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DESCRICAQ
“Defensinas em lipossomas”

Este trabalho foi realizado, em parte, com subvencdo concedida por
National Institutes of Health N.° Ai31696-01. Em conformidade, o governo dos

Estados Unidos da América tem alguns direitos sobre o invento.

Este pedido refere-se a formulacGes de defensinas em lipossomas e a sua
utilizacdo terapéutica. As defensinas sdao componentes de proteinas do sistema
de defesa hospedeiro de um animal. Encontram-se nas células especializadas
responsaveis pela destruicao de microbios e parasitas invasores, assim como de
células anormais ou senescentes, num animal. Bactérias, tanto gram-positivas
como gram-negativas, fungos, e parasitas estao sujeitos a accao de defensinas
(ver, por exemplo, T. Ganz et al., Med. Microbiol. Immunol/. 181:99 (1992)). As
defensinas também inactivam virus. A este respeito, Daher et a/. afirmaram
(J. Virol. 60(3):1068 (1986)) que as defensinas humanas inactivaram virus
encapsulados tais como o virus do herpes simples do tipo 1 e 2,
citomegalovirus, virus de estomatite vesicular e um virus da gripe. Ganz et al.
afirmou (Eur. J. Haematol. 44:1 (1990)) que algumas defensinas mataram
células de mamifero em cultura. Lichtenstein et al. (Blood 68(6):1407 (1986))
afirmou que as defensinas humanas conseguiam provocar a lise de céiulas de
linforna de murino e humano. As defensinas de coelho eram também citotdxicas
para os linfomas de murino. Para além disso, Charp et al. (Biochem. Pharmacol.
37(5):951 (1988)) afirmaram que as defensinas humanas (HNP-1, HNP-2 e
HNP-3) inibiam a actividade de proteina-quinase C.

Encontram-se defensinas em mamiferos tais como humanos, vacas,
coelhos, porquinhos-dé-n’ndia e ratinhos. As defensinas tipicas dos mamiferos
sao proteinas catidnicas, anfifilicas, de cerca de 29-34 aminoacidos, possuindo
um padrdo conservado de seis residuos de cisteina. No entanto, nem todas as
defensinas encontradas nos granulos do citoplasma de mamiferos se adequam a
este padrao prototipico. A indolicidina, por exemplo, é uma defensina
citotéxica, rica em triptofano, de treze aminoacidos, derivada de neutréfilos
bovinos (ver M. Selsted et al., J. Biol. Chem. 267(7):4292 (1992)). O mesmo
grupo (ver Selsted et al., J. Biol. Chem. 268(9):6641 (1993)) reportou o

isolamento de beta-defensinas, uma familia de proteinas catidnicas, anfifilicas
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com seis residuos de cisteina conservados possuindo actividades citotdxicas
semelhantes as das defensinas prototipicas de mamiferos, apesar das suas
dimensdes e estruturas serem um tanto diferentes. As magaininas, proteinas
originalmente obtidas de sapos, também sao semelhantes as defensinas de
mamiferos (ver, por exemplo, patente norte-americana N.° 4 962 277; patente
norte-americana N.° 5 045 531). Também se encontraram defensinas em
insectos (para uma recapitulacdo, ver J. Hoffman e C. Hetru, /mmunology
Today 13(10):411 (1992)).

Os fagdcitos tais como os neutréfilos, os eosinéfilos, os macréfagos e os
linfécitos assassinos tém granulos citoplasmaticos contendo defensinas, sendo
os neutréfilos uma fonte de defensinas particularmente rica. Os granulos
citoplasmaticos fundem-se com as vesiculas endociticas, permitindo que as
defensinas entrem em contacto com o material que sofreu endocitose, tal como
micrébios invasores (ver J. Gabay et al., J. Exp. Med. 164:1407 (1986); W.
Rice et al., Blood 70(3):757 (1987)).

As defensinas podem ligar-se as membranas externas de fosfolipidos dos
seus alvos, e permeabiliza-las, destruindo desse modo o equilibrio osmédtico da
célula (ver, por exemplo, Ganz et al., Med. Microbiol. Immuno/. 181:99 (1992);
Ganz et al., Eur. J. Haematol. 44:1 (1990); Kagan et al., PNAS 87:210 (1990);
Lichtenstein et al., J. Immunol/. 140:2686 (1988); Lichtenstein et al., Blood
68(6):1407 (1986)). Esta permeabilizacdo pode, ou nao, ser suficiente em, e de
si prépria, para induzir a morte da céluia; a actividade metabdlica da célula aivo

e uma adicional accdo de defensinas podem também ser necessaérias.

Atingir o total potencial terapéutico das defensinas, em animais, requer
que as proteinas tenham de ser administradas de forma a que atinjam os seus
alvos, numa forma activa, mas que evitem danos colaterais, nas células normais

do animal. Isto pode ser conseguido aprisionando as defensinas em lipossomas.

Os lipossomas sao estruturas de auto-montagem compreendendo uma ou
mais camadas duplas de moléculas anfipaticas de lipido que encerram um
volume interno aquoso. As moléculas anfipaticas de lipidos que constituem as
camadas duplas de lipido compreendem uma zona de grupos de cabeca polar
(hidréfila), ligada covalentemente a uma ou duas cadeias de acilo ndo polares

(hidréfobas). O contacto, desfavordvel do ponto de vista energético, entre as
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cadeias de acilo hidréfobas e o meio aquoso, provocam o rearranjo das
moléculas de lipido, de forma a que os grupos de cabeca polares se orientem no
sentido do meio aquoso, enquanto que as cadeias de acilo se reorientam no
sentido do interior das camadas duplas. O resultado liquido é uma estrutura
estavel do ponto de vista energético, na qual as cadeias de acilo sdo

eficazmente protegidas de entrarem em contacto com o meio aquoso.

Os lipossomas podem ser produzidos através de varios métodos (para
uma recapitulacao, ver, por exemplo, Cullis et al., em: Liposomes, From
Biophysics to Therapeutics M. J. Ostro, ed., Marcel Dekker, pp. 39-72 (1987)).
) prdcedimento de Bangham (J. Mo/, Biol/. 13:238-252 (1965)) produz
vesiculas multilamelares vulgares (MLV). Lenk et a/. (Patentes norte-americanas
N° 4 522 803 (Publicagdo PCT N.° WO 83/03383 (10/13/83), 5 030 453 e
5 169 637), Fountain et a/. (Patente norte-americana N.° 4 588 578
(Publicacado PCT N.° WO 85/00751 (02/28/85)) e Cullis et al. (Patente
norte-americana N.° 4 975 282 (Publicacao PCT N.° WO 87/00043 {(01/15/87))
divulgam métodos para produzir lipossomas muitilamelares, possuindo uma

distribuicdo interlamelar de soluto substancialmente igual.

