza inespecifica de suas interacoes mediadas por eletrostatica, a
sintese de poliamina € rigidamente regulada por meio de uma
combinacao de transcricado, traducao e mecanismos de degradacao de

proteinas. Miller-Fleming et al. (2015) J Mol Biol 427(21):3389-406.

[0323] Existem cinco moléculas de poliamina primarias produzidas por
organismos vivos; espermina, espermidina, putrescina, cadaverina e 1,3-
diaminopropano. Miller-Fleming et al. (2015) J Mol Biol 427(21):3389-
406. Tipos adicionais de poliaminas sao produzidos de uma maneira mais
especifica para a espécie. Cada poliamina tem atributos ligeiramente
diferentes, devido as diferencas de comprimento e numero de grupos de
aminas que ditam o carater cationico e a distribuicao de cargas. Michael
et al. (2016) J Biol Chem. 291(29):14896-903. Esta variacao permite
algum nivel de especificidade na atividade de poliamina, bem como
direciona a montagem de agregados de poliamina. D’Agostino et al. (2005)
FEBS J. 272(15):3777-87; D’Agostino et al. (2006) IUBMB Life 58(2):75-
82.
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[0324] A funcdo da poliamina depende da concentracdo, conforme
evidenciado pelos varios estados de doenca que estao correlacionados
com a desregulacao das concentracoes de poliamina. Miller-Fleming et al.
(2015) J Mol Biol 427(21):3389-406. Os processos metabodlicos gerais
podem ser interrompidos devido a niveis alterados de poliaminas, e
processos especificos podem ser alterados por mudancas especificas ou
gerais nos niveis de poliaminas. Por exemplo, concentracoes especificas
de poliamina podem mediar resultados diferentes para a producao de
biofilme microbiano. Em varias espécies, foi demonstrado que os niveis
intracelulares de poliamina regulam a biogénese do biofilme e que essa
regulacao é provavelmente devido a deteccao intracelular de poliaminas
especificas. Karatan et al (2013) Biotechnol Lett. 35(11):1715-7;
McGinnis et al. (2009) FEMS Microbiol Lett. 299(2):166-74; Wortham et
al. (2010) Environ Microbiol. 12(7):2034-47. Quais poliaminas medeiam
esses fenotipos podem ser espécies especificas. Em cepas mutantes sem
a capacidade de produzir uma poliamina especifica, a adicao exogena
daquela poliamina que é incapaz de ser sintetizada restaurou a formacao
de biofilme, enquanto a adicdo de outras poliaminas nao. Além disso, a
literatura esta repleta de exemplos de formacdo de biofilme bacteriano
sendo inibida por concentracoes endogenas ou altas de poliaminas
especificas exdogenas e seus derivados, enquanto outras poliaminas nao
tém efeito. Karatan et al. (2013) Biotechnol Lett. 35(11):1715-7; Goytia et
al. (2013) FEMS Microbiol Lett. 343(1):64-9; Cardile et al. (2017) Adv Exp
Med Biol. 973:53-70; Wang et al. (2016) J Bacteriol. 198(19):2682-91; Qu
et al. (2016) Microbiologyopen. 5(3):402-12; Konai et al. (2015) Bioconjug
Chem. 26(12):2442-53; Si et al. (2015) Appl Microbiol Biotechnol.
99(24):10861-70; Dewangan et al. (2014) Antimicrob Agents Chemother.
58(9):5435-47; Ding et al. (2014) Appl Environ Microbiol. 80(4):1498-506;
Planet et al. (2013) MBio. 4(6):e00889-13. No entanto, as mesmas
poliaminas que inibem uma espécie podem nao inibir a biogénese do
biofilme e podem até ser necessarias para a producao de biofilme em

outras espécies bacterianas. Karatan et al. (2013) Biotechnol Lett.
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35(11):1715-7; McGinnis et al. (2009) FEMS Microbiol Lett. 299(2):166-
74; Wortham et al. (2010) Environ Microbiol. 12(7):2034-47; Wang et al.
(2016) J Bacteriol. 198(19):2682-91; Hobley et al. (2017) J Biol Chem.
292(29):12041-53; Ou et al. (2017) Mol Med Rep. 15(1):21-20; Nesse et
al. (2015) Appl Environ Microbiol. 81(6):2226-32; Ramon-Perez et al
(2015) Microb Pathog. 79:8-16; Hobley et al. (2014) Cell. 156(4):844-54;
Sakamoto et al. (2012) Int J Biochem Cell Biol. 44(11):1877-86; Burrell
et al. (2010) J Biol Chem. 285(50):39224-38; Lee et al. (2009) J Biol
Chem. 284(15):9899-907; Patel et al. (2006) J Bacteriol. 188(7):2355-63.
Além disso, embora o papel das poliaminas no desenvolvimento do
biofilme fungico seja menos bem definido, os mutantes de Candida
albicans na sintese de poliamina sao deficientes para a producao de
biofilme e o tratamento de C. albicans com inibidores da sintese de
poliamina afeta negativamente o crescimento do biofilme. Chen et al
(2014) Mol Biosyst. 10(1):74-85; Liao et al. (2015) Int J Antimicrob
Agents. 46(1):45-52.

[0325] Uma fonte potencial de estabilizacao de eDNA € a presenca de
poliaminas na matriz do biofilme. Foi observado que poliaminas modulam
a estrutura do DNA (Pasini et al. (2014) Amino Acids. 46 (3):595-603) e
proteger o DNA de agentes modificadores externos ou condicoes
perigosas. D’Agostino et al. (2005) FEBS J. 272(15):3777-87; Baeza et al.
(1991) Orig Life Evol Biosph. 21(4):225-42; Nayvelt et al. (2010)
Biomacromolecules. 11(1):97-105. O papel das poliaminas na
estabilizacao da cromatina intracelular foi bem documentado. Pasini et
al. (2014) Amino Acids. 46(3):595-603. Aqui, os Requerentes levantaram
a hipotese de que as poliaminas extracelulares estabilizam a estrutura de
eDNA de biofilmes bacterianos e mostram que a alteracao do ter de
poliamina e a capacidade das poliaminas de ligar eDNA na matriz de
biofilme extracelularmente como wum meio de interromper as
comunidades de biofilme bacteriano. Os Requerentes observaram que a

inibicdo da sintese ou antagonismo de poliaminas interrompeu biofilmes
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bacterianos estabelecidos e que a suplementacao de bactérias depletadas

de poliamina restaurou a estrutura do eDNA.

As poliaminas estdo presentes na matriz extracelular de biofilmes

bacterianos

[0326] Para determinar se as poliaminas estavam presentes na matriz do
biofilme, como um patégeno humano modelo, os Requerentes cultivaram
biofilmes de Haemopilus influenzae nao tipificaveis (NTHi) in vitro e
realizaram imunofluorescéncia com anticorpos direcionados a
putrescina, espermina ou espermidina. A localizacao da poliamina dentro
da matriz extracelular do biofilme foi visualizada usando microscopia
confocal de varredura a laser (CLSM; FIG. 12). Todas as trés poliaminas
foram detectadas por microscopia de imunofluorescéncia em todo o

biofilme.

A inibicdo da sintese de poliamina ou antagonismo de poliamina

interrompe os biofilmes bacterianos

[0327] A diciclo-hexilamina inibe a espermidina sintase por meio de um
mecanismo de inibicdo competitivo, ou seja, por meio da ligacao ao
mesmo local da proteina que o substrato da putrescina. Os requerentes,
portanto, levantaram a hipotese de que a diciclo-hexilamina inibiria o
desenvolvimento de biofilme NTHi. Em primeiro lugar, os requerentes
confirmaram que a diciclo-hexilamina néo afetou o crescimento de NTHi
até 10 mM (FIG. 13). No entanto, a adicao de S0 uM de diciclo-hexilamina
inibiu significativamente a formacao de biofilme NTHi, conforme avaliado
pela analise COMSTAT, reduzindo a espessura do biofilme e a biomassa
em aproximadamente 40% enquanto aumenta a rugosidade do biofilme
(FIG. 14). A microscopia de imunofluorescéncia subsequente para a
presenca de espermidina nos biofilmes NTHi residuais tratados com
diciclo-hexilamina revelou uma diminuicao estatisticamente significativa

correspondente na espermidina presente na matriz do biofilme (FIG. 15).
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A diciclo-hexilamina também reduziu a quantidade e a complexidade das
estruturas de suporte de eDNA produzidas durante a formacao inicial do
biofilme (FIG. 16). A adicao exogena de 1 mM de espermidina aos
biofilmes NTHi tratados com diciclo-hexilamina restaurou a espessura,
biomassa e rugosidade normais do biofilme (FIG. 14), indicando que a
diciclo-hexilamina estava funcionando como um inibidor competitivo de
qualquer espermidina sintase e/ou espermidina exogena na matriz
extracelular do biofilme. Esses dados revelam que, por meio da inibicao
da sintese de poliamina ou da ligacao antagonica aos sitios de ligacao da
poliamina, os compostos direcionados as poliaminas extracelulares que
se ligam ao eDNA na matriz do biofilme tém potencial para prevencao da

biogénese do biofilme e rompimento de biofilmes estabelecidos.

Experimento N.° 2

[0328] Estima-se que a patogénese de > 80% de todas as doencas
infecciosas bacterianas incluem um estado de biofilme necessario na
patogénese do curso da doenca, de acordo com os Centros de Controle e
Prevencao de Doencas. Biofilmes sao compostos de células bacterianas
anexadas a superficies abidticas e bioticas que progrediram em uma
populacao estruturada que esta embutida em uma substancia polimérica
extracelular (EPS) que inclui acidos nucleicos, proteinas, lipideos,
biopolimeros (Davies (2003) Nat Rev Drug Discov. 2(2):114-22), e cations
divalentes (Cavaliere et al., (2014) Microbiology Open. 3(4):557-567). A
EPS atua como uma barreira protetora contra ambientes hostis e agentes
antimicrobianos, como antibidticos e efetores imunes do hospedeiro
(Devaraj et al, (2013), supra. Os componentes estruturais e
arquitetonicos cruciais da matriz do biofilme sdao o DNA extracelular
(eDNA) e a familia DNABII de proteinas de ligacao ao DNA (IHF e HU). As
proteinas DNABII se ligam com alta afinidade ao eDNA, o que permite a
estabilizacao do biofilme. Os anticorpos direcionados ao DNABII induzem

o colapso do biofilme com a liberacao da bactéria residente in vitro and in
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vivo (Novotny et al. (2016) EBioMedicine. (10):33-44); and Goodman et al.
(2011) Mucosal Immunology. 4 (6): 625-637. Embora o tratamento com
DNase possa evitar que as espécies bacterianas formem um biofilme, ele
tem pouco ou nenhum efeito sobre os biofilmes pré-existentes (Flemming
and Wingender, (2010) Nature Reviews Microbiology. 8:623-633. Cations
divalentes carregados positivamente (Mg 2*, Mn2*, Zn2*, Cu2?‘e Ca?%)
mediam a reticulacao intermolecular entre moléculas de DNA carregadas
negativamente adjacentes. Essa interacao estabiliza a estrutura do DNA
e as subsequentes interacoes DNA-proteina (Gueroult et al. (2012) PLOS
ONE. (7)-7-e41704; and Tan and Chen, (2006) Biophysical Journal. (90):
1175-1190; Hackl et al. (2005) International Journal of Biological
Macromolecules 35:175-191. Além disso, a remocao de cations Mg2?* de
biofilmes aumenta a suscetibilidade de Haemophilus influenzae nao
tipavel (NTHi) ao tratamento com antibioticos (Cavaliere et al. (2014)
Microbiology Open. 3(4):557-567. Finalmente, as poliaminas (aminas
biogénicas policatidonicas curtas) também sao importantes para a
formacao de biofilme por varias espécies bacterianas (Patel et al. (2006)
Journal of Bacteriology. 2355-2363; and Hobley et al., (2017) Journal of
Biological Chemistry. 292(29): 12041-12053. Imagens de
imunofluorescéncia CLSM (IF) de biofilmes formados por muitas
bactérias patogénicas quando sondadas quanto a presenca de
espermidina indicam que as poliaminas sao parte da EPS de biofilmes
bacterianos e, além disso, que colocalizam com a proteina DNABII HU
(FIG. 17A). A inibicao da via de biossintese da espermidina em NTHI pelo
inibidor da enzima diciclo-hexilamina (DCHA) resulta em uma
diminuicao geral nos niveis de espermidina conforme medido por IF e
uma diminuicao significativa na espessura média do biofilme, indicando
assim que as poliaminas sao criticas para a estabilidade dos biofilmes

(FIG. 17B e FIG. 17C).

[0329] A capacidade dos microrganismos de formar biofilmes € altamente

problematica e onipresente entre uma ampla gama de industrias. Por
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exemplo, infeccoes associadas a dispositivos adquiridos em hospitais de
valvulas cardiacas mecanicas, cateteres urinarios e cateteres venosos sao
o resultado de contaminacado bacteriana na forma de um biofilme
(Donlan, (2001) Emerging Infectious Diseases. 7(2):277-281. O controle
da formacéao de biofilme em instalacoes agricolas e de processamento de
alimentos também € importante para a prevencao de doencas e extensa
perda de alimentos. Chmielewski and Frank (2006) Compr Rev Food Sci
F 2:22-32. As estacoes de tratamento de aguas residuais também
desenvolvem problemas mediados por biofilme, como bioincrustacao, o
acumulo de EPS e micro-organismos que impedem a filtracao por
membrana adequada, o que leva a contaminacao da agua (Wood et al.,

(2016) PNAS. E2802-E2811).

[0330] O revestimento de superficies e/ou tratamento de biofilmes com
resinas de troca cationica (sulfonato, sulfopropil, fosfocelulose ou
heparina sepharose) utiliza as propriedades da quimica da resina
carregada negativamente para direcionar componentes carregados
positivamente da EPS (ou seja, poliaminas, cations metalicos divalentes
e proteinas DNABII). Isso resulta em interrupcao e prevencao do biofilme
em superficies bioticas e abidticas. Aqui, os Requerentes demonstram
que as resinas de troca cationica P11 fosfocelulose e heparina sepharose
previnem a formacao de biofilme e sdo capazes de interromper biofilmes

pré-formados.

As resinas de troca cationica tém um efeito negativo nos biofilmes pré-
formados e na formacdo de biofilmes por Haemophilus influenzae ndao

tipavel (NTHI).

[0331] Os Requerentes questionaram se resinas com carga negativa
incapazes de penetrar em biofilmes poderiam atuar para titular
moléculas de carga positiva (ou seja, poliaminas, cations de metal
divalente e proteinas DNABII) que sao universalmente necessarias para

a formacao de biofilme bacteriano. Duas resinas foram escolhidas, por
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exemplo, fosfocelulose (P11) e heparina sepharose, ambas trocadores de
cations usados para cromatografia de troca idnica, mas também usados
para purificacao por afinidade de proteinas DNABII (Nash et al. (1987)
Journal of Bacteriology. 4124-4127; and Vorgias and Wilson, (1991)
Escherichia coli. Protein Expression and Purifcation. 2(5-6):317-20).

[0332] Para determinar a atividade antibiofilme de resinas de troca
cationica em biofilmes pré-formados (ou seja, capacidade de interromper
um biofilme existente), o crescimento de NTHI foi iniciado e mantido por
24 horas, depois tratado por 16 horas com O (Controle de sBHI), 0,1, 1
ou 5% (p/v) de fosfocelulose P11 (FIG. 18A). Para determinar a atividade
antibiofilme de resinas de troca catidnica para prevenir a formacao de
biofilme, o crescimento de NTHI foi iniciado e mantido na presenca de O
(controle de sBHI), 0,1, 1 e 5% p/v de fosfocelulose P11 (FIG. 18B) ou 5%
(p/v) de heparina sepharose (FIG. 19). Os biofilmes foram lavados com
solucao salina e corados com LIVE/DEAD®, visualizados em microscopia
confocal de varredura (CSLM) e analisados pelo COMSTAT para
determinacao da espessura média e biomassa. Conforme indicado na
FIG. 18, a fosfocelulose P11 teve um efeito negativo sobre os biofilmes
pré-formados (foi capaz de interromper) e a formacao de biofilme (foi
capaz de prevenir), o que foi revelado pela diminuicao da espessura média
e da biomassa. A heparina sepharose também teve um efeito negativo na
formacao de biofilme, onde uma diminuicdo na espessura média e
biomassa foi observada (FIG. 18). Esses dados sugerem que as resinas
de troca catiénica podem interromper e prevenir a formacao de biofilme

in vitro.

