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RESUMO

“PROCESSO PARA A OBTENCAO E UTILIZAGCAO DE NOVAS DEFENSINAS
HUMANAS COMO PROTEINAS BIOLOGICAMENTE ACTIVAS PARA O TRATAMENTO
DE INFECGCOES E OUTRAS DOENGAS”

A invencdo refere-se aos novos peptideos obtidos de sangue
humano, hbd-5 (beta-defensina humana 5), hBD-6, hBD-7, hBD-8,
hBD-10, hBD-11, hBD-12, hBD-13, hBD-14, hBD-15, hBD-16, hBD-17,
hBD-18, hBD-19, hBD-20, hBD-22, hBD-23, hBD-24, hBD-25, hBD-26,
hBD-27, hBD-28, hBD-29, hBD-30, hBD-31 e hBD-32 e seus
derivados, cuja estrutura fol elucidada de maneira que possam
ser utilizadas terapeuticamente, em diagndstico e comercialmente
como medicamentos. Os peptideos podem ser preparados
biotecnologicamente, por processos recombinantes, e sintese
quimica bem como proteoliticamente das correspondentes proteinas

precursoras.



DESCRIGCAO

“PROCESSO PARA A OBTENCAQO E UTILIZAGAO DE NOVAS DEFENSINAS
HUMANAS COMO PROTEINAS BIOLOGICAMENTE ACTIVAS PARA O TRATAMENTO
DE INFECGCOES E OUTRAS DOENGAS”

A invencdo refere-se ao peptideo hBD-6 do tipo defensina
humana, um processo para a obtencdo de peptideos de acordo com a
invencédo numa forma pura ou parcialmente purificada a partir de
liquidos corporais humanos e animais, gue apresentem a
capacidade de evitar a invasdc bacteriana em doencas
inflamatdérias, Aacidos nucleicos, que sdo codificados para estes
peptideos, medicamentos contendo estes peptideos, bem como
utilizacdes destes peptideos para o tratamento de diferentes

doencas.

Estes peptideos deixam-se obter, em especial, a partir de
hemofiltrado ocu hemodialisado de sangue humano e animal. Estas
substéncias s&do classificadas como defensinas humanas e podem
ser de wutilidade como fim (1) na utilizacdo em medicina e

comercialmente como medicamento e (2) na andlise de doencas.

A substancia com a designacdo abreviada de hBD-6 (beta-
defensina humana 6) foi obtida pela primeira vez a partir do
hemofiltrado de doentes com doenca renal, depois de
ultrafiltracdoc em aparelhos de hemodidlise, sendo caracterizada
funcionalmente através de um teste de inibicdo antibacteriano.
Para a preparacdo dos peptideos de defensina foli refinado um
processo patenteado (Forssmann, 1988; DE 3633707 Cl), o qual foi

inventado anteriormente para a obtencdo de proteinas a partir de



hemofiltrados. A partir das moléculas obtidas a partir deste
processo com um peso molecular abaixo de 20 kDalton, que sé&o
filtradas wveno-venosa ou artero-venosamente por filtracdo com
ligacdo de derivacdo, podem ser reconhecidas através de um teste
funcional, as fracgdes de peptideos contendo o8 peptideos de
defensina humana. O processo até agora conhecido foi utilizado
de maneira a obter os extractos brutos de peptideo, com os guais
foi verificado um forte efeito, na aplicagdo do teste de difuséo
radial de LEHRER, no qual o crescimento de bactérias em cultura

¢ fortemente inibido sob a influéncia desta substéncia.

Foi verificado, além disso, que estas actividades
biolégicas podiam ser concentradas em posteriores processos de
purificacdc até que pudessem ser 1dentificadas finalmente
diferentes proteinas homogéneas e a sua estrutura elucidada. De
forma vantajosa, estas substdncias podem ser purificadas a
partir do hemofiltrado que foi até agora consideradc sem valor
para serem utilizadas como substéancias de aproveitamento
econémica. Os peptideos de acordo com a invencdo deixam-se obter
através de sintese quimica e através de producdo de engenharia
genética, deixando-se utilizar, entre outros, como sintoma de
diagnéstico pantogondémico para a andlise de doencas
inflamatdrias do tracto gastro-intestinal, tracto respiratodrio

extracto urogenital bem como outros 6rgdos epiteliais.