Podem-se produzir vesiculas unilamelares a partir de MLV por aplicacéo
de ultra-sons (ver Paphadjopoulos et al., Biochem. Biophys. Acta. 135:624
(1968)) ou por extrusao (Cullis et a/., (Patente norte-americana N.° 5 008 050
(Publicacdo PCT N.° WO 86/00238 (01/16/86) e Loughrey et al., patente
norte-americana N.° 5 059 421 (Publicacdo PCT N.° WO 91/00289
(01/10/89)). Janoff et al. (Patente norte-americana N.° 4 721 612 (Publicacao
PCT N.° 85/04578 (10/24/85)) e Bolcsak et al. (Patente norte-americana N.°
5 100 662) descrevem a utilizacdo de esterdis na preparacdo de lipossomas
com maior estabilidade. Incluem-se aqui estas divulgacdes como referéncia para

indicar o estado da arte, relativamente a preparacado de lipossomas.

Os lipossomas podem ser carregados passivamente com agentes
bioactivos, isto &, solubilizando a molécula no meio em que se formam os
lipossomas, no caso de agentes solUveis em &gua, ou adicionando agentes
soluveis em lipidos as solucdes de lipidos com as quais se fazem os lipossomas.
Os lipossomas também se podem ser carregados activamente com agentes
bioactivos ionizaveis, por exemplo, estabelecendo um gradiente de potencial

electroquimico que atravesse a membrana do lipossoma e depois adicionando o
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agente ao meio exterior ao lipossoma (ver Balley et al., Patente
norte-americana. N.° 5 077 056, cujo conteldo se inclui aqui como referéncia).

As drogas aprisionadas dentro de lipossomas podem ter um maior indice
terapéutico por reducdo da toxicidade, por aumento da eficacia, ou por ambos.
Para além disso, os lipossomas, tal como outros materiais em particulas na
circulacdo, sdo captados pelas células fagociticas do sistema reticuloendotelial
em tecidos possuindo capilares sinusoidais, e por isso sdo frequentemente
direccionados para os locais de infeccdes intracelulares.

Os requerentes proporcionam aqui um lipossoma contendo uma defensina
e um lipido inibidor de libertagdo, no qual a defensina é uma defensina
neutralizada, isto €, uma defensina cuja libertacdo do lipossoma esta inibida. A
patente norte-americana N.° 5 032 574 divulga lipossomas contendo uma
proteina antimicrobiana cuja sequéncia, embora alterada, se baseia na
sequéncia conservada de defensinas de mamifero. No entanto, esta referéncia
ndo divulga lipossomas concebidos para inibir a libertacdo de defensinas neles
aprisionadas.

Sumario do Invento

Este pedido proporciona um lipossoma compreendendo uma camada
dupla de lipido, um compartimento aquoso e uma defensina, no qual a
defensina é uma defensina neutralizada. O lipossoma pode ser unilamelar ou
multilamelar, mas de preferéncia é multilamelar. O lipossoma é, de maior
preferéncia, um lipossoma multilamelar possuindo um soluto aprisionado nos
seus compartimentos aquosos, em que a concentracdo do soluto em cada um
dos compartimentos aquosos é substancialmente igual, isto é, o lipossoma &
uma vesicula multilamelar possuindo uma distribuicdo interlamelar de soluto
substancialmente igual. A defensina pode estar contida numa camada dupla de
lipido do lipossoma e/ou num compartimento aquoso do lipossoma. A defensina
pode ser qualquer proteina do sistema de defesa microbicida e/ou antitumoricida
do hospedeiro animal, por exemplo, uma defensina prototipica de mamifero,
beta-defensina, indolicidina, magainina ou defensina de insecto. Presentemente,
a defensina preferida é a indolicidina.

O lipossoma deste invento pode compreender um lipido inibidor de
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libertacao. Presentemente, os lipidos inibidores de libertacdo preferidos séao
1-palmitoil-2-oleoilfosfatidilcolina (POPC), dioleoilfosfatidilcolina (DOPC) e
diestearoilfosfatidilcolina (DSPC) e colesterol, de preferéncia numa razdo de
DSPC para colesterol (mole/mole) de cerca de 3:2. Por consequéncia, nas
concretizacoes do invento presentemente preferidas, a defensina é indolicidina e
o lipossoma compreende um lipido inibidor de libertacdo compreendendo POPC,
DOPC ou DSPC e colesterol. Os lipossomas de indolicidina/POPC compreendem
tipicamente pelo menos cerca de 0,5 porcento em moles de indolicidina e no
maximo cerca de 99,5 porcento em moles de POPC, de preferéncia, cerca de 5
porcento em moles de indolicidina e cerca de 95 porcento em moles de POPC.
Os lipossomas de indolicidina/(DSPC e colesterol) compreendem tipicamente
pelo menos cerca de 0,5 porcento em moles de indolicidina e no maximo cerca
de 99,5 porcento em moles de DSPC e colesterol, de preferéncia, cerca de 20
porcento em moles de indolicidina e cerca de 80 porcento em moles de DSPC e
colesterol. Os lipossomas de indolicidina/DOPC compreendem tipicamente pelo
menos cerca de 5 porcento em moles de indolicidina e no maximo cerca de 95

porcento em moles de DOPC.

Os lipossomas que aqui se proporcionam podem ainda compreender um
tampao aquoso inibidor de libertacao, um lipido de grupo de cabeca modificado
e um agente bioactivo adicional. Os lipossomas podem ainda compreender uma
camada dupla de lipido que compreende um lipido ionizdvel. De preferéncia,
mais de cerca de 50 porcento do lipido ionizavel que existe na camada dupla de
lipido mais exterior do lipossoma, existe na monocamada interna da camada
dupla de lipido mais exterior. O lipido ionizdvel compreende tipicamente pelo
menos cerca de cinco porcento em moles do lipido na camada dupla de lipidos,
desejavelmente, cerca de dez porcento em moles. Numa concretizagcdao do
invento presentemente preferida, o lipido ionizadvel compreende DPDAP

(1,2-dipalmitoil-3-(N,N-dimetilamino)propano).