DNABII (HU) restaurou parcialmente os biofilmes NTHi pré-formados

depletados de cations.

[0333] Para determinar se a remocao das proteinas DNABII foi em parte
responsavel pela interrupcao e prevencao do biofilme observada, o

crescimento de NTHI foi iniciado e mantido na presenca de O (controle de
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sBHI) ou 1% de fosfocelulose P11 (p/v) por 24 horas com a adicao exégena
de proteina HU a 1 ou Sug/mL por 16 horas. Os biofilmes foram lavados
com solucao salina e corados com LIVE/DEAD®, visualizados com CSLM
e analisados pelo COMSTAT para determinacao da espessura média e
biomassa. Como mostrado na FIG. 19, HU pode compensar parcialmente
o efeito negativo da fosfocelulose in vitro. Esses dados sugerem que HU é

alvo da resina de troca catidnica.

Metais divalentes restauram parcialmente os biofilmes NTHI pré-formados

depletados de cations.

[0334] Para determinar se Mg2?* pode restaurar biofilmes depletados de
cations, o crescimento de NTHI foi iniciado e mantido na presenca de O
(controle de sBHI) ou 1% de fosfocelulose P11 (p/v) por 24 horas com
adicao exogena de MgClz (0-10 mM) por 16h. Os biofilmes foram lavados
com solucao salina e corados com LIVE/DEAD®, visualizados com CSLM
e analisados pelo COMSTAT para determinacao da espessura média e
biomassa. Como mostrado na FIG. 20, MgCl: pode compensar
parcialmente o efeito disruptivo da fosfocelulosein vitro. Esses dados
sugerem que a fosfocelulose P11 depleta os metais divalentes da matriz

do biofilme.

A espermidina restaura parcialmente biofilmes NTHI pré-formados

depletados de cations

[0335] Para determinar se a espermidina pode restaurar biofilmes
depletados de cations, o crescimento de NTHI foi iniciado e mantido na
presenca de O (controle de sBHI) ou 1% de fosfocelulose P11 (p/v) por 24
horas com adicao exogena de espermidina (0-5 mM) por 16h. Os biofilmes
foram lavados com solucdao salina e corados com LIVE/DEAD®,
visualizados com CSLM e analisados pelo COMSTAT para determinacao
da espessura meédia e biomassa. Como mostrado na FIG. 21, a

espermidina pode compensar parcialmente o efeito negativo da
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fosfocelulose in vitro. Estes dados sugerem que a fosfocelulose P11

depleta as poliaminas da matriz do biofilme.

Os efeitos de deplecao de cations da fosfocelulose P11 ndo requerem

contato direto com o biofilme

[0336] Para determinar se a diminuicdo na formacado de biofilme era
dependente do contato celular direto, o crescimento de NTHI foi iniciado
na camara basal de um sistema de placa transwell que continha um
tamanho de poro de 0,4 ym dentro da membrana que separa as camaras
apical e basolateral. Isso permite a difusdao de pequenas moléculas, por
exemplo, proteinas (DNABII), poliaminas e cations de metal divalente
entre as duas camaras, mas nao de células bacterianas. A camara apical
continha O (controle de sBHI), 0,5, 1 ou 1,5% (p/v) de fosfocelulose P11
na semeadura e mantida por 16 horas. Os biofilmes foram lavados com
solucao salina e corados com LIVE/DEAD®, visualizados com CSLM e
analisados pelo COMSTAT para determinacdao da espessura meédia e
biomassa. Conforme indicado na FIG. 22, a diminuicao dependente da
dose na espessura média do biofilme e na biomassa € independente do

contato direto com a resina de troca cationica.

A adicdo exbégena de espermidina compensa os efeitos de deplecdo de

cations da fosfocelulose P11 no sistema transwell

[0337] Para determinar se as poliaminas (espermidina) sdo esgotadas
pela fosfocelulose P11 sem contato direto no sistema transwell, o
crescimento de NTHi foi iniciado na camara basolateral contendo O, 100,
500 ou 1000 uM de espermidina, enquanto O (controle de sBHI) ou 1,5%
de (p/v) fosfocelulose P11 foi adicionado a camara apical e mantido
durante 16 horas. Os biofilmes foram lavados com solucao salina e
corados com LIVE/DEAD®, visualizados com CSLM e analisados pelo
COMSTAT para determinacao da espessura média e biomassa. Conforme

indicado na FIG. 23, a espermidina sozinha pode restaurar biofilmes
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depletados de cations de uma maneira dependente da dose.

A espermidina e o DNABII agem sinergicamente para restaurar biofilmes

depletados de cdtions de fosfocelulose P11 mediada sem contato

[0338] Biofilmes depletados de cations de fosfocelulose P11 podem ser
restaurados pela adicao exégena de HU (FIG. 20) e espermidina (FIG. 22
e FIG. 24)de uma maneira dependente da dose. Como mostrado na FIG.
17A, a imunofluorescéncia CSLM indica que a espermidina e o DNABII
(HU) também colocalizam nos biofilmes formados por multiplas espécies
bacterianas patogénicas. Desse modo, os Requerentes queriam
determinar se HU e espermidina agem sinergicamente in vitro. O
crescimento de NTHi foi iniciado na camara basolateral do sistema
transwell contendo 100 uM de espermidina ou 500 nM de HU, ou uma
combinacdo de ambos os componentes. Enquanto, 0 ou 1,5% de
fosfocelulose P11 foi adicionado a camara apical e mantido por 16 horas.
Os biofilmes foram lavados com solucao salina e corados com
LIVE/DEAD®, visualizados com CSLM e analisados pelo COMSTAT para
determinacao da espessura média e biomassa. Conforme indicado na
FIG. 25, a combinacao de concentracoes ideais de espermidina e HU
restaura biofilmes depletados de cations de maneira sinérgica, em

comparacao com o biofilme de controle de sBHI.

Superficies abibticas revestidas com resina de troca catibnica evitam a

formacgdo de biofilme de uma maneira dependente da dose

[0339] Laminas de camara de vidro foram revestidas com solucoes de O,
0,1, 1 ou 5% de fosfocelulose P11 e 5% de heparina sepharose (p/v). O
crescimento de NTHI foi iniciado e mantido por 40 horas em laminas
revestidas. Os biofilmes foram lavados com solucéao salina e corados com
LIVE/DEAD®, visualizados com CSLM e analisados pelo COMSTAT para
determinacao da espessura média e biomassa. FIG. 26 indica que tanto

a fosfocelulose P11 quanto a heparina sepharose evitam a formacao de

Petic&o 870200160890, de 23/12/2020, pag. 395/508



165/230

biofilme de uma maneira dependente da dose. Esses dados sugerem que
o revestimento de superficies com resina de troca catidnica pode prevenir

a fixacao bacteriana e a subsequente formacao de biofilme in vitro.

Experimento N.° 3

[0340] Biofilmes consistem em comunidades de micro-organismos
exclusivamente de bactérias, exclusivamente de leveduras ou ambos.
Para patogenos bacterianos, os antibidticos sao a primeira linha de
tratamento. Bactérias residentes em um Dbiofilme contribuem
significativamente para a patogénese de aproximadamente 80% de todas
as infeccoes bacterianas e € conhecido por contribuir para a natureza
cronica e recorrente de doencas infecciosas. Além disso, as bactérias
residentes em um biofilme sdo até 1000 vezes mais resistentes aos
antibioticos do que suas contrapartes de vida livre. Essa resisténcia se
deve principalmente a uma matriz extracelular que protege os micro-
organismos residentes de um ambiente hostil. A natureza cronica e
recorrente das infeccoes bacterianas mediadas por biofilme exige o uso
excessivo de antibiéticos que, por sua vez, levou ao surgimento global de
multiplas bactérias resistentes a antibioticos. Este fenotipo crescente de
resisténcia aos antibioticos resulta em falha da terapia antibiotica. Além
disso, o principal efeito colateral dos antibidticos € que eles afetam
negativamente a microbiota comensal, o que pode deixar o hospedeiro
com varios efeitos colaterais, bem como suscetibilidade a infeccoes
secundarias. Anteriormente, os Requerentes identificaram o DNA e a
familia de proteinas DNABII como alvos universais em todas as matrizes
de biofilme bacteriano estudadas até o momento. Os Requerentes
mostraram que as proteinas DNABII podem ser removidas com
anticorpos terapéuticos, resultando no colapso estrutural do biofilme e
liberacao da bactéria residente. Em contraste, os biofilmes de levedura
nao expressam proteinas DNABII, mas ainda contém DNA extracelular

(eDNA), que também faz parte de sua matriz. Esta nova abordagem € uma
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melhoria em relacdo as tecnologias terapéuticas atuais, na medida em
que nao depende de compostos com atividades bactericidas, que aplicam
pressao sobre as bactérias para desenvolver mecanismos de resisténcia,
mas visa a propria estrutura da matriz extracelular do biofilme,
resultando assim na ruptura do biofilme e liberacdo de bactérias
residentes em um estado vulneravel e acessivel. Todos os biofilmes,
independentemente das bactérias ou leveduras constituintes, criam
estruturas dependentes de DNA, mas em vez dessas estruturas
existentes como B-DNA (a forma candnica que predomina
intracelularmente), o eDNA estrutural mais importante presente em uma
matriz de biofilme existe como Z-DNA. E importante ressaltar que o Z-
DNA € mais rigido, tornando-o um melhor material estrutural, e o Z-DNA
€ completamente resistente a nucleases, enzimas que degradam o B-
DNA. Portanto, o alvo de quaisquer terapias potenciais € um elemento
estrutural da matriz do biofilme nao reconhecido anteriormente que,
quando alterado (isto €, feito a transicao de volta para B-DNA) ou
interrompido, potencializaria a eficacia das terapias atuais. E importante
notar que as proteinas que se ligam ao Z-DNA também estabilizam o Z-
DNA. Visto que o Z-DNA é um constituinte natural dos biofilmes, os
anticorpos que se ligam ao Z-DNA irdo facilitar o crescimento do biofilme.
Por outro lado, as moléculas que se ligam ao DNA B estabilizam o DNA B
e impedem a conversao de B-DNA em Z-DNA e, portanto, evitam os
biofilmes. E importante ressaltar que os estados de doenca que induzem
naturalmente a formacdo de anticorpos dirigidos contra Z-DNA irao
facilitar a formacao de biofilme, por exemplo, lapus eritematoso sistémico
(SLE) e/ou fibrose cistica (CF). Assim, as infeccoes cronicas que se
desenvolvem em pacientes com SLE sao, em parte, o resultado dos
anticorpos Z-DNA derivados de SLE. Além disso, alguns agentes
quimioterapicos que danificam o DNA, por exemplo, quimioterapias a
base de platina, também mudam o DNA para a forma Z. Portanto, esses
agentes contribuem para estabilizar ou facilitar o crescimento do

biofilme. Direcionar a terapéutica que interrompe o Z-DNA é uma nova
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abordagem terapéutica para SLE e/ou fibrose cistica (CF) e exacerbacoes

quimioterapicas de infeccoes cronicas.

[0341] Biofilmes sao uma colecao de micro-organismos agregados ou
aderidos a uma superficie que exibe a arquitetura e o comportamento da
comunidade (sinalizacdo intracomunitaria, transporte, divisao de
trabalho, etc.). Essa arquitetura de comunidade € em parte diferenciada
por uma matriz extracelular autofabricada que protege os micro-
organismos residentes contra condi¢coes perigosas, que em um
hospedeiro inclui o sistema imunolégico e os antimicrobianos. Os
biofilmes sao responsaveis por uma parte significativa de doencas, tanto
em animais como em plantas, bem como industrialmente, por exemplo,
em incrustacao de equipamentos industriais e, como tal, sdo o foco de
intensos esforcos de pesquisa devido a sua importancia em ambientes
meédicos, agricolas e industriais . Visick et al. (2016) J Bacteriol.
198(19):2553-63; Hoiby et al. (2017) APMIS. 125(4):272-5. A erradicacao
ou o tratamento de biofilmes patogénicos € particularmente dificil de
realizar devido a varios fatores, incluindo a producdo da matriz
extracelular protetora. Hoiby et al. (2017) APMIS. 125(4):272-5. A matriz
do biofilme é variavelmente composta de polissacarideos, proteinas e,
DNA extracelular (eDNA). O eDNA de biofilmes bacterianos € universal e
essencial para a estabilidade e funcoes de protecdo da matriz
extracelular. Okshevsky et al. (2015) Crit Rev Microbiol. 41(3):341-52;
Wilton et al. (2015) Antimicrob Agents Chemother. 60(1):544-53. O
enfraquecimento da estrutura do eDNA do biofilme, por meio da
degradacao do DNA ou da remocao das proteinas de ligacao ao DNA que
estabilizam a estrutura, resulta no colapso catastrofico do biofilme e na
liberacao da bactéria residente em um estado mais vulneravel.
Brandstetter et al. (2013) Nasopore. Laryngoscope. 123(11):2626-32;
Brockson et al. (2014) Mol Microbiol. 93(6):1246-58; Devaraj et al. (2015)
Mol Microbiol. 96(6):1119-35; Freire et al. (2017) Mol Oral Microbiol.
32(1):74; Gustave et al. (2013) J Cyst Fibros. 12(4):384-9; Novotny et al.
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(2017) Clin Vaccine Immunol. 24(6); Novotny et al. (2016) EBioMedicine.
10:33-44; Rocco et al. (2017) Mol Oral Microbiol. 32(2):118-30; Novotny
etal. (2013) PLoS One. 8(6):e67629; Baelo et al. (2015) J Control Release.
209:150-8; Brown et al. (2015) Front Microbiol. 6:699; Frederiksen et al.
(2006) Acta Paediatr. 95(9):1070-4; Martins et al (2012) Mycoses.
55(1):80-5; Goodman et al. (2011) Mucosal Immunol. 4(6):625-37.