A presente invencdo refere-se a um peptideo com a

sequéncia de aminocacidos

(b) hBD-6
Zy3—CGYGTARCRKKCRSQEYRIGRCPNTYACC-Z¢3



Os seguintes quatro peptideocs ndo sdo objecto da invencdo e

foram apenas indicados para fins de comparacdo:

(e) hBD-10
—CHMQOGICRLFFCHSGEKKRGICSDPWNRCC-

(k) hBD-16
-CWNNYVQGHCRKICRVNEVPEALCENGRYCC-

(1) hBD-17
—-CWNLYGKCRYRCSKKERVYVYCINNKMCC-

(n) hBD-19
—-CLMGLGRCRDHCNVDEKE IQKCKMKKCC—

em que

Zys; significa um residuo de amincédcidos ou um residuo de peptideo
de até 30 aminocécidos, em especial o residuo de peptideo EFELDRI

e os seus fragmentos N-terminal encurtados,

Ze¢s significa um residuo de amincidcidos ou um residuo de peptideo
de até 30 aminodcidos, em especial o residuo de peptideo

LRKWDESLLNRTKP e 05 seus fragmentos C-terminal encurtados,

e o0s derivados ciclicos, amidados, acetilados, sulfatados,
fosforilados, glicosilados e oxidados com actividade
antibiética, que sdo derivados das sequéncias de aminoacidos

acima descritos.



Para os novos peptideos de defensina acima descritos foi
encontrada a seguinte sequéncia de codificac&o de acido nucleico

(cDNA), que & também objecto da presente invencéo:

(b) hBD-6
CGAATTTGAATTGCGACAGAATATGTGGTTATGGCACTGCCCGTTGCCGGAAGAAATGTCGCAGC
CAAGAATACAGAATTGGAAGATGTCCCAACACCTATGCATGCTGTTTGAGAAAATGGGATGAGA
GCTTACTGAATCGCTACAAAACCC

Através da andlise da sequéncia de codificacdo nucleotidica
foi encontrado o gene do novo peptideo de defensina hBD-6 sobre

0 cromossoma 8.

Assim, ¢é além disso objectivo da presente invencao,
disponibilizar o novo peptideo hBD-6, que & caracterizado por
poder ser utilizado respectivamente como um medicamento bem
acessivel, <com actividade Dbioldégica e terapéutica de uma

substancia natural.

A presente invencgdo disponibiliza além disso um processo
para a preparacdc dos peptideos de acordo com a invencdo, bem
como a utilizacdo dos peptideos de acordo com a invencdo como
medicamentos para diferentes indicagbes terapéuticas e de
diagnéstico. Para este efeito os peptidecs de defensina podem
ser wutilizados como substédncias altamente puras ou - se
suficientes para uma utilizacdo determinada - dentro de uma
mistura de peptideos parcialmente purificada, ou como mistura de
varios dos peptideos de defensina altamento puros de acordo com

a invencéo.



Os peptideos de acordo com & invencdo podem ser utilizados
para o tratamento de doencas gque resultam da colonizac&o de

6rg&dos por bactérias.

Os peptideos de acordo com a invencdo podem ser utilizados,
além disso, para o tratamento de doencas do organismo humano, em
especial envolvendo o tracto gastro-intestinal, as vias

respiratdrias e o aparelho urogenital.

Os peptideos de acordo com & invencdo podem ser utilizados
noutra realizacdo da invencdo, para o tratamento de doencas do
organismo humano, em especial envolvendo o integumento e suas

gladndulas anexas.

Os peptideos de acordo com a invengdo podem também ser
utilizados para o tratamento de doencas sistémicas na
sobreproducdo ou caréncia dos peptideos de defensina, em
especial através de anticorpos formados contra os peptideos de

defensina ou para a utilizacdo na terapia de substituigdo.

Numa outra realizacd&o da invencdo, os peptideos de acordo
com a invencdo podem ser utilizados para o tratamento de doencas
crénicas, parcialmente associadas com as doengas ja& mencionadas,

utilizando estes na forma adequada para o tratamento.

Os peptideos de acordo com a invencdo podem, além disso,

ser utilizados para o tratamento de doencas em estado agudo.

Os peptideos de acordo com & invencdo podem ser utilizados
para o tratamento da perturbacdo da fertilidade, em especial em
doencas associadas com perturbacdes de penetracédo dos

espermatozdides com odcitos e perturbacdes de nidacdo bem como



perturbacdes de maturacdo no aparelho reprodutor masculinoc, bem

como contraceptivo.