Este invento também proporciona um lipossoma desidratado
compreendendo uma defensina, no qual a defensina é uma defensina
neutralizada. E ainda proporcionada uma composicdo farmacéutica
compreendendo um transportador farmaceuticamente aceitdvel e um lipossoma
compreendendo uma camada dupla de lipido, um compartimento aquoso e uma
defensina, na qual a defensina é uma defensina neutralizada.



84 331
EP O 725 629/PT

6

Podem-se administrar aos animais, quantidades anti-infeccdo eficazes da
composicdo farmacéutica, para o tratamento ou prevencdo de infeccdes
provocadas por organismos sensiveis a uma defensina, por exemplo,
indolicidina. Os sujeitos terapéuticos preferidos sdo mamiferos, particularmente,
humanos, por exemplo os humanos cujos sistemas imunitdrios foram
comprometidos, por exemplo, por virus como o HIV, por quimioterapia ou por
transplante de érgaos. Podem-se tratar com os lipossomas deste invento as
infeccoes causadas por fungos sensiveis a uma defensina, tais como as
infeccdes causadas por fungos Cryptococcus ou Aspergillus. Por consequéncia,
numa concretizacao do invento presentemente preferida, o animal tratado é um
humaho‘ imunologicamente comprometido e a infeccdo compreende uma

infeccao provocada por um fungo Cryptococcus ou Aspergillus.

Podem-se administrar aos animais, quantidades anti-cancro eficazes da
composicdo farmacéutica que aqui se proporciona para o tratamento de cancros

gue reagem a uma defensina, por exemplo, uma leucemia ou um linfoma.

Proporciona-se aqui ainda um método para tratar um animal de uma
desordem, por exemplo, Sindroma de deficiéncia de granulos especificos,
caracterizada por uma deficiéncia de actividade citotdéxica microbicida e/ou
tumoricida mediada por proteinas nos granulos do citoplasma, que compreende
a administracdo ao animal de uma quantidade citotdxica eficaz da composicao
farmacéutica aqui proporcionada. Este método pode ser particularmente Util
para tratar animais sofrendo deste sindroma que também possuem uma

infeccdo microbiana.

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1. Difusdo de luz, em angulo recto, de indolicidina aquosa.
Dissolveu-se indolicidina em varias concentracées, em solucbes tampao
contendo HEPES 10 mM e NaCl 150 mM, pH 7,5. Colocaram-se amostras em
células de fluorescéncia e mediu-se a difusdo de luz a comprimentos de onda de
500 nm {(comprimento de onda de excitacdo) no fluorimetro a um angulo de 90
graus. S6 o tampao (sem indolicidina) tinha uma difusdo de luz relativa de
0,4x10°% O eixo vertical corresponde 2 medicdo da intensidade de difusdo

relativa; o eixo horizontal indica a concentracdo de indolicidina (ug/mil).
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Figura 2. Fluorescéncia de indolicidina aquosa. Dissolveu-se de
indolicidina em tampdo HEPES 10 mM, pH 7,5 contendo NaCl 150 mM.
Estabeleceu-se o comprimento de onda de excitacdo em 285 nm, e fez-se um
varrimento de comprimentos de onda de emissdo de 325 nm a 450 nm.
Representou-se a area sob a curva de emissdo (eixo vertical) em funcdo da
concentracao de indolicidina (ug/ml) (eixo horizontal). O gréfico inserido na
figura mostra a tendéncia a concentracdes de indolicidina inferiores a cerca de
5 ug/mi. A linha ponteada que representa esse declive é também mostrada no
perfil maior. Observam-se trés declives diferentes. Alteraram-se as larguras de
fenda entre concentragdes mais baixas e mais altas; examinaram-se as
concentracdes intermédias em ambas as larguras de fenda para assegurar uma

normalizacdo apropriada.

Figura 3. Retencdo de indolicidina em lipossomas contendo POPC e
DPPC. Formaram-se lipossomas de POPC (1-palmitoil-2-oleoilfosfatidilcolina),
POPC/Chol (colesterol}, DPPC (dipalmitoilfosfatidilcolina) e DPPC/Chol como se
descreve abaixo e aprisionou-se neles indolicidina. Determinou-se a
percentagem da indolicidina inicialmente aprisionada nos lipossomas que neles
se manteve apds 48 horas (de acordo com procedimentos descritos abaixo) e
apresenta-se para cada uma das formulacdes de lipossoma.

Figura 4. Retencdo de indolicidina em lipossomas contendo DOPE.
Formaram-se lipossomas contendo indolicidina com dioleoilfosfatidiletanolamina
(DOPE) como se descreve abaixo. Apresenta-se a concentracao de indolicidina

nos lipossomas, tanto inicialmente como depois de sucessivas lavagens.

Figura 5. Retencado de indolicidina em lipossomas contendo DSPC/Chol.
Formaram-se lipossomas contendo indolicidina, com diestearoilfosfatidilcolina
(DSPC) e colesterol, como se descreve abaixo. Determinou-se, em
conformidade com os procedimentos descritos abaixo, a concentracdo de
indolicidina no sobrenadante, e portanto, o nivel da indolicidina inicialmente
aprisionada que posteriormente escapa do lipossoma. A concentracao de
indolicidina no sobrenadante (mM) é dada apds a primeira, segunda, terceira,
guarta, quinta e sexta lavagens.

Figura 6. A fluorescéncia de indolicidina livre e de indolicidina em

lipossomas. Submeteram-se a extrusdo vesiculas multilamelares (MLV) de
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POPC, DOPC e DSPC/Chol (3:2) através de dois filtros de policarbonato,
empilhados, de poros de tamanho de 0,1 micra, a 50 graus C. Diluiram-se
guantidades aliquotas das amostras de lipossoma resultantes até uma
concentracao final de lipido de 0,1 mg/mi e registaram-se os perfis de emissao
de fluorescéncia com, e sem, a presenca de 0,5 g de indolicidina. Fez-se o
varrimento de comprimentos de onda de emissdo de 325 nm a 450 nm;
estabeleceu-se o comprimento de onda de excitacdo em 285 nm. A: indolicidina
em solucdo tampao; B: lipossomas de indolicidina/DPPC/Chol; C: lipossomas de
indolicidina/DOPC; D: lipossomas de indolicidina/POPC/Chol; E: lipossomas de
indolicidina/POPC.