[0342] Com base no papel central do eDNA na integridade do biofilme, o
tratamento com nuclease carrega um potencial terapéutico 6bvio. Na
verdade, muitas bactérias utilizam nucleases secretadas endogenas para
modular a estrutura do biofilme e mediar a dispersao dos biofilmes. Cho
et al. (2015) Infect Immun. 83(3):950-7; Kiedrowski et al. (2011) PLoS
One. 6(11):e26714; Liu et al. (2017) Front Cell Infect Microbiol. 7:97;
Steichen et al. (2011) Infect Immun. 79(4):1504-11. No entanto, as
nucleases exdgenas normalmente mostram apenas atividade eficaz de
prevencao de biofilme quando administradas no momento do inicio da
formacao de biofilme, com biofilmes estabelecidos exigindo altas
concentracoes de nuclease para observar qualquer ruptura modesta do
biofilme. Hall-Stoodley et al. (2008) BMC Microbiol. 8:173; Izano et al.
(2009) Microb Pathog. 46(4):207-13; Kaplan et al. (2012) J Antibiot
(Tokyo). 65(2):73-7; Tetz et al. (2010) DNA Cell Biol. 29(8):399-405. Em
pacientes com fibrose cistica, onde as infeccoes pulmonares cronicas sao
a principal fonte de morbidade e mortalidade, as nucleases terapéuticas
sdo usadas principalmente como agentes mucoliticos direcionados para
obstrucodes criadas por eDNA derivado do hospedeiro, em vez do eDNA
produzido por bactérias para formar uma comunidade de biofilme, e estes
nucleases (ou seja, Pulmozyme) s6 foram observadas para alterar as
comunidades microbianas quando administradas muito cedo na vida
antes do estabelecimento de infeccoes cronicas. Frederiksen et al. (2006)
Acta Paediatr. 95(9):1070-4. Por que o eDNA do biofilme bacteriano se
torna resistente a degradacao da nuclease permanece uma questao em

aberto.
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[0343] Existem varias hipoteses de por que o eDNA do biofilme bacteriano
€ insuficientemente degradado por nucleases exdgenas. Entre essas
hipoteses esta a possibilidade de que as bactérias alterem ativamente a
estrutura do eDNA para uma forma insensivel a nucleases. Um desses
elementos estruturais de DNA que € resistente a nuclease é o Z-DNA,
uma forma helicoidal para a esquerda alternativa. O Z-DNA s6 foi descrito
sob condicoes especificas in vitro e condicoes intracelulares limitadas in
vivo, embora haja evidéncias para um papel do Z-DNA na fisiologia
celular normal, particularmente com a identificacdo de proteinas de
ligacao ao Z-DNA que regulam varios processos intracelulares. Wang et
al. (2007) Front Biosci. 12:4424-38; Barraud et al (2012) Curr Top
Microbiol Immunol. 353:35-60. A fim de deslocar o equilibrio do B-DNA
canonico para a forma Z-DNA, fatores adicionais sao necessarios (Choi et
al. (2011) Chem Soc Rev. 40(12):5893-909; Yang, et al. (2012) Curr Med
Chem. 2012; 19(4):557-68), incluindo superenrolamento negativo da
dupla hélice, altas concentracoes catidnicas para neutralizar a repulsao
da estrutura fosfato-desoxirribose carregada negativamente e interacoes
da proteina de ligacdo Z-DNA para estabilizar a estrutura. Cations
metalicos e poliaminas policatidonicas sdo ambos capazes de induzir a
formacao de Z-DNA (D’Agostino et al. (2006) IUBMB Life. 58(2):75-82;
Balasundaram et al. (1991) Mol Cell Biochem. 100(2):129-40),
particularmente em tratos poli (dG-dC). Thomas et al. (1991) J Biol Chem.
266(10):6137-41. Por outro lado, a transicao de Z-DNA de volta para B-
DNA ¢é -catalisada por agentes intercalantes (Kim et al (1993)
Biopolymers. 33(11):1677-86; Mirau et al. (1983) Nucleic Acids Res.
11(6):1931-41) e, potencialmente, a proteina da cromatina eucariotica,
HMGB1. Waga et al. (1988) Biochem Biophys Res Commun. 153(1):334-
9.

[0344] A matriz do biofilme € estabilizada por proteinas da cromatina
bacteriana da familia DNABII. Essas proteinas ocupam estruturas

dobradas de DNA no andaime de eDNA, e sua remoc¢ao resulta no colapso
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do biofilme e na liberacao de bactérias residentes. Brandstetter et al
(2013) Nasopore. Laryngoscope. 123(11):2626-32; Brockson et al. (2014)
Mol Microbiol. 93(6):1246-58; Devaraj et al. (2015) Mol Microbiol.
96(6):1119-35; Freire et al. (2017) Mol Oral Microbiol. 32(1):74-88;
Gustave et al. (2013) J Cyst Fibros. 12(4):384-9; Novotny et al. (2017) Clin
Vaccine Immunol. 24(6); Novotny et al. (2016) EBioMedicine. 10:33-44;
Rocco et al. (2017) Mol Oral Microbiol. 32(2):118-30; Novotny et al. (2013)
PLoS One. 8(6):e67629; Goodman et al. (2011) Mucosal Immunol.
4(6):625-37. Adicionalmente, foi observado que poliaminas modulam a
estrutura do DNA (Pasini et al. (2014) Amino Acids. 46(3):595-603) e o
protege de agentes de modificacao externos. Baeza et al. (1991) Orig Life
Evol Biosph. 21(4):225-42; D’Agostino et al (2005) FEBS J.
272(15):3777-87; Nayvelt et al. (2010) Biomacromolecules. 11(1):97-105.
Aqui, os Requerentes mostram que as poliaminas extracelulares em
colaboracao com as proteinas DNABII induzem a estrutura do Z-DNA no
eDNA dentro dos biofilmes bacterianos e estabelecem se a reversao do Z-
DNA para o B-DNA prejudicaria a estrutura do biofilme bacteriano para
torna-lo suscetivel a terapéutica convencional ou, em e por si mesmo,

rompe biofilmes.

Biofilmes bacterianos tornam-se resistentes a interrup¢do da nuclease

conforme o Z-DNA se acumula

[0345] Haemophilus influenzae ndo tipificdvel (NTHi) € uma causa
comum de infec¢coes agudas e cronicas do trato respiratorio, e a doenca
causada por este organismo depende da formacao de biofilme para sua
cronicidade. Duell et al. (2016) FEBS Lett. 590(21):3840-53. Da mesma
forma, Escherichia coli uropatogénica (UPEC) € o principal agente
etiologico de infeccoes do trato urinario e também depende da producao
de biofilme para sua capacidade de causar cistite cronica. Blango et al.
(2010) Antimicrob Agents Chemother. 54(5):1855-63. Biofilmes NTHi e

UPEC cultivados in vitro na auséncia ou presenca de nucleases
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mostraram comprometimento significativo para a biogénese do biofilme
quando nucleases estavam presentes (FIG. 27). Em contraste, o
tratamento de biofilmes pré-estabelecidos com essas nucleases nao
diminuiu a espessura do biofilme ou biomassa, indicando que a
resisténcia do eDNA na matriz do biofilme as nucleases é estabelecida a

medida que o biofilme amadurece.

[0346] Os Requerentes usaram um anticorpo direcionado contra Z-DNA
para sondar biofilmes NTHi e UPEC in vitro conforme eles se
desenvolviam. A coloracdo do anticorpo e a microscopia de
imunofluorescéncia revelaram que o Z-DNA se acumula na base da
matriz do biofilme conforme o biofilme amadurece (FIG. 28),
correspondendo ao aumento da resisténcia a nuclease em biofilmes
maduros. O principal patégeno fungico Candida albicans também
apresentou Z-DNA em sua matriz extracelular de biofilme (FIG. 29). Além
disso, o acimulo de Z-DNA é central para o processo de construcao de
biofilme, pois o tratamento de biofilmes nascentes com anticorpos que se
ligam especificamente (e, portanto, estabilizam) a biogénese de biofilme
NTHi estimulada por Z-DNA, enquanto os anticorpos direcionados para
B-DNA nao (FIG. 30). O Z-DNA provavelmente confere resisténcia a
degradacao da nuclease a matriz extracelular do biofilme, o que é
demonstrado pelo exame do conteudo e das formas de eDNA do DNA
presente em biofilmes tratados com nucleases. O tratamento com
nuclease reduz grandemente a visualizacdo de B-DNA na matriz
extracelular do biofilme NTHi, enquanto a presenca de Z-DNA se torna

mais aparente (FIG. 31).

Poliaminas e proteinas DNABII cooperam para estabilizar estruturas Z-

DNA na matriz de biofilme

[0347] Um substrato de oligonucleotideo composto de poli (dG-dC) é
conhecido por ser propenso a formar Z-DNA (ou seja, devido a altas

concentracoes de NaCl ou presenca de poliaminas) e, como tal, é
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protegido da degradacao por nucleases (FIG. 32) . Consequentemente, 0s
Requerentes também observaram que as poliaminas induzem a formacao
de Z-DNA deste substrato por meio de medicao espectrofotométrica da
razao de absorbancia Azos/A260 (dados nao mostrados). Além da
estabilizacao de eDNA mediada por poliamina, os Requerentes ja
demonstraram a importancia das proteinas da cromatina bacteriana
DNABII no reforco da estrutura do biofilme. Agora, os Requerentes
procuraram determinar se as poliaminas e as proteinas DNABII
funcionam juntas para estabilizar o andaime de eDNA. Usando um
anticorpo direcionado a duas poliaminas relacionadas, espermidina e
espermina, e anticorpos que reconhecem as duas proteinas da familia
DNABII, IHF e HU, os Requerentes primeiro visualizaram a distribuicao
de poliaminas e proteinas DNABII na matriz de biofilme por microscopia
de imunofluorescéncia. Os Requerentes descobriram que as proteinas
DNABII (principalmente HU) colocalizadas com poliaminas dentro da
matriz extracelular do biofilme NTHi (FIG. 33). Além disso, a microscopia
de imunofluorescéncia de biofilmes formados por uma cepa NTHi
projetada para ser incapaz de expressar HU e sondada com o anticorpo
especifico de poliamina demonstrou que HU €& necessaria para

distribuicao normal de poliamina no biofilme (FIG. 33).

[0348] Uma vez que as proteinas NTHi DNABII desempenham um papel
central na integridade da matriz do biofilme. Brockson et al. (2014) Mol
Microbiol. 93(6):1246-58; Novotny et al. (2017) Clin Vaccine Immunol.
24(6); Novotny et al. (2016) EBioMedicine. 10:33-44; Goodman et al.
(2011) Mucosal Immunol. 4(6):625-37, os Requerentes postularam que
podem contribuir para a resisténcia a nuclease de DNA. Na verdade, NTHi
HU foi capaz de conferir resisténcia a nuclease a um substrato poli (dG-
dC) in vitro e de mudar um substrato poli (dGdC) para a forma Z-DNA
(FIG. 34) Jang et al. (2015) Sci Rep. 5:9943. Devido a observacao da
colocalizacao de NTHi HU e poliaminas na matriz do biofilme, os

Requerentes testaram se eles exibiam sinergia em sua capacidade de
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inibir a degradacao da nuclease. Em concentracoes de poliaminas e HU
que nao protegeram o substrato poli (dG-dC) por conta propria, a
combinacado dos dois demonstrou capacidade sinérgica para conferir
resisténcia a nuclease (FIG. 35). A colocalizacao de poliaminas e
proteinas DNABII e, portanto, o fenétipo resistente a nuclease resultante,
também foi observada em biofilmes formados in vivo no ouvido médio
durante otite média experimental devido a NTHI (FIG. 35). Além disso, os
niveis de incorporacao de DNABII e poliamina na matriz extracelular do
biofilme variam entre as espécies e estao correlacionados com o nivel de
deteccao de Z-DNA por imunofluorescéncia (FIG. 36). Juntos, esses
resultados sugerem que as proteinas DNABII bacterianas e as poliaminas
endogenas interagem para manter a matriz do biofilme bacteriano,
potencialmente por meio da conversao e estabilizacdo dos elementos

estruturais do Z-DNA dentro do andaime eDNA dos biofilmes.

A reversdo de Z-DNA para B-DNA restaura a sensibilidade da nuclease

[0349] A fim de tirar proveito das novas descobertas dos Requerentes de
que o Z-DNA se acumula ao longo do tempo em biofilmes bacterianos e
que isso pode explicar por que os biofilmes maduros sao resistentes a
interrupcao da nuclease, os Requerentes procuraram testar se as
moléculas sao capazes de alterar o equilibrio do Z-DNA para B-DNA pode
modular biofilmes. Foi relatado que a proteina de cromatina eucariética
HMGBI1 converte Z-DNA em B-DNA Waga et al. (1988) Biochem Biophys
Res Commun. 153(1):334-9. Como tal, a microscopia de
imunofluorescéncia de biofilmes NTHi tratados com HMGBI1 revelou teor
diminuido de Z-DNA (FIG. 37). As proteinas DNABII foram liberadas do
biofilme por tratamento com HMGB1 (FIG. 38), desestabilizando a
estrutura do eDNA, permitindo que o Z-DNA revertesse para B-DNA na
auséncia de estabilizacao do Z-DNA mediada por DNABII e resultando em
interrupcao significativa do biofilme. Consequentemente, o tratamento de

otite média aguda induzida por NTHI na orelha média de chinchila com
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HMGB1 ou uma variante nao inflamatéria de HMGBI1 resultou na
resolucao eficiente de biofilmes aderentes (FIG. 39). HMGB1 também foi
eficaz em interromper biofilmes formados in vitro por Burkholderia
cenocepacia, um patégeno oportunista mortal associado a infeccoes de
biofilme pulmonar de fibrose cistica, enquanto a administracao
profilatica de HMGB1 evitou a formacao de biofilme agregado de B.
cenocepacia nos pulmoes de camundongos (FIG. 40). A adicao de HMGB1
ao substrato poli (dG-dC) na presenca de concentracoes protetoras de

poliaminas restaurou a sensibilidade a nuclease (FIG. 41).

[0350] Esses dados combinados demonstram que a conversdao de uma
parte do DNA em conformacao Z por poliaminas e proteinas DNABII néo
s6 cria a base para o material estrutural na matriz extracelular de
biofilmes, mas explica sua resisténcia a nucleases convencionais para
interromper biofilmes maduros. Cho et al. (2015) Infect Immun.
83(3):950-7. Juntos, esses dados indicam, portanto, que métodos e
substancias que podem converter Z-DNA em B-DNA ou eDNA de biofilme
na configuracao Z-DNA em B-DNA (por exemplo, removendo ou inibindo
proteinas ou poliaminas DNABII) podem restaurar a sensibilidade a
nuclease, potencialmente permitindo o desenvolvimento de agentes que
podem potencializar a atividade de nucleases contra biofilmes
recalcitrantes maduros in vivo. Isso também mostra que os biofilmes
microbianos podem ser identificados por seu teor de Z-DNA, tornando a
quantificacao de Z-DNA um biomarcador potencialmente util para o

diagnostico de infeccao por biofilme.

Experimento N.° 4

[0351] Este experimento fornece um modelo porcino para testes pré-
clinicos de drogas, agentes e métodos para tratar a fibrose cistica. Veja
Stoltz et al. (2010) Science Translational Medicine 2(29):29-31. A fibrose
cistica € uma doenca autossdomica recessiva devido a mutacdées em um

gene que codifica o canal anidbnico regulador da condutancia
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transmembranar de CF (denominado CFTR). Neste modelo, porcos que
foram criados especificamente para transportar um defeito nos genes
chamados “CFTR” e chamados porcos com CF desenvolvem
espontaneamente caracteristicas marcantes da doenca pulmonar de CF
que inclui infeccdo das vias aéreas inferiores por varias espécies
bacterianas. Os porcos sao imunizados com os agentes, tais como
polipeptideos ou outros agentes imunogénicos, induzindo assim a
formacao de anticorpos que irao erradicar os biofilmes bacterianos dos
pulmoes. Este experimento € semelhante a distribuicdo de anticorpos
para IHF para erradicar biofilmes residentes nas orelhas médias de
chinchilas apdés a imunizacao ativa, conforme mostrado no Experimento
N.° 1. Os anticorpos anti-IHF (ou outro agente) podem ser administrados
aos pulmoes desses porcos por nebulizacao para avaliar a melhora dos

sinais de doenca e patologias associadas.

Experimento N.° 5

Identificar genes de sintese de poliamina UPEC que contribuem para a

formacgao de TEDS.