Os peptideos de acordo com & invencdo podem ser utilizados
para o diagndéstico das doencas J& mencionadas, por exemplo,
preparando anticorpos contra um ou varios dos peptideos de
acordo com a invencdo ou seus derivados ou seus fragmentos e
medindo a concentragdoc no sangue de um ou varios dos peptideos

de acordo com a invencg&o através de processos imunoldgices.

A presente invencgido refere-se além disso a varios processos
para a preparacdo dos novos peptideos de defensina de acordo com
a 1nvencdo ou seus derivados, caracterizados por estes serem
preparados através de uma expressdo procaridta ou eucaridta, e
purificados por cromatografia, bem como um outro processo para a
preparacdo dos peptideos de defensina ou seus derivados, por
isolamento a partir de sangue humano de forma conhecida através
de processos cromatograficos e finalmente um processo para a
preparacdo dos peptideos de defensina, ao preparar estes
peptideos de defensina através dos processos habituais da
sintese em fase sélida e liquida a partir dos amincacidos
protegidos, que estdo contidos na sequéncia indicada,
desbloqueando e purificando com o©os processos cromatograficos

habituais.

Os peptidecs de defensina s&o sintetizados guimicamente e
preparados como medicamento. A preparacdo através de engenharia
genética também & estabelecida utilizando vectores habituais.
Por esta via, os novos peptideos de defensina sdo preparados
quer em organismos (1) procaridtas como também (2) eucaridtas.

Para este efeito estdo disponiveis em rotina diferentes vectores



de expressdo para a expressdo secretdria ou directamente

citoplasmética.

As preparag¢des medicamentosas contém um ou varios dos novos
peptideos de defensina de acordo com a invencdo ou um sal
fisiologicamente aceitavel destes peptidecs. A forma e a
composicdo dos medicamentos, os quais contém um ou varios dos
novos peptideos de defensina, depende do tipo de administracgéo.
Os medicamentos contendo um ou varios dos novos peptidecs de
defensina podem ser administrados de forma parentérica,
intranasal, oral e por meio de inalag¢do. De um modo preferido,
estes medicamentos contendo um ou varics dos novos peptideos de
defensina sdo produzidos com um preparado de injec¢do, como
soluc&do ou como liofilisado para dissolucdo, imediatamente antes
da utilizac&o. As preparacdes medicamentosas podem, além disso,
conter substéncias auxiliares, que dependem da técnica de
enchimento, contribuem para a solubilidade, estabilidade ou
esterilidade do medicamento ou aumentam o grau de eficadcia da

absorcdo no corpo.

A dose diadria a ser administrada para os peptideos de
defensina de acordo com a invencdo depende da indicacdo e da
aplicacdo de determinados derivados. Para a injeccdo 1.v./i.m.
ela encontra-se na gama de 100 até 1200 unidades (pg)/dia, para
a 1injeccdo subcutdnea diédria, de um modo preferido, de

300 - 2400 unidades (ug)/dia.

A  determinacdo da actividade Dbioldégica para ©0s novos
peptideos de defensina de acordo com a invencdo baseia-se em
medicdes contra preparagdes de referéncia internacionalmente

utilizadas para substdncias antibidticas.



0 novo peptideo de defensina hBD-6 de acordo com a invencao
¢ caracterizado por se adequar, em especial também, para a
terapia prolongada em doencas infecciosas, uma vez que dispde de
uma extraordindria eficacia Dbioldégica e por outro lado nédo
desenvolve, mesmo no caso de um tratamento permanente, nenhuma

reaccdo imune.

Devido ao efeito bioldgico dos peptideos de defensina de
acordo com a invengdo é mostrado que os preparados de acordo com
a invencdo sdo aplicaveis, além disso, como agentes para a

terapia de doencas infecciosas de muitos 6rgdos epiteliais.

Para a determinacdo da actividade foram testados, a titulo
de exemplo, os peptideos hBD10, hBD17 e hBD19, que ndoc sao de
acordo com a invencéo, relativamente ao seu efeito
antimicrobiano. No teste de difusdo radial, puderam ser medidas
as actividades dos peptideos indicadas na tabela 1 contra
diferentes estirpes de bactérias. Aqui (+) significa a formacédo
de um halo de inibicdo e (-) significa nenhuma formacdo de um

halo de inibicéao.