Figura 7. Parametro de ordem de sistemas de indolicidina em lipossomas.
O eixo vertical mostra o efeito da adicao de indolicidina no parametro de ordem
de varios sistemas de lipossomas, com concentracdes de indolicidina crescentes
(percentagem em moles, eixo horizontal) usando o marcador de spin
1-palmitoil-2(12  doxilestearoil)-fosfatidilcolina numa concentracao  de
1 porcento em moles. Quadrados a branco: lipossomas de DPPC; tridngulos a
branco: lipossomas de DSPC; circulos a branco: lipossomas de DSPC/Chol.
(3:2); asteriscos: lipossomas de DHPC; quadrados a cheio: lipossomas de
POPC; triangulos a cheio: lipossomas de POPC/Chol/DOTAP
(dioleoiltrimetilaminopropano) (5:4:1); circulos a cheio: lipossomas de
POPC/DOTAP (9:1); e barras a cheio: lipossomas de DSPC/Chol/DDAB (brometo

de dimetilaminodioctadecilamdnio).

Figura 8. Actividade hemolitica de indolicidina em lipossomas contendo
POPC e DPPC. Incubou-se indolicidina, tanto na sua forma livre (ndo
aprisionada) como fazendo parte de formulacdes de lipossomas, com glébulos
vermelhos (RBC). Mediu-se a percentagem de RBC que sofreram lise como se
descreve abaixo e fornece-se como funcao da concentracdao de indolicidina
(quadrados a branco: indolicidina livre; tridngulos a branco: lipossomas de
POPC/indolicidina; circulos a branco: lipossomas de DPPC/indolicidina;

quadrados a cheio: lipossomas de interdigitacdo-fusdao de DPPC/indolicidina.

Figura 9. Efeito da variacao da concentracao de indolicidina na actividade
hemolitica de lipossomas contendo POPC. Prepararam-se lipossomas de
POPC/indolicidina como se descreve abaixo. Incubaram-se as vesiculas

contendo indolicidina (juntamente com indolicidina livre) com RBC, e
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determinou-se o nimero dos que sofreram lise (também em conformidade com
os procedimentos descritos abaixo). A percentagem de hemdlise de RBC
induzida pela indolicidina é apresentada em funcdo da concentracdo de
indolicidina (mg/ml) nas amostras de RBC (quadrados a cheio: indolicidina livre:
triangulos a cheio: 3,8 porcento em moles de indolicidina em lipossomas de
POPC; estrelas: 2,5 porcento em moles de indolicidina; circulos a cheio: 1,8
porcento em moles de indolicidina; quadrados a cheio: 1,0 porcento em moles

de indolicidina; tridngulos a cheio: 0,4 porcento em moles de indolicidina).

Figura 10. Actividade hemolitica de indolicidina em lipossomas de
DSPC/Chol. Prepararam-se lipossomas de DSPC/Chol contendo indolicidina,
como se descreve abaixo, para se ter 4,8 porcento em moles de indolicidina.
Incubaram-se os lipossomas com RBC. O nimero de lises, determinado como se
descreve abaixo, € apresentado como a percentagem de hemdlise de RBC
observadas com a variacdo da concentracado de indolicidina nas amostras de
RBC (circulos a cheio: 4,8 porcento em moles de indolicidina em lipossomas de

DSPC/Chol; quadrados a cheio: indolicidina livre).

Figura 11. Efeito de lipidos diferentes na hemdlise de gldbulos vermelhos.
Prepararam-se lipossomas de DSPC/Chol e DSPC/Chol/DDAB e usaram-se em
ensaios de hemdlise para medir o efeito dos lipidos indicados na hemdlise de
RBC. Apresentam-se os resultados como percentagem de hemdlise (em relacdo
a controlos de zero e cem porcento de hemdlise) induzida a varias

concentracoes de lipidos nas amostras de RBC.

Figura 12. Actividade hemolitica de lipossomas de DOPE/indolicidina.
Prepararam-se lipossomas de DOPE/indolicidina e usaram-se em ensaios de
hemolise. Apresentam-se os resultados como a percentagem de hemdlise (em
relacdo a controlos de zero e cem porcento de hemdlise) induzida a vérias

concentracoes de lipidos.

Figura 13. Citotoxicidade de indolicidina livre versus indolicidina em
lipossomas. Mediu-se a inibicdo especifica de proliferacdo in vitro de células
CHO/K1 por indolicidina livre a concentracbes crescentes (ug/ml), por
lipossomas vazios e por indolicidina em lipossomas a concentracdes crescentes
de indolicidina (ug/ml) (eixo horizontal) através de um ensaio padrdo de

incorporacio de timidina (cpm x 103, eixo vertical).
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Figura 14. Eficacia terapéutica de indolicidina livre e de indolicidina em
lipossomas contra infeccdes por Aspergillus em ratinhos. Infectou-se cada
ratinho Balb/c com 2x107 esporos de A. fumigatus e depois injectou-se quer
com tampdo PBS, indolicidina livre, quer com indolicidina em lipossomas.
Monitorizou-se a sobrevivéncia dos animais durante um periodo de quinze dias.
A percentagem de sobrevivéncia (eixo vertical) estd representada em funcdo do

tempo em dias (eixo horizontal).

Descricdao detalhada do invento

O presente invento proporciona um lipossoma compreendendo uma
camada dupla de lipido, um compartimento aquoso e uma defensina, em que a
defensina é uma defensina neutralizada. As defensinas sdo proteinas,
polipéptidos ou péptidos citotdxicos microbicidas e/ou tumoricidas encontrados
em, ou segregados por, células especializadas do sistema de defesa de
hospedeiros animais. As proteinas podem ser citotdxicas para organismos
infecciosos, por exemplo, bactérias, fungos e parasitas, assim como para
células hospedeiras anormais, por exemplo cancerosas, ou senescentes, €
verificou-se inactivarem virus encapsulados. Encontraram-se as proteinas em
mamiferos tais como humanos, vacas, porquinhos-da-india, coelhos e ratinhos.
Também se obtiveram a partir de animais ndc mamiferos tais como sapos,

insectos e tubardes.

“Defensinas prototipicas de mamiferos” sdo proteinas catidnicas
encontradas de forma varidvel nos granulos citoplasmaticos de fagocitos de
mamiferos. Essas defensinas compreendem tipicamente entre cerca de 29 e 34
aminoéacidos, tém um padrdao conservado de seis residuos de cisteina e sao
anfifilicas. As defensinas prototipicas de mamifero incluem as proteinas
neutréfilas humanas 1, 2 e 3 (HNP-1, HNP-2 e HNP-3) assim como proteinas
neutréfilas de coelho, ratinho e porquinho-da-india.