[0352] Usando a colecao E. coli Keio de mutantes unicos, Baba et al.
(2006) Mol Syst Biol. 2:2006 0008, as mutacdes sao movidas pela
transducao de fago P1 de genes de speA (arginina descarboxilase
necessaria para converter arginina no precursor de putrescina,
agmatina), speC (ornitina descarboxilase necessaria para converter
ornitina em putrescina), speD (adenosilmetionina descarboxilase
necessaria para converter S-adenosilmetionina no doador de propilamina
para a atividade SpeE), e speE(aminopropiltransferase necessaria para
converter putrescina em espermidina e espermidina em espermina),
Tabor et al. (1985) Microbiol Rev. 49(1):81-99, na cepa UPEC UTI89,
primeiro isoladamente, depois em combinacdo. Devido a varias vias
capazes de produzir poliaminas, essas mutacoes podem ser combinadas

para observar fenoétipos de biofilme (por exemplo, SpeA e SpeD sao as
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enzimas iniciais em duas vias separadas de biossintese de putrescina;
uma mutacao dupla em speA e speD € necessaria para anular a sintese
de putrescina). As mutacoes sao confirmadas por PCR para insercao na
localizacdo cromossomica correta. A cepa UPEC é estabelecida no ensaio
de andaime de eDNA in vitro dos Requerentes e no ensaio de formacao de
biofilme em tempos definidos (8, 24, 48 h) e na presenca ou auséncia de
uma poliamina adicionada (espermidina, espermina ou putrescina) em
concentracoes fisiologicas (0, 0,1, 0,5, 1 e 5 mM). Tabor et al. (1985)
Microbiol Rev. 49(1):81-99. Esses ensaios sao realizados em um meio rico
(LB) e um meio quimicamente definido (CDM; M9), pois ha provavelmente
poliaminas residuais em meio rico. A estrutura inicial do eDNA ¢ avaliada
por microscopia de imunofluorescéncia com sondagem para dsDNA,
proteinas DNABII e poliaminas (anti-espermidina, anti-putrescina, anti-
cadaverina) e a complexidade das estruturas € quantificada pelo plugin
de analise FracLac no ImagedJ. Karperien et al. (1999-2013) FracLac for
Imaged. A formacao de biofilme é avaliada por CLSM de biofilmes corados
LIVE/DEAD® e a espessura média, biomassa e rugosidade do biofilme
sdo quantificados por analise COMSTAT. Estrutura de eDNA em biofilmes
sondados para dsDNA, proteinas DNABII e poliaminas sao avaliadas por
imunofluorescéncia CLSM. Anticorpos anti-HU direcionados contra um
epitopo conservado sao usados, permitindo o reconhecimento abrangente
de HU em géneros para deteccao de DNABII, uma vez que todas as
eubactérias tém HU, e a deplecao de HU resulta universalmente em
comprometimento do biofilme. A FIG. 46 mostra imagens de
imunofluorescéncia CLSM de biofilmes indicados sondados com
anticorpos naive ou anti-HU (cinza) e anti-espermidina (Spd, cinza claro),

a colocalizacao é branca.

Identificar os genes de exportacdo de poliamina UPEC que contribuem para

a formagao dos TEDS

[0353] Usando a Colecao Keio, mutacoes de genes potE (antiportador
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putrescina-ornitina), Kashiwagi et al. (1992) Proc Natl Acad Sci U S A.
89(10):4529-33, cadB (antiportador cadaverina-lisina),
Soksawatmaekhin et al. (2004) Mol Microbiol. 51(5):1401-12, mdtJ and
mdltl (exportador de multiplas drogas que € importante para a exportacao
de espermidina), Higashi et al. (2008) J Bacteriol. 190(3):872-8, e sapB,
sapC, sapD, e sapF (que codifica o transportador ABC que € importante
para a exportacao de putrescina) Sugiyama et al. (2016) J Biol Chem.
291(51):26343-51 sao movidas para UPEC UTI89, primeiro
individualmente e depois em combinacado (para superar a redundancia
das atividades de exportador). Mutacoes que apresentam fenodtipos de
biofilme deficientes podem ser combinadas. UPEC é estabelecido no
andaime de eDNA dos Requerentes e ensaios de formacao de biofilme em
tempos definidos e na presenca ou auséncia de uma poliamina

adicionada (espermidina, espermina, putrescina).

[0354] O papel das poliaminas no TEDS e no desenvolvimento do biofilme
€ determinado ao mostrar que as poliaminas funcionam em conjunto com
o eDNA e as proteinas DNABII para criar o TEDS. FIGS. 42A - 42D
mostram que proteinas DNABII e poliaminas sao necessarias para
resgatar a prevencao de biofilme mediada por trocador de cations (P11).
Embora a FIG. 44 mostre que as proteinas DNABII, poliaminas e eDNA
(B- e Z-DNA) se acumulam continuamente dentro do EPS de biofilmes
NTHI ao longo do tempo. Além disso, como mostrado na FIG. 46, DNABII,
poliaminas, componentes Z-DNA e B-DNA estado todos presentes no EPS

de multiplos biofilmes bacterianos.

[0355] Os Requerentes também encontraram na FIG. 47A-B que
poliaminas, componentes Z-DNA e B-DNA estao todos presentes em
secoes da orelha média de chinchila infectada com biofilmes NTHI. Além
disso, os Requerentes mostraram que a adicao de RNase A estimulou a
formacao de biofilme de wuma maneira dependente da dose,

provavelmente pela liberacao de poliaminas, um catalisador critico para
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a conversao extracelular de B-DNA em Z-DNA (FIG. 52 A) e que a adicao
de tRNA (mas nao GMP) interrompeu biofilmes NTHI iniciais de uma
maneira dependente da dose, provavelmente por sequestro de poliaminas
do biofilme EPS (FIG. 52 B).

Quantificar poliaminas em meio condicionado.

[0356] O meio condicionado € coletado de biofilmes bacterianos para
determinar as concentracoes de poliaminas (putrescina, cadaverina,
espermidina, espermina). A liberacado de poliamina é quantificada para 8
patogenos formadores de biofilme recalcitrantes, doravante referidos
como as 8 cepas padrao; isolados clinicos dos patogenos ES*KAPE, NTHI
e UPEC (*Indica o uso de S. epidermidis como um Staphylococcus
patogénico representativo Sabate et al. (2017) Front Microbiol. 8:1401,
dado que S. aureus produz a proteina A de ligacdo ao anticorpo que pode
confundir os ensaios de imunofluorescéncia; quando tratavel, esta
analise €& aplicada a S. aureus) e variantes mutantes que mostram
estrutura EPS de biofilme alterada para correlacionar fenoétipos de
biofilme com concentracodes extracelulares de poliamina. Os biofilmes sao
cultivados em meio rico e CDM, e os meios condicionados sao coletados
em varios momentos (0, 4, 8, 16 e 24 h). Meio condicionado livre de
células (filtracao) e amostras de meio sao congelados em N2 liquido para
armazenamento. A analise € conduzida pelo OARDC Metabolite Analysis
Cluster via LC-MS/MS. Hakkinen et al. (2013) J Chromatogr B Analyt
Technol Biomed Life Sci. 941:81-9; Liu et al. (2013) Anal Chim Acta.
791:36-45; Xu et al. (2016) Molecules. 21(8).

Estabelecer o papel dos niveis de estado estaciondrio de poliaminas no
TEDS.

[0357] Apos determinar quais poliaminas estdo presentes ao longo do
desenvolvimento do biofilme in vitro, testes sao conduzidos para

distinguir se essas poliaminas afetam a estrutura do eDNA. Os
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Requerentes identificaram uma série de nucleases que evitam a formacao
de biofilme (semelhante ou melhor do que Pulmozyme®) quando
adicionado na semeadura, mas tém sensibilidades variaveis a
espermidina (Tabela 1). Empregando a estrutura de eDNA e os ensaios
de formacao de biofilme ao longo do tempo, os Requerentes utilizam essas
enzimas como sondas qualitativas para concentracoes de poliamina e
para distinguir entre a inibicao da atividade de nuclease mediada por
poliamina ou a inibicao da atividade de nuclease mediada por estrutura
de eDNA (ou seja, conversao para uma forma resistente a nuclease, como
Z-DNA). Em cada caso, os biofilmes sao cultivados por tempos especificos
(O, 4, 8, 16 e 24 h) antes do tratamento com nucleases e incubados até
um tempo final de 40 h. Como um controle para a atividade de nuclease
no ambiente de biofilme, a atividade de nuclease contra um substrato de
plasmideo incubado em meio condicionado dos biofilmes (0, 4, 8, 16 e 24
h) é determinada, para a qual os Requerentes teriam determinado os
constituintes de poliamina e as respectivas concentracoes. A interrupcao
do biofilme para as 8 cepas padrao sao avaliadas e analisadas conforme
descrito anteriormente. Na FIG. 35 A-D, os Requerentes mostram que as
proteinas DNABII sinergizam com poliaminas para induzir resisténcia a

DNase.

Table 1. Nucleases that prevent biofilm formation and their spermidine sensitivities
Enzyme Xhol |[DMNase* | Pstl Sapl T4 Pol | NucB Bal31

i|'|hﬁ:ﬁl;:ilcnrlﬂIE S50pM | 300pM | 500pM | 10mM | 10mM | >10mM | >10mM

"Pulmazyme; “Spermidine was titrated from 10pM-10mM to determine the concentration where each
nuclease was reduced to <10% activity on genomic DMNA.

Testar a robustez das proporcoes dos niveis de estado estaciondrio de

DNA, DNABII e poliaminas em biofilmes bacterianos.

[0358] Embora os Requerentes tenham mostrado que eDNA, proteinas
DNABII e poliaminas sao essenciais para manter os TEDS de biofilmes,

as proporcoes de cada componente que interage para maximizar
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produtivamente a formacao de biofilme podem ser determinadas. Quando
as Dbactérias formam Dbiofilmes, um equilibrio de bactérias
planctonicas/biofilme ¢é alcancado. Na verdade, os Requerentes
mostraram anteriormente que as proteinas DNABII sao limitativas para
biofilmes UPEC (Devaraj et al. (2015) Mol Microbiol. 96(6):1119-35), e que
concentracoes crescentes de proteinas DNABII conduzem as bactérias
planctonicas para o estado de biofilme de uma maneira dependente da
dose. Devaraj et al. (2015) Mol Microbiol. 96(6):1119-35. UPEC que €
deficiente em HU produz um biofilme menor, mas € mais responsivo ao
DNABII exo6geno ao conduzir bactérias planctonicas para o estado de
biofilme. Devaraj et al. (2015) Mol Microbiol. 96(6):1119-35. Ao mesmo
tempo, os biofilmes UPEC que estao esgotados de eDNA (com DNase) nao
aumentam mais a biomassa do biofilme apdés a adicao de DNABII
exogeno. Em contraste, qualquer tentativa de adicionar proteinas DNABII
exogenas ou DNA impacta negativamente os biofilmes NTHI (dados nao
mostrados). Os Requerentes levantam a hipotese de que quando a EPS
do biofilme é deficiente em DNA, proteina DNABII e poliaminas, de modo
que esses 3 componentes estdo presentes de forma subideal em relacao
um ao outro, as bactérias sdo preferencialmente particionadas no estado
planctonico. Da mesma forma, semelhante ao UPEC, a suplementacéao
do(s) componente(s) limitativo(s) em sua proporcao ideal deve melhorar a
particao das bactérias no estado de biofilme. Em contraste, quando todos
os trés componentes estdo em proporcoes adequadas, como o0s
Requerentes acreditam no NTHI, a suplementacao de qualquer um desses
componentes pode interromper a proporcao adequada e ter um impacto
negativo na formacao de biofilme. Aqui, a proteina DNABII exogena para
biofilmes UPEC nativos € titulada e a proporcao de biofilme e bactérias
planctonicas € medida. Uma vez que os biofilmes estao saturados com
proteinas DNABII exogenas, as poliaminas e o DNA cromossomico sao

variados para dividir ainda mais as bactérias no estado de biofilme.

[0359] Cada uma das poliaminas predominantes (ou combinacdes das
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mesmas) identificadas sao testadas e por concentracoes variaveis até 10
vezes menor e maior a partir das concentracées medidas no ambiente
extracelular quando biofilmes sdo cultivados em CDM. Os Requerentes
levantam a hipotese de que, se DNA, poliaminas e proteinas DNABII
forem adicionadas em suas proporcoes adequadas, isso levaria as
bactérias planctonicas aos biofilmes. Portanto, WT UPEC e NTHI e suas
cepas isogénicas deficientes em HU (apesar da presenca restante de IHF,
as cepas deficientes em HU ainda tém um fenotipo deficiente em biofilme)
também sao testadas para a proporcao ideal de HU, DNA e poliaminas.
Os efeitos das adicoes combinatorias de componentes de biofilme por
meio do ensaio de formacao de biofilme in vitro sao avaliados por meio da
determinacao da proporcao relativa de bactérias presentes na fase
planctonica versus a fase de biofilme por diluicdo em placas. Devaraj et
al. (2015) Mol Microbiol. 96(6):1119-35. Os Requerentes mostram na FIG.
42A-D que a adicao de P11 evita a formacao de biofilme de uma maneira
dependente da dose. Espermidina exdogena e HU juntos restauram o
desenvolvimento do biofilme, mas nao sozinhos, o que sugere que a
atividade antibiofilme de P11 é o resultado da titulacdo de componentes
estruturais (poliaminas, proteinas DNABII) longe do biofilme EPS sem

contato direto.
Determinar se existem poliaminas preferidas no TEDS

[0360] Como mostrado acima, biofilmes em uma camara fisicamente
separada podem ser interrompidos pelo trocador de cations P11. E
importante ressaltar que tanto as poliaminas quanto as proteinas DNABII
devem ser adicionadas de volta a camara de biofilme para neutralizar
essa ruptura, enquanto cada componente por si so € ineficaz. Como a
espermina e a espermidina modulam a estrutura do DNA de maneira
mais eficaz do que a putrescina ou a cadaverina (Kabir et al. (2013) PLoS
One. 8(7):e70510), as poliaminas isoladamente e em combinacao sao

testadas em varias concentracoes conforme descrito acima para
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determinar se poliaminas especificas sdo necessarias para facilitar a
producao de TEDS. HU é adicionado em concentracoes definidas (como
descrito acima, bem como 5 vezes inferior e superior) ao longo desta
experiéncia. Este experimento € realizado com as 8 cepas padrao
conforme descrito acima, quantificando os efeitos das varias poliaminas
na formacao de biofilme usando o ensaio de biofilme in vitro descrito

acima.
Resultados e alternativas

[0361] Uma abordagem genética pode ser aplicada para estudar a
formacao de TEDS, examinando a contribuicdo das deficiéncias na
sintese de poliamina UPEC e genes de exportacdo nos niveis de estado
estacionario de poliaminas extracelulares. As mutacdoes simples e
combinacdoes que produzem fenotipos de biofilme deficientes sao
identificadas e complementadas com poliaminas exogenas. A escolha de
UPEC como sistema modelo € baseada em sua importancia clinica
(Subashchandrabose et al. (2015) Microbiol Spectr. 3(4)), a caracterizacao
publicada do EPS dependente de eDNA-DNABII (Devaraj et al. (2015) Mol
Microbiol. 96(6):1119-35), e o extenso conhecimento publicado das vias
da poliamina de E. coli (Tabor et al. (1985) Microbiol Rev. 49(1):81-99),
embora sem exame de um fenotipo de biofilme (analises genéticas menos
abrangentes de fenoétipos de biofilme em outras bactérias amplamente
focadas em papéis intracelulares de poliaminas). Di Martino et al. (2013)
Int J Med Microbiol. 303(8):484-91; Karatan et al. (2013) Biotechnol Lett.
35(11):1715-7. Quais poliaminas estdo presentes e em quais
combinacoes durante o desenvolvimento do biofilme, bem como
patogenos formadores de biofilme clinicamente importantes, sao
determinadas. As poliaminas que contribuem naturalmente para o
desenvolvimento do biofilme sdo reveladas. E determinado se as
poliaminas constituintes estao simplesmente se ligando ou se ligando e

alterando a estrutura do eDNA usando nucleases que evitam a formacao
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de biofilme, mas sdo inibidas em varios graus por poliaminas. Se as
poliaminas nao estiverem afetando a estrutura do DNA, entdo haveria
uma hierarquia de interrupcao do biofilme relacionada as sensibilidades
dessas nucleases (Tabela 1) as poliaminas a medida que as poliaminas
se acumulam com o tempo. Se uma nova estrutura de DNA resistente a
nuclease for formada, havera uma idade de maturidade do biofilme, onde
nenhuma nuclease funciona, apesar das concentracoes permissivas de
poliaminas. A expressao de genes de biossintese por qRT-PCR e de niveis
de estado estacionario de poliaminas e proteinas DNABII por analise
Western de biofilmes nao tratados e aqueles que tém o fenétipo de
biofilme mais forte (maior quantidade de bactérias particionadas no
estado de biofilme) € examinada. Por ultimo, as poliaminas endogenas
sao substituidas por combinacoes especificas de poliaminas para testar
a robustez das poliaminas no TEDS para determinar se todas as

poliaminas sao igualmente eficazes no desenvolvimento de biofilme.