Tabela 1

hBD10 hBD17 hBD19
Escherichia coli (+) (+) (+)
Staphylococcus carnosus (+) (+) (+)
Saccharomyces cerevisiae (+) (+) (-)

Para uma determinacdo mais exacta da actividade antibidtica

foi determinada a concentracdo inibitéria minima (MIC) das



defensinas acima mencionadas de acordo com métodos
convencionais. Os resultados estido indicados na tabela 2, em que
os valores de MIC correspondem a concentracdo em [pg/mL]

(nd = ndo determinado).

Tabela 2

hBD10 hBD17 hBD19
Escherichia coli nd nd nd
Staphylococcus carnosus <50 <25 <25
Saccharomyces cerevisiae nd nd nd

Além disso, foram efectuadas andlises de estrutura com o
hBD16 n&oc de acordo com a invencdo. A figura 1 mostra a

estrutura de RMN encontrada em solucédo.

A posicdo espacial das cisteinas Cys 6, 15, 29 e 35 mostra
que as pontes formadas nestas posicdes nao significa
necessariamente uma mudanca estrutural gue resulta numa reducgdo
da actividade. Isto pode ser mostrado por comparacdo de dois

padrdes de pontes (figura 2).
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cgaatttgaa ttggacagaa tatgtggtta tgggactgcc cgttgceccgga
agaaatgtecg 60

cagccaagaa tacagaattg gaagatgtcc caacacctat gcatgetgtt
tgagaaaatg 120

ggatgagagc ttactgaatc gtacaaaacc ¢ 151
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REIVINDICACOES

Peptideo com a sequéncia de aminodcidos

(bb) hBD-6
Zy3=CGYGTARCRKKCRSQEYRIGRCPNTYACC-Z¢3,

em que Zy; significa um residuo de aminoadcidos ou um residuo
de peptidec até 30 aminocécidos, em especial o residuo de
peptideo EFELDRI e os seus fragmentos N-terminal encurtados
e Zc3 significa um residuo de aminodcidos ou um residuo de
peptideo até 30 aminoacidos, em especial o residuc de
peptideoc LRKWDESLLNRTKP e o0s seus fragmentos C-terminal

encurtados.

Peptideo de acordo com a reivindicacdo 1, em que o peptideo
é¢ um derivado ciclico, amidado, acetilado, sulfatado,
fosforilado, glicosilado ou oxidado que deriva das
sequéncias de amincdcidos descritas na reivindicacdo 1 e

apresenta actividade antibidtica.

Processc para a preparacdo dos peptideos de defensina ou
seus derivados de acordo com pelo menos uma das
reivindicacdes 1 até 2, caracterizado por se preparar estes
através de uma expressido procariota ou eucariota e se

purificar.

Processoc para a preparacdo dos peptideos de defensina ou
seus derivados de acordo com pelo menos uma das
reivindicacbes 1 até 2, caracterizado por se isolar de

forma conhecida os peptideos a partir de sangue humano



através de processos cromatogradficos habituais em si

conhecidos.

Processo para a preparacdo dos peptideos de defensina ou
seus derivados de acordo com pelo menos uma das
reivindicacdes 1 até 2, caracterizado por se preparar oS
peptideos de defensina ou seus derivados através dos
processos habituais da sintese quimica em fase sélida e
liquida a partir dos aminocacidos protegidos que estéo
contidos nas sequéncias indicadas de acordo com a
reivindicacdo 1, desbloqueando e purificando por meio de

processos em si conhecidos.

Medicamento contendo um ou varios dos peptideos de
defensina ou seus derivados de acordo com pelo menos uma
das reivindicagdes 1 até 2 como substéncia activa a par de

substincias auxiliares ¢ aditivos habituais.

Utilizacdo de um ou varios dos peptideos de defensina ou
seus derivados de acordo com pelo menos uma das
reivindicacdes 1 até 2, para a preparacdo de um medicamento
para o tratamento de doencas que resultam da colonizacdo

dos 6rgdos por batérias.

Utilizacdo de um ou vAarios dos peptideos de defensina ou
seus derivados de acordo com pelo menos uma das
reivindicacdes 1 até 2, para a preparacdo de um medicamento
para o tratamento de dcencas do organismo humano, em
especial, envolvendo o tracto gastro-intestinal, vias

respiratdérias e tracto urogenital.



10.

11.

12.