Outras defensinas, incluindo outras defensinas de mamifero assim como
.as derivadas de animais que ndo mamiferos, possuem actividades citotdxicas
semelhantes, embora difiram na sequéncia e/ou estrutura deste padrao
prototipico. As beta-defensinas, por exemplo, podem ter um conjunto de

actividades citotdxicas semelhante ao das defensinas prototipicas de mamifero
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e podem também ser obtidas a partir de neutréfilos bovinos, mas tém
sequéncias de aminoacidos e estruturas tridimensionais de consenso diferentes.
A indolicidina € uma proteina citotdéxica microbicida, tumoricida de treze
aminoacidos que também pode ser isolada a partir de neutréfilos bovinos. A
indolicidina tem actividade citotéxica comparavel as defensinas prototipicas de
mamifero, mas & menor e falta-lhe as suas seis cisteinas conservadas. As
defensinas de insecto sao também catidnicas, tém um padrao de seis cisteinas
conservado, sao altamente anfifiicas e sao citotoxicas, embora difiram das
defensinas prototipicas de mamifero em tamanho e estrutura tridimensional. As
magaininas sdo proteinas catidnicas, anfifilicas, microbicidas, do sistema de
defesa hospedeiro originalmente obtidas de sapos. Além disso, encontraram-se

também defensinas em tubardes.

Consequentemente, o termo “defensina”, tal como aqui se utiliza,
significa uma proteina, um péptido ou um polipéptido microbicida e/ou
tumoricida que é um componente do sistema de defesa hospedeiro animal
contra células infecciosas, anormais ou senescentes e que pode ser encontrada
em, ou pode ser segregada por, células do sistema de defesa hospedeiro do
animal. As “defensinas” incluem, mas nao se limitam a, “defensinas
prototipicas de mamifero”, beta-defensinas, indolicidina, magaininas e
defensinas de insecto, assim como outras proteinas do sistema de defesa
hospedeiro animal, por exemplo, as derivadas de tubarées. O termo
“defensinas” inclui essas proteinas, sejam elas isoladas de células animais ou
produzidas sinteticamente, e inclui também variantes que retém
substancialmente as actividades citotoxicas das proteinas de que séo
originarias, mas cujas sequéncias foram alteradas por insercdo ou delecdo de
um ou mais aminoacidos. Presentemente, a defensina preferida para utilizar nas

formulacdes de lipossomas deste invento é a indolicidina.

Uma defensina “neutralizada” é uma defensina que esta associada a um
lipossoma e que é inibida de destruir a organizacdo da camada dupla do
lipossoma, por um ou mais dos componentes da vesicula. O termo “associado”
descreve as defensinas que estdo contidas num compartimento aquoso do
lipossoma ou as defensinas que estdo contidas numa camada dupla de lipido do
lipossoma. As defensinas neutralizadas, na generalidade, ndo escapam dos
lipossomas de forma substancial, mas conservam as suas actividades

citotéxicas, isto é, sdo capazes de destruir a organizacdo da camada dupla de
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um alvo "quando expostas ao alvo. As defensinas sdo neutralizadas, de
preferéncia, inibindo a sua interaccdo com as camadas duplas de lipido. Os
componentes da vesicula que inibem a interaccdo defensina-camada dupla, por
exemplo, aumentando a rigidez da camada dupla para inibir a introducao de
defensina, ou induzindo defensinas a agregar-se num compartimento aquoso de
forma a que depois nao se introduzam, de modo geral, na camada dupla, podem
neutralizar as defensinas. Em alternativa, as defensinas podem ser neutralizadas
induzindo a sua introducdo estdvel nas camadas duplas de lipido. Os
componentes de vesicula podem induzir uma insercdo estavel de defensinas,
por exemplo, formando interaccdes favoraveis do tipo Van der Waal com as
porgéés'hidréfobas das proteinas, deixando espa¢o para as proteinas no interior
da camada dupla ou formando interaccdes electrostaticas favoraveis com as
defensinas. As interaccles defensina-camada dupla preferidas resultam na
menor perturbacédo da organizacdo estrutural da camada dupla. As alteracdes na
organizacdao da camada dupla podem ser avaliadas medindo as alteracées no
parametro de ordem da camada dupla logo que esta seja perturbada, por
exemplo, adicionando uma defensina a camada dupla. Os par&dmetros de ordem,
que se podem medir por métodos bem conhecidos dos vulgarmente peritos na
arte, medem o grau em que a orientacdo das ligagdes carbono-carbono dos
lipidos que constituem a camada dupla esta correlacionada com a normal, para
a interface camada dupla - meio aquoso (ver, por exemplo, S. Gruner,
Nonlamellar Lipid Phases, em: The Structure of Biological Membranes (P.Yeagle,
ed.), CRC Press, Inc., Boca Raton (1992), pp. 222-223, cujo conteudo é aqui

incluido como referéncia). Pode-se esperar que a perturbacao da organizagao da
camada dupla diminua a correlacdo. Os lipidos preferidos inibidores de
libertacdo que induzem interaccdes favoraveis com as defensinas sdo os que
exibem a menor alteracdo no parametro de ordem, a menor perturbacao na

organizacao da camada dupla.

Os lipossomas sao estruturas de auto-montagem compreendendo uma ou
mais camadas duplas de lipido envolvendo um volume interno aquoso. As
camadas duplas de lipido compreendem duas monocamadas opostas de
moléculas de lipido anfipaticas, compreendendo cada uma um grupo de cabeca
polar (hidrofilo) adjacente a uma fase aquosa, interna ou externa, e cadeias de
acilo hidré6fobas dispostas em série na camada dupla interior. O grupo de
cabeca pode ser fosfato, sulfato, amino ou outras porcdes polares adequadas,

mas de preferéncia sdo grupos fosfato; as cadeias de acilo sdo tipicamente de
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14-24 atomos de carbono em comprimento e podem possuir uma ou mais
ligacbes duplas, ou seja, as cadeias de acilo podem ser saturadas ou
insaturadas. A formacao de camadas duplas de lipidos estaveis reflecte um
balanco de energia de efeitos hidréfobos da interaccdo das cadeias de acilo e o
meio aquoso envolvente, limitacdes de compactacao espacial nas cadeias de
acilo, interaccoes atractivas e repulsivas na interface da camada dupla com o

meio aquoso, elasticidade de curvatura da camada dupla, e outros do género.