Determinar o papel do Z-DNA no desenvolvimento da estrutura tripartida

dependente de eDNA.

[0362] A medida que os biofilmes amadurecem, o eDNA dentro do
biofilme EPS torna-se resistente a DNase. O Z-DNA é conhecido por ser
resistente a DNase e se acumula no TEDS conforme os biofilmes

amadurecem.

[0363] Outros patogenos isoladamente, em biofilmes mistos definidos e
em amostras humanas sdo examinados para determinar em que grau o

Z-DNA é universal entre os biofilmes bacterianos.

Revelar a abundancia de Z-DNA em biofilmes de espécies unicas e

determinar se Z-DNA colocaliza com poliaminas e/ou proteinas DNABII

[0364] 11 patogenos formadores de biofilme sdao examinados {um padrao

8 e mais 3 [M. catarrhalis (copatogeno comum em OM), Porphyromonas
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gingivalis (patogeno periodontal) e Streptococcus gordonii (patogeno
oportunista oral)], que biofilmes de duas espécies abaixo podem ser
usados e imunofluorescéncia usando um anticorpo anti-Z-DNA conforme
cada biofilme envelhece (0, 4, 16, 24, 48 e 96 h) podem ser realizados. As
amostras sao sondadas com anticorpos especificos de Z-DNA e
comparadas com um controle negativo de anticorpo naive e um anticorpo
especifico de B-DNA para identificar rigorosamente a presenca de Z-DNA.
Experimentos paralelos sao realizados com anti-poliamina enriquecido
com IgG e antissoros anti-DNABII, e seus respectivos controles de IgG
naive, para determinar se todos os trés componentes colocalizam dentro
do biofilme EPS. Os biofilmes sao contrastados com uma coloracao de
membrana bacteriana externa, como FM4-64, marcacao de anticorpos
detectados com anticorpos secundarios altamente adsorvidos de uma
fonte comum e imageados por CLSM. O grau de colocalizacao é€
quantificado usando o plugin de analise Coloc 2 no Imaged. Para
examinar se a prevaléncia de Z-DNA se correlaciona com a particao de
bactérias para o estado de biofilme, a razdao de bactérias
planctonicas/biofilme € quantificada para cada espécie, conforme

descrito neste documento.

Determinar a abundancia de Z-DNA em biofilmes de espécies duplas e

determinar se Z-DNA colocaliza com poliaminas e/ou proteinas DNABII

[0365] Biofilmes de espécies duplas sao examinados para determinar
como o teor, a distribuicao e a interacao de Z-DNA com poliaminas e
proteinas DNABII muda com a idade do biofilme no contexto de um
ambiente polimicrobiano. Combinacdes polimicrobianas que ocorrem em
doencas e com as quais os Requerentes tém experiéncia in vitro incluem
NTHI + M. catarrhalis (representante de biofilmes polimicrobianos de OM),
P. gingivalis + S. gordonii (representante de biofilmes periodontais
polimicrobianos) 29 e NTHI + P. aeruginosa (representante de CF

polimicrobiana e biofilmes de OM supurativos cronicos). Culturas de
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biofilme polimicrobiano sao inoculadas conforme orientacdo da
observacao clinica; por exemplo, o biofilme NTHI é estabelecido antes da
inoculacao de P. aeruginosa, uma vez que P. aeruginosa € comumente um
invasor secundario em locais de infeccao por NTHI. Os biofilmes
polimicrobianos resultantes sao analisados quanto ao teor de Z-DNA,
bem como quanto a presenca de poliamina e proteina DNABII no biofilme

EPS por imunofluorescéncia, conforme descrito anteriormente.

Estabelecer a extensdo do Z-DNA em biofilmes de espécies duplas e se o
Z-DNA se colocaliza com poliaminas e/ou proteinas DNABII quando um

parceiro é incapaz de contribuir com eDNA, poliaminas e HU.

[0366] A cepa NTHI deficiente em HU forma um biofilme semelhante a
uma esteira que € desprovido de poliaminas e eDNA. Esta cepa
emparelhada com patogenos coinfectantes comuns, P. aeruginosa e M.
catarrhalis, bem como WT NTHI (carregando um gene que expressa gfp
para distingui-lo do mutante HU) sao usadas para determinar se eDNA,
HU e poliaminas de cada uma das bactérias WT pode complementar a
deficiéncia no mutante NTHI, que inclui a formacao de Z-DNA. A
formacao de biofilme €& quantificada por CLSM como acima, e os
componentes e estrutura de EPS sado analisados por imunofluorescéncia
CLSM. Na FIG. 46A, imagens de imunofluorescéncia CLSM de biofilmes
indicados sondados com anticorpos naive ou anti-HU (cinza) e anti-
espermidina (Spd, cinza claro) sdo mostradas, a colocalizacao € indicada

em branco.

Deteccdo de Z-DNA em amostras humanas.

[0367] Como os Requerentes fizeram anteriormente para proteinas e
poliaminas DNABII (Gustave et al. (2013) J Cyst Fibros. 12(4):384-9;
Idicula et al. (2016) Laryngoscope. 126(8):1946-51), Amostras clinicas de
doencas associadas ao biofilme humano sdao examinadas, incluindo

efusdes recuperadas de criancas com OM (Idicula et al (2016)
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Laryngoscope. 126(8):1946-51), expectoracdo de CF (Gustave et al. (2013)
J Cyst Fibros. 12(4):384-9), e aspirados de adultos com CRS e determinar
por microscopia de imunofluorescéncia se Z-DNA esta presente. Os
candidatos tém acesso a amostras clinicas mistas de cada um dos itens
acima mencionados, para as quais os candidatos tém dados
microbiolégicos correspondentes. As secoes de cada uma (testando um
numero igual de amostras clinicas de origem masculina e feminina) sao
sondadas com anticorpos especificos de Z-DNA em concentracoes
variaveis enquanto compara a imunofluorescéncia com um controle de
anticorpo naive. Como a deteccao de Z-DNA se relaciona espacialmente
com poliaminas e proteinas DNABII por imunofluorescéncia, conforme
descrito anteriormente, também é investigado. Na FIG. 46 A, os
Requerentes mostram imagens CLSM de imunofluorescéncia de biofilmes
formados por 40 h das bactérias indicadas, sondadas com naive ou anti-
B-DNA (cinza escuro) e anticorpos anti-Z-DNA (branco). Um anticorpo
monoclonal especifico de Z-DNA bem caracterizado (clone Z2258,59,78)
foi usado para detectar Z-DNA. Os componentes DNABII, poliaminas, Z-
DNA e B-DNA estdao todos presentes no EPS de varios biofilmes
bacterianos. Z-DNA ¢é parte integrante do EPS de varios biofilmes

bacterianos em diferentes niveis de estado estacionario.

Investigar a fungdo do Z-DNA no desenvolvimento do TEDS.

[0368] Aqui os Requerentes determinam em que grau o Z-DNA

desempenha um papel estrutural integral no TEDS.

Sondar o TEDS usando nucleases especificas para Z-DNA.

[0369] Com base na literatura e nos dados dos Requerentes, € provavel
que, enquanto o Z-DNA se acumula dentro de um biofilme envelhecido,
o DNA da forma B substancial permanece (dados nao mostrados), o que
significa que as interfaces B-Z estao presentes em todo o biofilme. Rich e

colegas de trabalho criaram uma nuclease especifica de Z-DNA fundindo
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o dominio de ligacdo Za Z-DNA N-terminal da proteina de ligacao Z-DNA
humana ADAR1 ao dominio Fy catalitico C-terminal da endonuclease de
restricao Tipo II Fokl (Kim et al. (1997) Proc Natl Acad Sci U S A.
94(24):12875-9), onde o dominio de ligacdo Z-DNA posiciona a nuclease
especifica de B nas juncoes B-Z. Uma versao melhorada desta enzima é
construida que exibe maior especificidade de Z-DNA por meio da fuséao
de dominio hADAR1 Za duplo (residuos 133-209) (Zaa) e produzir,
purificar com pureza > 95% e confirmar a atividade de clivagem de Z-DNA
por digestao de uma insercao de Z-DNA em um plasmideo superenrolado
(conforme descrito em Shin et al (2016) DNA Res.). Como uma
abordagem complementar, a S1 nuclease, uma enzima que exibe
hiperatividade nas juncoes B-Z, € usada. Kim et al. (1996) J Biol Chem.
271(16):9340-6. Se o Z-DNA é importante para manter a integridade
estrutural do TEDS, o uso dessas nucleases deve interromper o biofilme.
Uma vez que essas enzimas requerem Z-DNA para funcionar, elas podem
ser uma sonda para Z-DNA ao longo do desenvolvimento do biofilme e
servir como meio paralelo para medir a presenca de Z-DNA (além da
imunofluorescéncia). A capacidade das nucleases especificas da juncao
B-Z acima mencionadas de inibir a formacao de biofilme ao longo do
curso de desenvolvimento (0, 8, 16, 24, 48 e 96 h) € examinada, usando
o ensaio de biofilme in vitro como descrito anteriormente. € determinado
acima se a degradacao dos tratos de Z-DNA resulta na particao alterada
de biofilme e bactérias planctonicas. A atividade antibiofilme dessas
nucleases contra as 8 cepas padrdao, bem como qualquer espécie
adicional para a qual os Requerentes observam uma prevaléncia relativa

de deteccao de Z-DNA, é avaliada.
Determinar se conduzir o DNA para a forma B afeta o TEDS

[0370] O equilibrio entre B- e Z-DNA pode ser posteriormente conduzido
para a forma B com a adicao de agentes intercalantes (por exemplo,

brometo de etidio, cloroquina, DAPI (Kwakye-Berko et al. (1990) Mol
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Biochem Parasitol. 39(2):275-8; Shafer et al. (1984) Nucleic Acids Res.
12(11):4679-90; Kim et al. (1993) Biopolymers. 33(11):1677-86) ou
moléculas de ligacado ao DNA (por exemplo, netropsina, poliaminas
ramificadas). Muramatsu et al. (2016) J Chem Phys. 145(23):235103;
Zimmer et al. (1983) FEBS Lett. 154(1):156-60. Se o Z-DNA € a base para
a integridade estrutural do TEDS, entdo esses agentes deveriam
interromper os biofilmes. Para testar esta hipotese, os Requerentes
usarao o ensaio de biofilme in vitro para avaliar se a adicao de
catalisadores Z-para-B-DNA impede a formacao de biofilme, avaliando a
inibicao de  biofilme por CLSM, mudancas na  particao
planctoénica/biofilme por diluicdo em placas e mudancas no teor de Z-
DNA por microscopia de imunofluorescéncia. A concentracao inibitoria
minima (MIC) para cada composto pode ser determinada por diluicao da
microplaca, entdo a dependéncia da dose de ruptura do biofilme e
reversdao de Z-DNA em concentracoes sub-MIC pode ser determinada.
Estas moléculas sao testadas contra as 8 cepas padrao e as 3 moléculas
com a melhor atividade antibiofilme sao investigadas posteriormente com
quaisquer espécies adicionais para as quais os Requerentes observem

uma prevaléncia relativa de deteccao de Z-DNA.
Determinar se conduzir o DNA para a forma Z afeta o TEDS

[0371] O equilibrio entre B- e Z-DNA pode ser direcionado para Z-DNA,
aumentando o nivel de polications (por exemplo, poliaminas) (Jovin et al.
(1987) Ann Rev Phys Chem. 38:521-60), ao adicionar o dominio Za
recombinante exdgeno derivado de um membro da familia de proteinas
do dominio Za (proteinas ADAR, proteinas ZBP, proteinas E3 de
poxvirus) que conduzem sequéncias de Z-DNA para Z-DNA (Athanasiadis
et al. (2012) Semin Cell Dev Biol. 23(3):275-80), ou por metilacao do C5
de citosinas em tratos alternados de purina-pirimidina (por exemplo,
metiltransferases Hhal, M.Sssl e M.CviP])90. Embora a extensao da

formacao do biofilme possa nao mudar, a cinética da formacao do
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biofilme e a estrutura geral provavelmente irdo. O dominio Zaa
recombinante de hADAR1, como descrito acima, apenas sem a fusao da
nuclease FokI, é produzido e a atividade de ligacao ao Z-DNA da proteina
recombinante € confirmada por CD. O dominio Zaa (0, 0,5, S ou 50 uM)
ou metiltransferase (por exemplo, Hhal em O, 0,1, 1 ou 10 U/mL e S-
adenosilmetionina) € adicionado na semeadura de biofilme e formacao de
biofilme em 4, 8, 16, 24, 48 € 96 h apds a semeadura nas 8 cepas padrao
e o NTHI deficiente em HU isogénico (um controle negativo que nao
contém eDNA significativo em seu biofilme) € avaliado com o ensaio de
biofilme in vitro usando CLSM, mudancas na  particao
planctonica/biofilme por diluicao em placas e acumulo de Z-DNA

observado por imunofluorescéncia.

[0372] Determinar a capacidade do DNABII de se ligar especificamente ao
Z-DNA. Embora os Requerentes tenham mostrado que HU conduz DNA
em Z-DNA, analises adicionais sao realizadas para determinar se as
proteinas DNABII, poliaminas e DNA agem sinergicamente para formar

Z-DNA.

Determinar se IHF e HU se ligam ao DNA na presenca de Z-DNA induzido

por poliamina

[0373] Estudos extensos por Hud e colegas de trabalho (Sarkar et al.
(2009) Biochemistry. 48(4):667-75; Sarkar et al. (2007) Nucleic Acids Res.
35(3):951-61) mostraram que tanto IHF quanto HU se ligam e mudam a
estrutura do DNA em fibras grossas na presenca de espermidina. E
determinado se substratos de DNA definidos [DNA de juncao de Holliday,
duplexes de 35 bp que contém a sequéncia de consenso de IHF
(WATCAANNNNTTR onde W € A ou T, N é qualquer nucleotideo e R € uma
purina), uma versao embaralhada da mesma sequéncia, 35 bp (dGdC )
que € propenso a conversao de Z-DNA e 35 bp (dAdT) que nao €] na
presenca ou auséncia de poliaminas (0, 0,1, 0,5, 1 e 5 mM dos seguintes:

putrescina, espermidina, espermina, cadaverina, ou combinacoes
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determinadas acima) formardao Z-DNA. A conversdo de Z-DNA via
medicao de elipticidade por espectroscopia de CD antecipando a inversao
caracteristica em 250 e 280 nm € determinada primeiro. A ligacdo das
proteinas DNABII a cada substrato avaliada por analise do sudoeste
(EMSA seguida por analise de imunotransferéncia com anticorpos anti-
Z-DNA e anti-DNABII) € entao investigada. Goodman et al. (1989) Nature.
341(6239):251-4. Os substratos (0,2 nM) que tém conversao de Z-DNA
confirmada por CD sao incubados com proteina DNABII 25-500 nM em
tampao HEPES 50 mM pH 7,0 durante 30 min a temperatura ambiente.
As misturas de reacdo sao resolvidas por eletroforese em um gel de
poliacrilamida nao desnaturante a 6%. O software ImageQuant € usado
para quantificar as intensidades de banda. Constantes de dissociacao de
equilibrio (Kq) sao medidas. Hung, et al. (2011) J Bacteriol. 193(14):3642-
52. Como os substratos de DNA sao isotopicamente marcados, o meio
condicionado livre de células de biofilmes como uma fonte de poliaminas
e/ou proteinas DNABII (0, 0,05, 0,1, 0,2 e 0,5 v/v das misturas de reacao
subsequentes) das mesmas cepas bacterianas mencionadas acima

também pode ser testado.
Determinar se IHF e HU se ligam ao Z-DNA

[0374] E determinado se IHF e HU se ligam ao Z-DNA diretamente. E
realizado um EMSA com as proteinas DNABII e um substrato de DNA
bromado de 35 pb (dGdC) que € um conformador de Z-DNA estavel.
Herbert et al. (1993) Nucleic Acids Res. 21(11):2669-72. Este experimento
estende descobertas anteriores uma vez que o substrato de DNA bromado
nao requer poliaminas para estabilizar o estado Z-DNA. O DNA do
substrato € marcado e preparado por incubacao com a32P-dGTP, 5-
bromo dCTP, dGTP e Klenow, conforme descrito. Herbert et al. (1993)
Nucleic Acids Res. 21(11):2669-72. A proteina DNABII 25-500 nM é
incubada com substrato de DNA marcado com 0,2 nM, e as misturas de

reacao sao resolvidas por eletroforese em um gel de poliacrilamida néao
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desnaturante de 6%, intensidades de banda quantificadas por software

ImageQuant e constantes de dissociacao de equilibrio (K4) medidas.