Utilizacdo de um ou vAarios dos peptideos de defensina ou
seus derivados de acordo com pelo menos uma das
reivindicacbes 1 até 2, para a preparacdo de um medicamento
para o tratamento de dcencas do organismo humano, emn

especial envolvendo o tegumentoc e suas glandulas anexas.

Utilizacdo de um ou varios dos peptideos de defensina ou
seus derivados de acordo com pelo menos uma das
reivindicacgdes 1 até 2, para a preparacido de um medicamento
para o tratamento de doencas sistémicas na sobreprodugdo ou
caréncia dos peptideos de defensina, em especial, através
de anticorpos formados contra os peptidecs de defensina ou
para a utilizacido dos peptideos de defensina de acordo com
pelo menos uma das reivindicagbdes 1 até 2 para a preparacao

de um medicamento para a terapia de substituicédo.

Utilizacdo de um ou varios dos peptideos de defensina ou
seus derivados de acordo com ©pelo menos uma das
reivindicagdes 1 até 2, para a preparagdo de um medicamento
para o tratamento de doencas crbdnicas, parcialmente
associadas com doencas de acordo com as reivindicacgdes 7
até 10, em que ¢é wutilizado na forma adequada para a

preparagdo de um medicamento para o tratamento.

Utilizacdo de um ou vAarios dos peptideos de defensina ou
seus derivados de acordo com pelo menos uma das
reivindicacdes 1 até 2, para a preparacdo de um medicamento
para o© tratamento de doencas agudas de acordo com as
reivindicacgdes 7 até 11, em que ¢ utilizado na forma
adequada para a preparacdo de um medicamento para o

tratamento no tratamento intensivo destas doencas.



13.

14.

15.

Utilizacdo de um ou vAarios dos peptideos de defensina ou
seus derivados de acordo com pelo menos uma das
reivindicacbes 1 até 2, para a preparacdo de um medicamento
para o tratamento da perturbacdo da fertilidade, em
especial em doencas associadas com perturbacdes de
penetracdo dos espermatozdides com o0b6citos e perturbacdes
de nidacdo bem como perturbacdes de maturacdo no aparelho

reprodutor masculino, bem como como contraceptivo.

Utilizacdo de um ou vAarios dos peptideos de defensina ou
seus derivados de acordo com pelo menos uma das
reivindicacgbes 1 até 2, para o diagndéstico de doencas
in vitro, em especial de acordo com as reivindicagdes 7 até
13, em que sdo preparados anticorpos especificos contra um
ou varios dos peptideos de defensina ou seus derivados de
acordo com pelo menos uma das reivindicacbes 1 até 2 e a
concentracdo no sangue de um ou varios dos peptidecs de
defensina de acordo com uma das reivindicacgbes 1 até 2 é

medida através de processos imunoldgicos.

Utilizacdo de um ou varios dos peptideos de defensina ou
seus derivados de acordo com pelo menos uma das
reivindicacdes 1 até 2, para a preparacdo de um medicamento
em diferentes formas de aplicac&o galénica, em especial na
forma liofilizada, incorporada em manitol em ampolas
esterilizadas para a dissolugdo em  solugédo salina
fisioldgica e/ou solucdes de infusdo para injecgdes
individuais repetidas e/ou infusédo prolongada em
gquantidades de 300 microgramas até 300 miligramas de um
vérios dos ©peptideos de defensina de acordo com a

reivindicacdo 1 por unidade terapéutica.



16.

17.

18.

Utilizacdo das sondas genéticas ou genes derivados dos
peptideos de defensina de acordo com pelo menos uma das
reivindicacbes 1 até 2, para a preparacdo de um medicamento
para a terapia genética local ou sistémica das indicacgdes
de acordo com uma das reivindicacdes 7 até 13 em tecidos e

brgéos epiteliais.

Sequéncia de &cido nucleico codificadora de um ou varios
dos peptideos de defensina ou seus derivados de acordo com
pelo menos uma das reivindicacfes 1 até 2.

Acido nucleico com a sequéncia
CGAATTTGAATTGGACAGAATATGTGGTTATGGGACTGCCCGTTGCCGGAAGAAATGTC
GCAGCCAAGAATACAGAATTGGAAGATGTCCCAACACCTATGCATGCTGTTTGAGAAAA

TGGGATGAGAGCTTACTGAATCGTACAAAACCC

codificadora do peptideo de defensina hBD-6.

Lisboa, 18 de Setembro de 2007
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