Os lipossomas podem ter uma camada dupla de lipido, ou seja, podem
ser unilamelares, ou mdltiplas camadas duplas, ou seja, podem ser
multilamelares (MLV). As vesiculas unilamelares podem ser vesiculas
unilamelares pequenas (SUV) ou grandes (LUV), lipossomas com didmetros

meédios superiores a cerca de 50 nm.

As MLV podem ser preparadas dissolvendo lipidos num solvente
organico, evaporando o solvente e depois adicionando um meio aquoso a
pelicula de lipido resultante (ver, por exemplo, Bangham, J. Mol. Biol. 13:238
(1965)). Cullis et al. (patente norte-americana N.° 4 975 282), Lenk et al
(patentes norte-americanas N.” 4522 803, 5030453 e 5169637) e
Fountain et al. (patente norte-americana N.° 4 588 578) divulgam métodos para
produzir lipossomas multilamelares nos quais os lipossomas contém um soluto
aprisionado nos seus compartimentos aquosos € Nos quais a concentracao do
soluto em cada compartimento & substancialmente igual, ou seja, os lipossomas

tém uma distribuicdo intertamelar de soluto substancialmente igual.

As vesiculas unilamelares podem ser produzidas a partir de MLV por
aplicacdo de ultra-sons (ver Pahadjopoulos et al.,, Biochem Biophys.. Acta.
135:624 (1968)) ou por extrusdo sob pressdo através de filtros (ver Cullis et
al., Patente norte-americana N.° 5 008 050 e Loughrey et al., Patente
norte-americana N.° 5 059 421). Incluem-se aqui estas divulgacdes como

referéncia para descrever o estado da arte relativamente a preparacdao de

lipossomas.

O lipossoma do presente invento pode ser unilamelar ou multilamelar,
mas de preferéncia é multilamelar. As multiplas camadas duplas de lipidos
oferecem um maior numero de obstdculos a libertacdo de defensinas dos

lipossomas. O lipossoma multilamelar pode ser uma vulgar MLV, ou seja, uma
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MLV produzida por um processo semelhante ao de Bangham et a/. (J. Mol. Biol.
13:238 - dissolve lipido(s) anfipatico(s) num solvente organico, evapora o
solvente e depois hidrata de novo os lipidos secos com um meio aquoso). Essas
MLV podem ser adicionalmente processadas. Por exemplo, podem-se preparar
lipossomas de POPC contendo indolicidina, preparando uma mistura de
indolicidina e POPC num ou em mais solventes organicos (por exemplo, etanol,
metanol e cloroférmio), evaporando o solvente orgénico e hidratando os lipidos
secos com um tamp&o aquoso. Os lipossomas resultantes sdo vulgares MLV e
podem ser submetidos a extrusdo através de filtros de poros com um tamanho
definido (por exemplo, cinco micra) para reduzir a sua capacidade de formar
lamelas” e homogeneizar o seu tamanho, em conformidade com os
procedimentos de Cullis et al. (patente norte-americana N.° 5 008 050) e
Loughrey et al. (patente norte-americana N.° 5059 421). No entanto, o
lipossoma multilamelar deste invento contém, de preferéncia, um soluto
aprisionado nos seus compartimentos aquosos, em que a concentracdo de
soluto em cada um dos compartimentos aquosos € substancialmente igual, ou
seja, o lipossoma multilamelar tem uma distribuicdo interlamelar de soluto
substancialmente igual. Pode-se preparar o lipossoma, por exemplo, com DSPC
e colesterol e este pode ser mais estdvel do ponto de vista osmdtico que uma
MLV wvulgar.

O lipossoma deste invento pode ainda compreender um lipido inibidor de
libertacdo, ou seja, um lipido que inibe a libertacdo de defensinas pelos
lipossomas. Um “lipido inibidor de libertacdo” pode ser um lipido que inibe as
interaccbes defensina-camada dupla de tal forma que as proteinas nio
conseguem, na generalidade, introduzir-se nas camadas duplas de lipido, e
dessa forma n&o destruem, na generalidade, a organizacdo da camada dupla.
Esses lipidos podem inibir a interaccdo defensina-camada dupla, por exemplo,
por meio de alteragdes nos grupos de cabeca que formam repulsdes
electrostaticas com os grupos com carga nas defensinas, e aumentando a
rigidez da membrana, ou caso contrdrio limitando a capacidade dos dominios
hidrofobos da defensina para interagir favoravelmente com as cadeias de acilo
hidr6fobas nos interiores das camadas duplas. De preferéncia, o lipido inibidor
de libertacdo deste invento é um lipido que inibe as interaccdes defensina-
camada dupla. Esse lipido inibidor de libertacdo presentemente preferido
compreende DSPC e colesterol, desejavelmente numa razdo molar de 3:2 de

DSPC para colesterol. Em alternativa, um lipido inibidor de libertacdo pode ser
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um lipido que possa interagir favoravelmente com uma defensina numa camada
dupla de lipido. Os lipidos inibidores de libertacdo podem interagir com as

defensinas por meio de interaccdes favoraveis do tipo Van der Waal entre as

~cadeias de acilo hidréfobas e os dominios hidréfobos das defensinas; os lipidos

inibidores de libertacdo podem também formar ligacdes covalentes com as
defensinas. Podem-se formar interaccoes electrostaticas entre os grupos de
cabeca com carga dos lipidos e as defensinas com carga, com a manutencao da
porcao hidr6foba das defensinas no interior da camada dupla. Essas interaccdes
“favoraveis” resultam na menor perturbacao na organizacao da camada dupla, o
que minimiza o potencial para a libertacdo de defensinas. Os lipidos inibidores
de Iibértac;éo podem também estabelecer condicdes espaciais favoraveis a
introducdo dos dominios hidréfobos de defensinas no interior da camada dupla.
Além disso, os lipidos inibidores de libertacao podem induzir uma defensina a
introduzir o seu dominio hidréfobo numa camada dupla de lipido de forma a que
a defensina nao forme poros na camada dupla. Os lipidos inibidores de
libertacdo presentemente preferidos que interagem favoravelmente com as
defensinas sao 1-palmitoil-2-oleoilfosfatidilcolina (POPC) ou
dioleoilfosfatidilcolina (DOPC).