Determinar a eficacia dos agentes que direcionam componentes e

estruturas EPS na interrupgdo do biofilme bacteriano

[0375] Embora o eDNA e o DNABII sejam alvos conhecidos para a
interrupcao do biofilme, aqui os Requerentes se concentram em
poliaminas e Z-DNA na presenca ou auséncia de antimicrobianos
convencionais. Os Requerentes levantam a hipotese de que os agentes
dirigidos contra os componentes e estruturas TEDS atuarao

sinergicamente com os antimicrobianos convencionais.

Determinar se os agentes que direcionam componentes previamente
descobertos do andaime EPS eDNA (anticorpos anti-DNABII e nucleases)
sdo sinérgicos com agentes que tém como alvo componentes/estruturas

TEDS recém-descobertos (ou seja, poliaminas e Z-DNA)

[0376] Todos os trés componentes ou a estrutura do TEDS como uma
abordagem para a interrupcao do biofilme, sozinhos ou em combinacao
sao direcionados. Os Requerentes levantam a hipotese de que, ao tratar
varios alvos dentro do TEDS, os Requerentes podem demonstrar
sinergismo e, portanto, maior potencial para eficacia superior do que

direcionar apenas um alvo.

Poliaminas de direcionamento, proteinas DNABII e/ ou eDNA de forma B

[0377] Usando inibidores da sintese de poliamina bacteriana conhecidos
[diciclo-hexilamina (DCHA) (Mattila et al. (1984) Biochem J. 223(3):823-
30), difluorometilornitina (DFMO) (Muth et al (2014) J Med Chem.
57(2):348-63), metilglioxal-bis(ciclopentilamidino hidrazona) (MGBCP)
(Takaji et al. (1997) Lett Appl Microbiol. 25(3):177-80)], € testada a
capacidade de cada um em interromper biofilmes formados pelas 8 cepas

padrao em idades distintas de maturacao (0, 8, 24 e 48 h). O MIC para
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DCHA, DFMO e MGBCP é determinado para cada patégeno, e uma série
de diluicao de 100 vezes abaixo do MIC é testada para atividade de
interrupcao. Cada inibidor € testado individualmente e em combinacao
com DNase (Pulmozyme®; O, 0,1, 1 U/ml) ou antissoro enriquecido com
IgG dirigido contra HU (0, 150, 300 ug/ml). Os biofilmes sao analisados
por coloracao LIVE/DEAD® e CLSM e parametros de biofilme
quantificados anteriormente. A eficacia de cada combinacao de
tratamento em comparacao com tratamentos individuais e um controle
sem tratamento é avaliada. Além disso, € examinada a particao das CFUs
que permanecem no biofilme e plancténicas para determinar se houve
morte das bactérias residentes ou simplesmente interrupcao do biofilme.
As 5 combinacoes mais eficazes para todos os 8 patogenos em CF (como
um exemplo de uma comunidade humana polimicrobiana semelhante a
biofilme (Gustave et al. (2013) J Cyst Fibros. 12(4):384-9)) amostras de
10 pacientes quanto a capacidade de interromper a biomassa de escarro
recalcitrante sao entao testadas. Gustave et al. (2013) J Cyst Fibros.
12(4):384-9. Resumidamente, as amostras de escarro sdo tratadas por
24 h e fotografadas. A interrupcao das amostras de escarro avaliada pelo
aumento da turvacao em comparacdo com os controles nao tratados é
usada para quantificar a eficacia do tratamento, conforme descrito

anteriormente. Gustave et al. (2013) J Cyst Fibros. 12(4):384-9.
Direcionamento para Z-DNA, proteinas DNABII e/ou eDNA de forma B.

[0378] E testado o uso dos melhores inibidores/desreguladores de Z-DNA
(ou as melhores combinacoes dos mesmos), conforme determinado, a
capacidade de cada um em concentracoes sub-MIC, individualmente e
em combinacao com anticorpos anti-DNABII ou DNase, para interromper
biofilmes formados pelo padrao 8 cepas em diferentes idades de
maturacao. Se as nucleases especificas de Z-DNA utilizadas acima
inibem a formacao de biofilme, essas nucleases sao coadministradas com

anticorpos anti-DNABII ou DNase. A atividade de interrupcao do biofilme
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e as combinacdes mais eficazes para a atividade de interrupcdo da

expectoracao de CF sao analisadas.

Direcionamento para poliaminas, Z-DNA, proteinas DNABII e/ou eDNA de
forma B

[0379] E testado o usando inibidores da sintese de poliamina e inibidores
de Z-DNA, a capacidade de cada um em combinacao para interromper
biofilmes formados por cada uma das 8 cepas padrdao em diferentes
idades de maturacao (0, 8, 24 e 48 h). O melhor tratamento duplo de
inibidor de poliamina e inibidor de Z-DNA com anticorpos anti-DNABII
ou DNase também é testado. A interrupcao do biofilme para cada
combinacdo de tratamentos é avaliada. As trés principais combinacoes

sao testadas contra expectoracao de CF.

Determinar o sinergismo de tratamentos direcionados contra TEDS e

antimicrobianos

[0380] A eficacia do direcionamento de todos os 3 componentes ou
estrutura do TEDS para a interrupcdo do biofilme quando em

combinacdo com antimicrobianos é examinada.
Sinergismo de direcionamento de TEDS com antimicrobianos.

[0381] Usando as combinacoes de interrupcao de biofilme mais eficazes,
é determinado se as bactérias do biofilme residente remanescente e suas
respectivas  bactérias planctonicas podem ser mortas pela
coadministracao de antimicrobianos. Usando varias concentracoes e
combinacoes para anticorpos anti-DNABII, DNase, inibidor de poliamina
e conversor de Z-DNA determinado acima, € testada a adicao de
antibioticos apropriados para interrupcao e morte de biofilme contra as
8 cepas padrao. Antibioticos clinicamente indicados para cada patéogeno
10 vezes acima e abaixo do MIC sao coadministrados (E. faecium-0,1, 1,

10 ug/ml de ampicilina (Weinstein et al. (2001) J Clin Microbiol.

Peti¢&o 870200160890, de 23/12/2020, pag. 424/508



194/230

39(7):2729-31); S. aureus-0,025, 0,25, 2,5 ug/ml de clindamicina
(LaPlante et al. (2008) Antimicrob Agents Chemother. 52(6):2156-62); S.
epidermidis-0,2, 2, 20 mg/ml de vancomicina (Pinheiro et al. (2016)
Microb Drug Resist. 22(4):283-93); K. pneumoniae- 0,4, 4, 40 pg/ml de
ceftazidima/avibactam (Sader, et al. (2017) Antimicrob Agents
Chemother. 61(9)); A. baumannii- 0,3, 3, 30 ug/ml meropenem (Liang et
al. (2011) J Microbiol Immunol Infect. 44(5):358-63); P. aeruginosa- 0,4,
4, 40 pg/ml de colistina (Hindler et al. (2013) J Clin Microbiol.
51(6):1678-84); Enterobacter- 0,4, 4, 40 ug/ml de cefepima (Rivera et al.
(2016) Antimicrob Agents Chemother. 60(6):3854-5), NTHI- 0,1/0,05,
1/0,5, 10 ug/ml/5 mg/ml amoxicilina/clavulanatolitio31). A interrupcao
do biofilme e a particao viavel restante para cada combinacao de
tratamentos €é avaliada e as combinacbes sao testadas contra

expectoracao de CF.

[0382] Com esta melhor compreensao do TEDS wuniversal, os
Requerentes vislumbram o potencial para tratar biofilmes como uma
abordagem auténoma ou combinar esta abordagem com estratégias que
direcionam componentes de biofilme especificos da espécie (por exemplo,
polissacarideos alginatoP. aeruginosa, Pel e Psl (Gunn et al. (2016) J Biol
Chem. 291(24):12538-46)) para otimizar a eficacia cirurgica da ruptura

do biofilme contra patogenos especificos.

[0383] Os Requerentes também fornecem um modelo pré-clinico para
tuberculose (TB). Ver Ordway et al (2010) Anti. Agents and
Chemotherapy 54:1820. O microrganismo Mycobacterium tuberculosis €
responsavel por uma crescente epidemia global. Os numeros atuais
sugerem que existem aproximadamente 8 milhoes de novos casos de TB
e cerca de 2,7 milhoes de mortes devido a TB anualmente. Além do papel
desse microbio como uma coinfeccao de individuos com HIV (dos 45
milhdes de infectados com HIV, as estimativas sdao de que 73 também

estao coinfectados com M. tuberculosis), € particularmente problematico
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que os isolados tenham se tornado altamente resistente a multiplas
drogas e nenhuma nova droga para TB foi introduzida em mais de um
quarto de século. Neste modelo animal, porquinhos-da-india SPF séao
mantidos em uma colonia barreira e infectados por meio de spray
aerossol para liberar ~ 20 wufc de bacilos decepa de M.
tuberculosis Erdman KO1 em seus pulmoées. Os animais sao sacrificados
com determinacao da carga bacteriana e recuperacao dos tecidos para
avaliacao histopatologica nos dias 25, 50, 75, 100, 125 e 150 dias pos-
desafio. Ao contrario dos camundongos que nao desenvolvem os sinais
classicos de TB, as cobaias desafiadas dessa maneira desenvolvem
granulomas bem organizados com necrose central, uma marca registrada
da doenca humana. Além disso, como os humanos, as cobaias
desenvolvem linfadenite piogranulomatosa e necrosante grave dos
nodulos linfaticos de drenagem como parte do complexo de lesao
primaria. O uso deste modelo fornece uma triagem pré-clinica para
confirmar e identificar estratégias terapéuticas e preventivas para
reducao e/ou eliminacao dos biofilmes de M. tuberculosis resultantes que
foram observados se formando nos pulmodes desses animais apos o
desafio e acredita-se que contribuem para a patogénese e cronicidade da

doenca.

Experimento N.° 6

[0384] Varios modelos animais de infecgoes por biofilme de
cateter/dispositivo permanente sao conhecidos. Ver Otto (2009) Nature
Reviews Microbiology 7:555. Embora seja considerado uma flora cutanea
normal, o microbio Staphylococcus epidermidis se tornou o que muitos
consideram um patogeno oportunista chave, ocupando o primeiro lugar
entre os agentes causadores de infeccoes nosocomiais. Primeiramente,
essa bactéria € responsavel pela maioria das infeccoes que se
desenvolvem em dispositivos médicos residentes que sdo contaminados

por esse colonizador de pele comum durante a insercao do dispositivo.
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Embora nao seja uma ameaca a vida, a dificuldade associada ao
tratamento dessas infeccoes de biofilme, combinada com sua frequéncia,
torna-as um sério problema de saude publica. Os custos atuais
associados ao tratamento de infeccoes da corrente sanguinea associadas
a cateteres vasculares, que sao devidas apenas a S. epidermidis, chegam
a US $ 2 bilhoes anualmente nos Estados Unidos. Além de S. epidermidis,
E. faecalise S. aureustambém sao contaminacdes encontradas em
dispositivos médicos residentes. Existem varios modelos animais de
infeccoes por S. epidermidis associadas a cateter, incluindo coelhos,
camundongos, porquinhos-da-india e ratos, todos usados para estudar
os mecanismos moleculares da patogénese e que se prestam a estudos
de prevencao e/ou terapéutica. Cateteres de veia jugular de rato tém sido
usados para avaliar terapias que interferem na formacao de biofilme
com E. faecalis, S. aureuse S. epidermidis. A reducdo do biofilme é
frequentemente medida de trés maneiras - (i) sonicar cateter e calcular
CFUs, (ii) cortar fatias de cateter ou simplesmente colocar em uma placa
e marcar, ou (iii) o biofilme pode ser corado com violeta cristal ou outro

corante, eluido e OD medido como um proxy para CFUs.

Experimento N.° 7

[0385] Os métodos descritos neste documento podem ser usados para
conferir imunidade passiva a um sujeito ndo imune. A imunidade passiva
contra um determinado antigeno pode ser conferida através da
transferéncia de anticorpos ou fragmentos de ligacao ao antigeno que
reconhecem ou se ligam especificamente a um determinado antigeno. Os
doadores e receptores de anticorpos podem ser seres humanos ou nao
humanos. Adicionalmente, ou alternativamente, a composicao do
anticorpo pode compreender um polinucleotideo isolado ou recombinante
que codifica um anticorpo ou fragmento de ligacao ao antigeno que

reconhece especificamente ou se liga a um antigeno particular.

[0386] A imunidade passiva pode ser conferida nos casos em que a
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administracdo de composicoes imunogénicas representa um risco para o
sujeito receptor, o sujeito receptor esta imunocomprometido ou o sujeito
receptor requer imunidade imediata. As composicoes imunogénicas
podem ser preparadas de uma maneira consistente com o modo de
administracdo selecionado. As composicoes podem compreender
anticorpos inteiros, fragmentos de ligacdo ao antigeno, anticorpos
policlonais, anticorpos monoclonais, anticorpos gerados in vivo,
anticorpos gerados in vitro, anticorpos purificados ou parcialmente
purificados ou soro completo. A administracao pode compreender uma
dose uUnica de uma composicao de anticorpo ou uma administracao
inicial seguida por uma ou mais doses de reforco. As doses de reforco
podem ser fornecidas um dia, dois dias, trés dias, uma semana, duas
semanas, trés semanas, um, dois, trés, seis ou doze meses, ou em
qualquer outro momento, apés uma dose inicial. Uma dose de reforco
pode ser administrada apos uma avaliacao do titulo de anticorpos do

sujeito.

Equivalentes

[0387] Deve ser entendido que, embora a descricao tenha sido descrita
em conjunto com as modalidades acima, a descricao e os exemplos
anteriores destinam-se a ilustrar e nao limitar o ambito da divulgacao.
Outros aspectos, vantagens e modificacoes dentro do escopo da
divulgacao serao evidentes para os versados na técnica a qual pertence a

divulgacao.

[0388] Salvo definido de outra forma, todos os termos técnicos e
cientificos usados neste documento tém o mesmo significado como
comumente entendido por uma pessoa versada na técnica a qual esta
divulgacao pertence. Todas as sequéncias nucleotidicas aqui fornecidas

sdo apresentadas na direcao 5’ para 3’.

[0389] As modalidades ilustrativamente descritas neste documento
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podem ser praticadas adequadamente na auséncia de qualquer elemento
ou quaisquer elementos, limitacdo ou limitacdes, nao especificamente
revelados neste documento. Assim, por exemplo, os termos
“compreendendo”, “incluindo”, “contendo”, etc. devem ser lidos de forma
abrangente e sem limitacdo. Além disso, os termos e expressoes utilizados
neste documento foram usados como termos de descricdo e nao de
limitacao, e nao ha nenhuma intencao no uso de tais termos e expressoes
em excluir quaisquer equivalentes das caracteristicas mostradas e
descritas, ou partes delas, mas € reconhecido que varias modificacoes

sao possiveis no escopo da divulgacao.

[0390] Assim, deve ser entendido que, embora a presente divulgacao
tenha sido especificamente divulgada por modalidades especificas e
caracteristicas opcionais, a modificacao, melhoria e variacao das
modalidades aqui descritas podem ser utilizadas pelos versados na
técnica, e que tais modificacoes, melhorias e as variacoes sao
consideradas dentro do escopo desta divulgacado. Os materiais, métodos
e exemplos aqui fornecidos sao representativos de modalidades
particulares, sdo exemplificativos e ndo pretendem ser limitacoes do

ambito da divulgacao.

[0391] O escopo da divulgacao foi descrito ampla e genericamente neste
documento. Cada uma das espécies mais estreitas e grupos subgenéricos
que caem dentro da descricao genérica também fazem parte da
divulgacao. Isto inclui a descricdo genérica da descricado com uma
ressalva ou limitacdo negativa, removendo qualquer assunto do género,
independentemente de estarem ou nao o material extirpado € recitado

especificamente neste documento.

[0392] Além disso, quando caracteristicas ou aspectos da divulgacao sao
descritos em termos de grupos Markush, aqueles versados na técnica
reconhecerao que as modalidades da divulgacao também podem, desse

modo, ser descritas em termos de qualquer membro individual ou
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subgrupo de membros do grupo Markush.

[0393] Todas as publicacoes, pedidos de patente, patentes e outras
referéncias aqui mencionadas sao expressamente incorporadas por
referéncia na sua totalidade, na mesma medida como se cada uma fosse
incorporada por referéncia individualmente. Em caso de conflito, o
presente Relatorio Descritivo, incluindo definicoes, servira de base para

controle.
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REIVINDICACOES

1. Método Para Inibir Estabilidade de Biofilme, caracterizado por que
compreende contatar o biofilme com uma quantidade eficaz de um agente
que interfere na ligacao de uma poliamina ao DNA no biofilme, em que o
agente deixa de ser uma proteina HMGB1, fragmento ou um equivalente

dos mesmos.

2. Método Para Tratar Biofilme em Sujeito, caracterizado por que
compreende administrar ao sujeito infectado um biofilme de uma
quantidade eficaz de um agente que interfere na ligacao de uma
poliamina ao DNA no biofilme, em que o agente deixa de ser uma proteina

HMGBI1, fragmento ou um equivalente dos mesmos.

3. Método Para Prevenir Formacao de Biofilme em Sujeito Suscetivel
a Desenvolver Biofilme, caracterizado por que compreende administrar
ao syjeito uma quantidade eficaz de um agente que interfere na ligacao
de uma poliamina ao DNA no biofilme, opcionalmente em que o agente
deixa de ser uma proteina HMGBI1, fragmento ou um equivalente dos

mesmos.

4. Método Para Tratar Infeccao Causada por Bactéria que Produz
Biofilme em Sujeito em Necessidade do Mesmo, sendo o método
caracterizado por que compreende administrar ao sujeito uma
quantidade eficaz de um agente que interfere na ligacdo de uma
poliamina ao DNA no biofilme e um agente que inibe a replicacao do
organismo, opcionalmente em que o agente deixa de ser uma proteina

HMGBI, fragmento ou um equivalente dos mesmos.

5. Método Para Inibir Estabilidade de Biofilme, caracterizado por que
compreende contatar o biofilme com uma quantidade eficaz de um ou
mais agentes que interferem com a ligacdo de uma poliamina ao DNA no

biofilme, em que o agente deixa de ser uma proteina HMGB1, fragmento
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ou um equivalente dos mesmos.

6. Método Para Tratar Biofilme em Sujeito, caracterizado por que
compreende administrar ao sujeito infectado com um biofilme uma
quantidade eficaz de um ou mais agentes que interferem na ligacao de
uma poliamina ao DNA no biofilme, em que o agente deixa de ser uma

proteina HMGBJI1, fragmento ou um equivalente dos mesmos.

7. Método Para Prevenir Formacao de Biofilme em Sujeito Suscetivel
a Desenvolver Biofilme, caracterizado por que compreende administrar
ao sujeito uma quantidade eficaz de um ou mais agentes que interferem
com a ligacao de uma poliamina ao DNA no biofilme, opcionalmente em
que o agente deixa de ser uma proteina HMGBI1, fragmento ou um

equivalente dos mesmos.

8. Método Para Tratar Infeccao Causada por Bactéria que Produz
Biofilme em Sujeito em Necessidade do Mesmo, sendo o método
caracterizado por que compreende administrar ao sujeito uma
quantidade eficaz de um ou mais agentes que interferem na ligacao de
uma poliamina ao DNA no biofilme e um agente que inibe a replicacao do
organismo, opcionalmente em que o agente deixa de ser uma proteina

HMGBI1, fragmento ou um equivalente dos mesmos.

9. Método, de acordo com a Reivindicacdo 1 ou 5, caracterizado por que

o contato é in vitro ou in vivo.

10. Método, de acordo com qualquer uma das Reivindicacdes 1, 5 ou 9,
caracterizado por que o agente que interfere na ligacdo de uma

poliamina ao DNA no biofilme € um tRNA.

11. Método, de acordo com qualquer uma das Reivindicacoes
precedentes, caracterizado por que o agente € um inibidor da sintese de
poliamina ou um agente que inibe a ligacdo da poliamina ao DNA, em que

o agente deixa de ser uma proteina HMGB1, fragmento ou um equivalente
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dos mesmos.

12. Método, de acordo com qualquer uma das Reivindicacoes
precedentes, caracterizado por que a poliamina é selecionada a partir do
grupo de: putrescina, espermina, cadaverina, 1,3-diaminopropano ou

espermidina.

13. Método, de acordo com a Reivindicacao 11, caracterizado por que o
agente compreende um analogo de poliamina difluorometilornitina,
trans-4-metilciclohexilamina, sardomozida, metilglioxal-bis
[guanilhidrazona] (MGBG), 1-aminooxi-3-aminopropano, oxaliplatina,
cisplatina, diciclohexilamina, um derivado de qualquer um dos mesmos

ou um sal dos mesmos.

14. Método, de acordo com qualquer uma das Reivindicacoes de 1 a 9,
caracterizado por que o agente compreende um agente que esgota
cations do biofilme, opcionalmente uma resina de troca catidonica, um
acido aminopolicarboxilico, um éter de coroa, uma coroa-aza ou uma

cripta.

15. Método, de acordo com a Reivindicacdo 14, caracterizado por que o
agente que esgota cations do biofilme € do grupo de: sulfonato,
sulfopropil, fosfocelulose, fosfocelulose P11, sulfato de heparina ou um

derivado ou analogo do mesmo.

16. Método Para Inibir Estabilidade de Biofilme, compreendendo o
contato do biofilme in vitro com um agente que interfere na ligacao de
uma poliamina ao DNA no biofilme, caracterizado por que o contato
compreende o revestimento de uma superficie com uma quantidade eficaz
de agente que esgota os cations, em que o agente deixa de ser uma

proteina HMGB]1, fragmento ou um equivalente dos mesmos.

17. Método Para Inibir Estabilidade de Biofilme, compreendendo o

contato do biofilme in vitro com uma quantidade eficaz de um agente que
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interfere com a ligacdo de uma poliamina ao DNA no biofilme,
caracterizado por que o contato compreende o revestimento de uma
superficie com uma quantidade eficaz de um ou mais agentes que
esgotam cations, em que o agente deixa de ser uma proteina HMGBI1,

fragmento ou um equivalente dos mesmos.

18. Método, de acordo com qualquer uma das Reivindicacoes de 1 a 9
ou 16 ou 17, caracterizado por que o agente que interfere com a

conversio de B-DNA em Z-DNA no biofilme ou seu ambiente local.

19. Método, de acordo com qualquer uma das Reivindicacoes de 16 a 18,
caracterizado por que o agente compreende um anticorpo anti-B-DNA

ou fragmento ou derivado do mesmo.

20. Método, de acordo com qualquer uma das Reivindicacdes de 16 a 18,
caracterizado por que o agente compreende riboflavina, brometo de
etidio, bis(metidio)espermina, daunorrubicina, TMPyP4, um alcaléide
benzo|c]fenantridina quaternario, quinacrina, 9-amino acridina ou um

derivado dos mesmos.

21. Método, de acordo com qualquer uma das Reivindicacoes de 16 a 18,
caracterizado por que o agente compreende cloroquina ou um derivado

da mesma.

22. Método Para Inibir Estabilidade de Biofilme, compreendendo o
contato do biofilme in vitro com uma quantidade eficaz de proteina
HMGBI1 ou fragmento biologicamente ativo da mesma e anticorpo anti-
B-DNA ou fragmento ou derivado do mesmo, caracterizado por que o
contato compreende o revestimento de uma superficie com uma
quantidade eficaz de proteina HMGB1 ou fragmento biologicamente ativo

da mesma e anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou derivado do mesmo.

23. Método Para Inibir Estabilidade de Biofilme, compreendendo o

contato do biofilme in vitro com uma quantidade eficaz de cloroquina e
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anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou derivado do mesmo,
caracterizado por que o contato compreende o revestimento de uma
superficie com uma quantidade eficaz de cloroquina e anticorpo anti-B-

DNA ou fragmento ou derivado do mesmo.

24. Método Para Tratar Biofilme em Paciente que Sofre de Lupus
Eritematoso Sistémico (SLE) e/ou Fibrose Cistica (CF), caracterizado
por que compreende administrar uma quantidade eficaz de um agente
que interfere na conversao de B-DNA em Z-DNA no biofilme ou seu
ambiente local, em que o agente deixa de ser uma proteina HMGBI1,

fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos.

25. Método Para Tratar Biofilme em Paciente que Sofre de Lupus
Eritematoso Sistémico (SLE) e/ou Fibrose Cistica (CF), caracterizado
por que compreende administrar uma quantidade eficaz de um ou mais
agentes que interferem na conversao de B-DNA em Z-DNA no biofilme ou
seu ambiente local, em que o agente deixa de ser uma proteina HMGBI1,

fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos.

26. Método, de acordo com a Reivindicacao 22 ou 25, caracterizado por

que o agente compreende cloroquina ou um derivado da mesma.

27. Método, de acordo com a Reivindicacao 22 ou 25, caracterizado por
que o agente compreende um anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou

derivado do mesmo.

28. Método, de acordo com a Reivindicacdo 22 ou 25, caracterizado por
que o agente compreende riboflavina, brometo de etidio,
bis(metidio)espermina, daunorrubicina, @TMPyP4, um  alcaldide
benzo[c]fenantridina quaternario, quinacrina, 9-amino acridina ou um

dos mesmos.

29. Método Para Tratar Biofilme em Paciente que Sofre de Lupus

Eritematoso Sistémico (SLE) e/ou Fibrose Cistica (CF), caracterizado
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por que compreende administrar uma quantidade eficaz de proteina
HMGBI1 ou fragmento biologicamente ativo da mesma e anticorpo anti-

B-DNA ou fragmento ou derivado dos mesmos.

30. Método Para Tratar Biofilme em Paciente que Sofre de Lipus
Eritematoso Sistémico (SLE) e/ou Fibrose Cistica (CF), caracterizado
por que compreende administrar uma quantidade eficaz de cloroquina e

anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou derivado dos mesmos.

31. Método Para Tratar Infeccao Produtora de Biofilme Incidente,
para administrar uma quimioterapia a base de platina em um paciente
que recebe ou que recebeu a quimioterapia, sendo o método
caracterizado por que compreende administrar uma quantidade eficaz
de um agente que interfere na conversao de B-DNA em Z-DNA no biofilme
ou seu ambiente local, em que o agente deixa de ser uma proteina

HMGBI1, fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos.

32. Método Para Tratar Infeccao Produtora de Biofilme Incidente,
para administrar uma quimioterapia a base de platina em um paciente
que recebe ou que recebeu a quimioterapia, sendo o método
caracterizado por que compreende administrar uma quantidade eficaz
de um ou mais agentes que interferem na conversao de B-DNA em Z-DNA
no biofilme ou seu ambiente local, em que o agente deixa de ser uma

proteina HMGB]1, fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos.’

33. Método, de acordo com a Reivindicacdo 31 ou 32, caracterizado por

que o agente compreende cloroquina ou um derivado da mesma.

34. Método, de acordo com a Reivindicacdo 31 ou 32, caracterizado por
que o agente compreende um anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou

derivado do mesmo.

35. Método, de acordo com a Reivindicacdo 31 ou 32, caracterizado por

que o agente compreende riboflavina, brometo de etidio,
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bis(metidio)espermina, daunorrubicina, @TMPyP4, um  alcal6ide
benzo|c]fenantridina quaternario, quinacrina, 9-amino acridina ou um

derivado dos mesmos.

36. Método Para Tratar Infeccao Produtora de Biofilme Incidente,
para administracao de uma quimioterapia a base de platina em um
paciente que recebe ou que recebeu a quimioterapia, sendo o método
caracterizado por que compreende a administracao de uma quantidade
eficaz de proteina HMGBI1 ou fragmento biologicamente ativo da mesma

e anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou derivado do mesmo.

37. Método Para Tratar Infeccao Produtora de Biofilme Incidente,
para administrar uma quimioterapia a base de platina em um paciente
que recebe ou que recebeu a quimioterapia, sendo o método
caracterizado por que compreende administrar uma quantidade eficaz
de cloroquina e anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou derivado dos

mesmaos.

38. Método, de acordo com a Reivindicacdo 1 ou 5, caracterizado por
que compreende ainda contatar o biofilme com uma quantidade eficaz de
um agente que interfere com a ligacdo do eDNA a uma proteina de ligacao

ao DNA e/ou um agente antibacteriano.

39. Método, de acordo com a Reivindicacao 38, caracterizado por que o
agente que interfere na ligacdo do eDNA a proteina de ligacao ao DNA
compreende um ou mais de um anticorpo anti-DNABII, um anticorpo
anti-IHF e/ou um anticorpo anti-HU ou fragmentos de cada um dos

mesmaos.

40. Método, de acordo com qualquer uma das Reivindicacoes de 2 a 39,
caracterizado por que compreende ainda administrar ao sujeito uma
quantidade eficaz de um agente que interfere com a ligacdo do eDNA a

uma proteina de ligacao ao DNA e/ou um agente antibacteriano.
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41. Método, de acordo com a Reivindicacao 40, caracterizado por que o
agente que interfere na ligacdo do eDNA a proteina de ligacao ao DNA
compreende um ou mais de um anticorpo anti-DNABII, um anticorpo
anti-IHF e/ou um anticorpo anti-HU ou fragmentos de cada um dos

mesmaos.

42. Método, de acordo com a Reivindicacédo 14 ou 15, caracterizado por
que o agente que esgota cations do biofilme tem uma carga liquida

negativa.

43. Método, de acordo com a Reivindicacdo 14 ou 15, caracterizado por

que o agente que esgota cations do biofilme tem uma carga neutra.

44. Método, de acordo com a Reivindicacao 38, caracterizado por que o
agente que interfere na ligacdo do eDNA a uma proteina de ligacao ao

DNA tem uma carga liquida negativa.

45. Método, de acordo com a Reivindicacao 38, caracterizado por que o
agente que interfere na ligacdo do eDNA a uma proteina de ligacao ao

DNA tem uma carga liquida neutra.

46. Método, de acordo com a Reivindicacao 38, caracterizado por que o
agente que interfere na ligacdo do eDNA a uma proteina de ligacao ao

DNA tem uma carga liquida positiva.

47. Método, de acordo com qualquer uma das Reivindicacoes de 1 a 46,
caracterizado por que os métodos sao realizados na auséncia de

administracdo de uma enzima DNAse.

48. Composicao, caracterizada por que compreende um, dois ou trés
ou mais dos seguintes: um agente que interfere com a ligacdo de uma
poliamina ao DNA no biofilme, um agente que esgota cations do biofilme,
um agente que interfere na conversao de B-DNA em Z -DNA no biofilme

ou em seu ambiente local, um agente que interfere na ligacao do eDNA a
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uma proteina de ligacao ao DNA e/ou um agente antibacteriano.

49. Composicao, de acordo com a Reivindicacao 48, caracterizada por

que compreende ainda um transportador farmaceuticamente aceitavel.