Consequentemente, numa concretizacdo do invento, a defensina
compreende indolicidina e o lipido inibidor de libertacdo compreende POPC.
Tipicamente, os lipossomas de indolicidina/POPC compreendem pelo menos
cerca de 0,5 porcento em moles de indolicidina e no méaximo cerca de 99,5
porcento em moles de POPC; desejavelmente, os lipossomas compreendem
cerca de 5 porcento em moles de indolicidina e cerca de 95 porcento em moles
de POPC. Numa outra concretizacdao do invento, a defensina compreende
indolicidina e o lipido inibidor de libertacdo compreende DOPC. Tipicamente, o
lipossoma compreende pelo menos cerca de 0,5 porcento em moles de
indolicidina e no maximo cerca de 99,5 porcento em moles de DOPC. Como
aqui se usa, “porcento em moles” de um lipido ou proteina significa o ndmero
de moles do lipido ou da proteina dividido pelo nimero total de moles existentes

{ou seja, porcento em moles de A =(A}/(A + B)).

Numa concretizacdo do presente invento presentemente preferida, a
defensina compreende indolicidina e o lipido inibidor de libertacido compreende
DSPC e colesterol, estando o DSPC e o colesterol, de preferéncia, presentes

numa razdo molar de cerca de 3 para 2 de DSPC:colesterol. O lipossoma
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compreende, tipicamente, pelo menos cerca de 0,5 porcento em moles de
indolicidina e no maximo cerca de 99,5 porcento em moles de DSPC e
colesterol, desejavelmente, cerca de 20 porcento em moles de indolicidina e

cerca de 80 porcento em moles de DSPC e colesterol.

O lipossoma que aqui se proporciona pode ainda compreender um tampao
inibidor de libertacao. Como aqui se utiliza, um “tampao inibidor de libertacdo” é
uma solucdo aquosa que inibe ou previne a libertacdo de uma defensina
aprisionada num lipossoma. Estes tampodes inibem a libertacdo de defensinas,
inibindo as proteinas de destruirem as camadas duplas de lipidos, de
preferén‘cia, inibindo a interaccao da defensina com as camadas duplas. Pode-se
inibir a interaccao defensina-camada dupla, induzindo as moléculas de defensina
a interagirem, ou a ligarem-se de forma cruzada, umas com as outras de modo
a qgue os agregados resultantes nao se introduzam, na generalidade, nas
camadas duplas de lipidos. Podem-se induzir as defensinas a formar complexos,
colocando-as em solucdes aquosas anidnicas, de preferéncia polianidnicas, de
tal forma que varias moléculas de defensina e anides estabelecam interacgdes
electrostaticas. Por exemplo, pode-se precipitar indolicidina na forma de um
complexo colocando-a numa solucdo de citrato 50 mM. A precipitacdo é
facilitada pelo emparelhamento electrostdtico entre as cargas positivas na
indolicidina (total de cinco por molécula) e as cargas negativas no citrato (total
de trés por molécula a pH 7), e é indicativa das ligagdes cruzadas de moléculas
de proteinas. Os complexos de defensina, com ligacdes cruzadas, precipitados,
podem ser aprisionados em lipossomas adicionando uma suspensao aquosa dos
complexos aos lipidos com os quais se preparam as vesiculas. Podem-se
também aprisionar em lipossomas os complexos de defensina formando
vesiculas de tal forma gue estas contenham a defensina ou o polianidao, mas
ndao ambos, e sejam impermedveis as espécies aprisionadas, ac mesmo tempo
gue sdo permedveis as nao aprisionadas. Quando se introduz a espécie
permeavel, ndo aprisionada, no meio externo que envolve o lipossoma, forma-se
um precipitado na vesicula @8 medida que a espécie permeavel migra para o seu

interior e interaccdes electrostaticas induzem a agregacao de defensinas.

As defensinas em lipossomas que aqui se proporcionam podem ainda
compreender um segundo agente biocactivo, ou seja, um agente bicactivo em
adicdo a defensina. O “agente bioactivo”, como aqui se utiliza, denota qualquer

composto ou composicdo de materiais que possuam actividades biolégica em
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animais, por exemplo, humanos. Os agentes bioactivos incluem, mas ndo se
limitam a: compostos antivirais, antibacterianos, antifingicos, antiparasitarios,
antimetabdlicos, antiglaucomas, anti-inflamatérios ou antineopldsicos, esterdis,
hidratos de carbono, amino&cidos, péptidos, proteinas, imunoglobulinas,
imunomoduladores, pigmentos, toxinas, enzimas, hormonas,
neurotransmissores, glicoproteinas, radiomarcadores, compostos radio-opacos,
compostos fluorescentes, proteinas receptoras de células, ligandos de
receptores de células, compostos midridticos, broncodilatadores , anestésicos
locais, agentes promotores de crescimento, agentes regenerativos e outros do
género. Este segundo agente bioactivo pode ser uma defensina adicional.

O lipossoma que aqui se proporciona pode ainda compreender um lipido
de grupo de cabeca modificado. Os lipossomas sdo depurados do corpo de um
animal através do seu sistema reticuloendotelial (RES) que consiste em
macréfagos fixos e circulantes. Evitar a depuracdo pelo RES permite aos
lipossomas permanecer durante mais tempo na circulacdo, o que significa ser
necessario administrar menos quantidade de droga para atingir os niveis no soro
desejados. Tempos em circulacdo aumentados também permitem direccionar os
lipossomas para tecidos que nao contém RES. As superficies dos lipossomas
revestem-se com proteinas do soro quando administradas a animais. As taxas
de depuracao através do RES podem estar relacionadas com a taxa e com o
nivel desse revestimento de proteinas; consequentemente, a depuracdo pode
ser inibida modificando a superficie externa dos lipossomas de tal forma que a
ligacdo de proteinas do soro seja geralmente inibida. Isto pode ser conseguido
minimizando ou protegendo as cargas negativas da superficie, gque podem
promover a ligacdo de proteinas, ou de outro modo, oferecendo impedimento

estereoquimico a ligacao de proteinas do soro.