50. Composicao, de acordo com a Reivindicacdo 48 ou 49, caracterizada
por que o agente que interfere na ligacao de uma poliamina ao DNA no
biofilme compreende um ou mais dentre: um analogo de poliamina
difluorometilornitina, trans-4-metilciclohexilamina, sardomozida,
metilglioxal-bis[guanilhidrazona] (MGBG), 1-aminooxi-3-aminopropano,
oxaliplatina, cisplatina e / ou diciclohexilamina, um derivado de qualquer

um deles ou um sal deste.

51. Composicao, de acordo com a Reivindicacao 48 ou 49, caracterizada
por que o agente que esgota cations do biofilme compreende um ou mais
de: uma resina de troca catidnica, um acido aminopolicarboxilico, um
éter de coroa, um coroa-aza ou uma cripta, sulfonato, sulfopropil,
fosfocelulose, fosfocelulose P11 e/ou sulfato de heparina, ou um derivado

ou analogo dos mesmos.

52. Composicao, de acordo com a Reivindicacao 48 ou 49, caracterizada
por que o agente que interfere na conversdo de B-DNA em Z-DNA no
biofilme ou seu ambiente local compreende um ou mais de: proteina
HMGBI1, fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos, um anti-
B-DNA anticorpo ou fragmento ou derivado do mesmo, e/ou cloroquina,

ou um derivado de qualquer um dos mesmos.

53. Composicao, de acordo com a Reivindicacao 48 ou 49, caracterizada
por que o agente que interfere na ligacao do eDNA a uma proteina de
ligacdo ao DNA compreende um ou mais dentre: um anticorpo anti-
DNABII, um anticorpo anti-IHF e/ou um anticorpo anti-HU, ou

fragmentos de cada um dos mesmos.

54. Kit, caracterizado por que compreende a composicao conforme
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definida em qualquer uma das Reivindicacoes de 48 a 53, e instrucoes de
uso e, opcionalmente, em que os agentes sdo combinados ou embalados

separadamente.

55. Kit, de acordo com a Reivindicacao 54, caracterizado por que as
instrucoes de uso fornecem instrucodes para conduzir o método conforme

definido em qualquer uma das Reivindicacoes de 1 a 47.

56. Uso de um agente que interfere na ligacio de uma poliamina ao
DNA de biofilmes (exceto proteina HMGB1, fragmento ou um equivalente
dos mesmos), caracterizado por que € no fabrico de medicamentos para

inibir estabilidade de biofilme.

57. Uso de um agente que interfere na ligacao de uma poliamina ao
DNA de biofilmes (exceto proteina HMGB1, fragmento ou um equivalente
dos mesmos), caracterizado por que € no fabrico de medicamentos para

tratar biofilme em sujeito.

58. Uso de um agente que interfere na ligacao de uma poliamina ao
DNA de biofilmes (opcionalmente exceto proteina HMGB1, fragmento ou
um equivalente dos mesmos), caracterizado por que € no fabrico de
medicamentos para prevenir formacao de biofilme em sujeito suscetivel a

desenvolver biofilme.

59. Uso de um agente que interfere na ligacao de uma poliamina ao
DNA de biofilmes e agente que inibe a replicacao do organismo
(opcionalmente exceto proteina HMGBI1, fragmento ou um equivalente
dos mesmos), caracterizado por que € no fabrico de medicamentos para
tratar infeccao causada por bactéria que produz biofilme em sujeito em

necessidade do mesmo.

60. Uso de um ou mais agentes que interferem na ligacio de uma

poliamina ao DNA de biofilmes (exceto proteina HMGB]1, fragmento ou

Peticéo 870200160890, de 23/12/2020, pag. 501/508



11/17

um equivalente dos mesmos), caracterizado por que € no fabrico de

medicamentos para inibir estabilidade de biofilme.

61. Uso de um ou mais agentes que interferem na ligacio de uma
poliamina ao DNA de biofilmes (exceto proteina HMGB1, fragmento ou
um equivalente dos mesmos), caracterizado por que € no fabrico de

medicamentos para tratar biofilme em sujeito.

62. Uso de um ou mais agentes que interferem na ligacao de uma
poliamina ao DNA de biofilmes (opcionalmente exceto proteina HMGBI1,
fragmento ou um equivalente dos mesmos), caracterizado por que € no
fabrico de medicamentos para prevenir formacado de biofilme em sujeito

suscetivel a desenvolver biofilme.

63. Uso de um ou mais agentes que interferem na ligacio de uma
poliamina ao DNA de biofilmes e um agente que inibe a replicacao do
organismo (opcionalmente exceto proteina HMGBI1, fragmento ou um
equivalente dos mesmos), caracterizado por que € no fabrico de
medicamentos para tratar infeccdo causada por bactéria que produz

biofilme em sujeito em necessidade do mesmo.

64. Uso de um ou mais agentes, de acordo com a Reivindicacao 56 ou

60, caracterizado por que o contato € in vitro ou in vivo.

65. Uso de um ou mais agentes, de acordo com qualquer uma das
Reivindicacoes 56, 60 ou 64, caracterizado por que o agente que

interfere na ligacao de uma poliamina ao DNA no biofilme € um tRNA.

66. Uso de um ou mais agentes, de acordo com qualquer uma das
Reivindicacoes precedentes, caracterizado por que o agente € um
inibidor da sintese de poliamina ou um agente que inibe a ligacdo da
poliamina ao DNA, em que o agente deixa de ser uma proteina HMGB1,

fragmento ou um equivalente dos mesmos.
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67. Uso de um ou mais agentes, de acordo com qualquer uma das
Reivindicacdes precedentes, caracterizado por que a poliamina é
selecionada a partir do grupo de: putrescina, espermina, cadaverina, 1,3-

diaminopropano ou espermidina.

68. Uso de um ou mais agentes, de acordo com a Reivindicacao 66,
caracterizado por que o agente compreende um analogo de poliamina
difluorometilornitina, trans-4-metilciclohexilamina, sardomozida,
metilglioxal-bis [guanilhidrazona] (MGBG), 1-aminooxi-3-aminopropano,
oxaliplatina, cisplatina, diciclohexilamina, um derivado de qualquer um

dos mesmos ou um sal dos mesmos.

69. Uso de um ou mais agentes, de acordo com qualquer uma das
Reivindicacoes de 56 a 64, caracterizado por que o agente compreende
um agente que esgota cations do biofilme, opcionalmente uma resina de
troca cationica, um acido aminopolicarboxilico, um éter de coroa, uma

coroa-aza ou uma cripta.

70. Uso de um ou mais agentes, de acordo com a Reivindicacdo 69,
caracterizado por que o agente que esgota cations do biofilme € do grupo
de: sulfonato, sulfopropil, fosfocelulose, fosfocelulose P11, sulfato de

heparina ou um derivado ou analogo do mesmo.

71. Uso de um ou mais agentes, de acordo com qualquer uma das
Reivindicacoes de 56 a 64, caracterizado por que o agente que interfere

com a conversao de B-DNA em Z-DNA no biofilme ou seu ambiente local.

72. Uso de um ou mais agentes, de acordo com a Reivindicacdo 71,
caracterizado por que o agente compreende um anticorpo anti-B-DNA

ou fragmento ou derivado do mesmo.

73. Uso de um ou mais agentes, de acordo com a Reivindicacdo 71,
caracterizado por que o agente compreende riboflavina, brometo de

etidio, bis(metidio)espermina, daunorrubicina, TMPyP4, um alcaloide
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benzo|c|fenantridina quaternario, quinacrina, 9-amino acridina ou um

derivado dos mesmos.

74. Uso de um ou mais agentes, de acordo com a Reivindicacdo 71,
caracterizado por que o agente compreende cloroquina ou um derivado

da mesma.

75.Uso de um agente que interfere na conversao de B-DNA em Z-DNA
no biofilme ou seu ambiente local (exceto proteina HMGB1, fragmento
ou um equivalente dos mesmos), caracterizado por que € no fabrico de
medicamentos para tratar biofilme em paciente que sofre de Lupus

Eritematoso Sistémico (SLE) e/ou Fibrose Cistica (CF).

76. Uso de um ou mais agentes que interferem na conversao de B-
DNA em Z-DNA no biofilme ou seu ambiente local (exceto proteina
HMGBI1, fragmento ou um equivalente dos mesmos), caracterizado por
que € no fabrico de medicamentos para tratar biofilme em paciente que

sofre de Lupus Eritematoso Sistémico (SLE) e/ou Fibrose Cistica (CF).

77. Uso de um ou mais agentes que interferem na conversao de B-
DNA em Z-DNA no biofilme ou seu ambiente local, de acordo com a
Reivindicacao 76, caracterizado por que o agente compreende

cloroquina ou um derivado da mesma.

78. Uso de um ou mais agentes que interferem na conversao de B-
DNA em Z-DNA no biofilme ou seu ambiente local, de acordo com a
Reivindicacao 76, caracterizado por que o agente compreende um

anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou derivado do mesmo.

79. Uso de um ou mais agentes que interferem na conversao de B-
DNA em Z-DNA no biofilme ou seu ambiente local, de acordo com a
Reivindicacdo 76, caracterizado por que o agente compreende
riboflavina, brometo de etidio, bis(metidio)espermina, daunorrubicina,

TMPyP4, um alcaloide benzo|c|fenantridina quaternario, quinacrina, 9-
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amino acridina ou um dos mesmos.

80. Uso de proteina HMGB1 ou fragmento biologicamente ativo da
mesma e anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou derivado dos
mesmos, caracterizado por que é no fabrico de medicamentos para
tratar biofilme em paciente que sofre de Lupus Eritematoso Sistémico

(SLE) e/ou Fibrose Cistica (CF).

81. Uso de cloroquina e anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou
derivado dos mesmos, caracterizado por que é no fabrico de
medicamentos para tratar biofilme em paciente que sofre de Lupus

Eritematoso Sistémico (SLE) e/ou Fibrose Cistica (CF).

82. Uso agente que interfere na conversao de B-DNA em Z-DNA no
biofilme ou seu ambiente local (exceto proteina HMGB1, fragmento ou
um equivalente de cada um dos mesmos), caracterizado por que é no
fabrico de medicamentos para tratar infeccao produtora de biofilme
incidente, administrando uma quimioterapia a base de platina em um

paciente que recebe ou que recebeu a quimioterapia.

83. Uso de um ou mais agentes que interferem na conversao de B-
DNA em Z-DNA no biofilme ou seu ambiente local (exceto proteina
HMGBI1, fragmento ou um equivalente de cada um dos mesmos),
caracterizado por que € no fabrico de medicamentos para tratar infeccao
produtora de biofilme incidente, administrando uma quimioterapia a
base de platina em um paciente que recebe ou que recebeu a

quimioterapia.

84. Uso de um ou mais agentes que interferem na conversao de B-
DNA em Z-DNA no biofilme ou seu ambiente local, de acordo com a
Reivindicacao 82 ou 83, caracterizado por que o agente compreende

cloroquina ou um derivado da mesma.

85. Uso de um ou mais agentes que interferem na conversao de B-
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DNA em Z-DNA no biofilme ou seu ambiente local, de acordo com a
Reivindicacao 82 ou 83, caracterizado por que o agente compreende um

anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou derivado do mesmo.

86. Uso de um ou mais agentes que interferem na conversao de B-
DNA em Z-DNA no biofilme ou seu ambiente local, de acordo com a
Reivindicacdo 82 ou 83, caracterizado por que o agente compreende
riboflavina, brometo de etidio, bis(metidio)espermina, daunorrubicina,
TMPyP4, um alcaloide benzo|c|fenantridina quaternario, quinacrina, 9-

amino acridina ou um derivado dos mesmos.

87. Uso de proteina HMGB1 ou fragmento biologicamente ativo da
mesma e anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou derivado do mesmo,
caracterizado por que é no fabrico de medicamentos para tratar infeccao
produtora de biofilme incidente, administrando uma quimioterapia a
base de platina em um paciente que recebe ou que recebeu a

quimioterapia.

88. Uso de cloroquina e anticorpo anti-B-DNA ou fragmento ou
derivado dos mesmos, caracterizado por que ¢é no fabrico de
medicamentos para tratar infeccdo produtora de biofilme incidente,
administrando uma quimioterapia a base de platina em um paciente que

recebe ou que recebeu a quimioterapia.

89. Uso de um ou mais agentes que interferem na ligacio de uma
poliamina ao DNA de biofilmes, de acordo com a Reivindicacao 56 ou
60, caracterizado por que compreende ainda contatar o biofilme com
uma quantidade eficaz de um agente que interfere com a ligacdo do eDNA

a uma proteina de ligacdo ao DNA e/ou um agente antibacteriano.

90. Uso de um ou mais agentes que interferem na ligacao de uma
poliamina ao DNA de biofilmes, de acordo com a Reivindicacdo 89,

caracterizado por que o agente que interfere na ligacao do eDNA a
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proteina de ligacdo ao DNA compreende um ou mais de um anticorpo
anti-DNABII, um anticorpo anti-IHF e/ou um anticorpo anti-HU ou

fragmentos de cada um dos mesmos.

91. Uso de um ou mais agentes, de acordo com qualquer uma das
Reivindicacoes de 57 a 90, caracterizado por que compreende ainda
administrar ao sujeito uma quantidade eficaz de um agente que interfere
com a ligacdo do eDNA a uma proteina de ligacdo ao DNA e/ou um agente

antibacteriano.

92. Uso de um ou mais agentes, de acordo com a Reivindicacao 91,
caracterizado por que o agente que interfere na ligacao do eDNA a
proteina de ligacdo ao DNA compreende um ou mais de um anticorpo
anti-DNABII, um anticorpo anti-IHF e/ou um anticorpo anti-HU ou

fragmentos de cada um dos mesmos.

93. Uso de um ou mais agentes, de acordo com a Reivindicagcao 69 ou
70, caracterizado por que o agente que esgota cations do biofilme tem

uma carga liquida negativa.

94. Uso de um ou mais agentes, de acordo com a Reivindicacao 69 ou
70, caracterizado por que o agente que esgota cations do biofilme tem

uma carga neutra.

95. Uso de um ou mais agentes que interferem na ligacao de uma
poliamina ao DNA de biofilmes, de acordo com a Reivindicacao 89,
caracterizado por que o agente que interfere na ligacdo do eDNA a uma

proteina de ligacao ao DNA tem uma carga liquida negativa.

96. Uso de um ou mais agentes que interferem na ligacao de uma
poliamina ao DNA de biofilmes, de acordo com a Reivindicacao 89,
caracterizado por que o agente que interfere na ligacdo do eDNA a uma

proteina de ligacao ao DNA tem uma carga liquida neutra.
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97. Uso de um ou mais agentes que interferem na ligacao de uma
poliamina ao DNA de biofilmes, de acordo com a Reivindicacao 89,
caracterizado por que o agente que interfere na ligacdo do eDNA a uma

proteina de ligacao ao DNA tem uma carga liquida positiva.

98. Uso de um ou mais agentes, de acordo com qualquer uma das
Reivindicacoes de 56 a 97, caracterizado por que os métodos sao

realizados na auséncia de administracdo de uma enzima DNAse.
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“COMPOSICOES E METODOS PARA MEDIAR EPS”
RESUMO

A divulgacao se refere a métodos para inibir a estabilidade de
um biofilme compreendendo o contato do biofilme com uma quantidade
eficaz de um agente que interfere com a ligacao de uma poliamina ao DNA
no biofilme. Também sao fornecidos aqui métodos para tratar um biofilme
em um sujeito, compreendendo administrar ao sujeito infectado com um
biofilme uma quantidade eficaz de um agente que interfere com a ligacao
de uma poliamina ao DNA no biofilme. Além disso, sao descritos neste
documento métodos para tratar um biofilme em um paciente que sofre
de lupus eritematoso sistémico (SLE) e/ou fibrose cistica (CF),
compreendendo administrar uma quantidade eficaz de um agente que
interfere na conversdo de B-DNA em Z-DNA em o biofilme ou seu

ambiente local.
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