A modificagdo eficaz da superficie, ou seja, as alteracGes as superficies
externas de lipossomas que resultam em inibicdo de captacdo pelo RES, podem
ser conseguidas introduzindo lipidos com grupo de cabeca modificado nas
camadas duplas do lipossoma. Os “lipidos com grupo de cabeca modificado”,
tal como aqui se utiliza, sdo lipidos anfipaticos cujos grupos de cabeca polares
foram obtidos ligando-thes uma porcao quimica, por exemplo, polietilenoglicol,
um éter polialquilico, um gangliésido, um éacido orgéanico dicarboxilico ou outro
do género, que pode inibir a ligacdo de proteinas do soro aos lipossomas de tal

forma que o comportamento farmacocinético das vesiculas nos sistemas
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circulatérios dos animais é alterado (ver, por exemplo, Blume et al., Biochim.
Biophys. Acta. 1149:180 (1993); Gabizon et al, Pharma. Res. 10(5):703
(1993); Park et al. Biochim. Biophys. Acta. 1108:257 (1992): Woodle et al.,
patente norte-americana N.° 5 013 556; Allen et al., patentes norte-americanas
N.? 4 837 028 e 4 920 016 (Publicacdo PCT N.° WO 88/04924 (07/14/88)):
inclui-se aqui o conteddo destas divulgacdées como referéncia). O lipossoma que
se proporciona neste invento pode ainda compreender um destes lipidos com
grupo de cabeca modificado. A quantidade do lipido com grupo de cabeca
modificado incorporada no lipossoma depende de um numero de factores bem
conhecidos dos que sdo vulgarmente peritos na arte, qué € de sua competéncia
determinar sem excessiva experimentacdo. Estes incluem, mas ndo se limitam
a: tipo de lipido e tipo de modificacdo no grupo de cabeca; o tipo e dimenséo do
lipossoma; e a utilizacdo terapéutica planeada para a formulacio de defensina
em lipossomas. Tipicamente, a concentracdo do lipido de grupo de cabeca
modificado no lipossoma é pelo menos cerca de cinco porcento em moles,

desejavelmente, cerca de dez porcento em moles.

A camada dupla de lipido do lipossoma deste invento pode compreender
um lipido ionizavel. Os lipidos ionizaveis colocados num meio com pH adequado
comportardao uma ou mais cargas positivas ou negativas. As interaccdes entre
as proteinas aprisionadas em lipossomas e os componentes lipidos dos
lipossomas portadores do mesmo tipo de carga podem conduzir a repuisdes
electrostéticas entre a proteina e o lipido; essas repulsdes electrostaticas podem

inibir a libertacd@o das proteinas dos lipossomas.

As defensinas sdo normalmente proteinas catiénicas. Consequentemente,
a introducdo de um lipido catiénico, ionizdvel, numa camada dupla do lipossoma
pode induzir repulsdes electrostaticas com uma defensina e desse modo inibir a
libertagdo da defensina a partir do lipossoma. A quantidade de lipido ionizavel a
introduzir numa camada dupla lipidica é qualquer quantidade que possa prevenir
a interacgdo defensina-camada dupla e desse modo iniba a libertacdo de
defensina, o que é, de outro modo, compativel com a preparacdo, estabilidade e
utilizacdo de lipossomas. A quantidade dependerda de vérios factores bem
conhecidos dos vulgarmente peritos na arte, ou que é de sua competéncia
determinar sem excessiva experimentacdo, dado este invento. Estes factores
incluem, mas ndo se limitam a: tipo de lipido e quantidade de carga por

molécula, defensina e tipo de lipossoma utilizado. Tipicamente, a quantidade de
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lipido ionizavel introduzido na camada dupla de lipido é cerca de cinco porcento
em moles de lipido na camada dupla, desejavelmente, cerca de dez porcento em
moles.

De preferéncia, mais de cerca de cinquenta porcento do lipido ionizavel
existente na camada dupla lipidica mais exterior do lipossoma encontra-se na
monocamada interna da camada dupla lipidica mais exterior. As camadas duplas
de lipidos compreendem duas monocamadas opostas de moléculas de lipido
anfipaticas, uma monocamada interna e uma externa. A camada dupla de lipido
mais exterior de um lipossoma é a camada dupla de lipido cuja monocamada
externa’ esta adjacente ao meio exterior que circunda o lipossoma. A
acumulacdo de um lipido ionizdvel na monocamada interna de uma camada
dupla de lipido maximizaré as forgas electrostaticas repulsivas com as proteinas
ionizaveis aprisionadas no compartimento aquoso rodeado pela camada dupla,
ao mesmo tempo que minimiza a exposicdo dos lipidos com carga ao meio
externo. Os lipidos ionizdveis podem acumular-se na monocamada interna de
uma camada dupla de lipido, estabelecendo um gradiente de potencial
electroquimico, por exemplo, um gradiente de protdes que atravessa a camada
dupla, em conformidade com o procedimento de Hope et a/. (Patente norte-
americana N.° 5 204 112, (Publicagdo PCT N.° WO 87/07530 (12/17/87) e
patente norte-americana N.° 5 252 263). Presentemente, prefere-se que o lipido
ionizavel introduzido no lipossoma  deste invento seja DPDAP

(1,2-dipalmitoil-3-(N,N-dimetilamino)propano.

O presente invento proporciona ainda um lipossoma desidratado
compreendendo uma defensina, no qual a defensina é uma defensina
neutralizada. A desidratacdo do lipossoma permite que as vesiculas sejam
armazenadas durante periodos de tempo prolongados; estas podem depois ser
reconstituidas numa base de “conforme necessério”. Os lipossomas podem ser
desidratados, com congelacdo, utilizando equipamento standard de
criodessecagem, ou os seus equivalentes. Efectua-se a liofilizacdo, de
preferéncia, apés a introducdo de um ou mais aclcares protectores na
preparacdo de lipossomas em conformidade com os procedimentos descritos
por Schneider et al. (patente norte-americana N.° 4 229 360) e Janoff et al.,
(patente norte-americana N.°4 880 635 (Publicacdo PTC N.° WO 86/01103
(02/27/86)), cujo teor aqui se engloba como referéncia). O acticar protector

pode ser omitido se a desidratacdo for conduzida sem congelacdo e se for
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deixada ficar agua suficiente na preparacao de lipossomas para manter a
integridade de uma porcdo substancial das camadas duplas dos lipossomas ao
longo do processo de desidratacdo — nova hidratacao.

O presente invento também proporciona uma composicao farmacéutica
compreendendo um transportador farmaceuticamente aceitavel e um lipossoma
compreendendo uma camada dupla de lipido, um compartimento aquoso e uma
defensina, na qual a defensina é uma defensina neutralizada. “Transportador
farmaceuticamente aceitavel” tal como aqui se usa significa qualquer um dos
transportadores, diluentes, excipientes convencionais e outros do género
geralmente destinados para usar com administracdo de agentes biologicamente
activos a animais. Esses transportadores sao bem conhecidos na arte e sao
geralmente escolhidos tendo em conta varios de factores, tais como a propria
droga a ser usada e o modo de administracdo planeado, que sdo bem
compreendidos pelos que sa&o vulgares peritos na arte, ou que € de sua
competéncia determinar. Os transportadores adequados incluem, mas nédo se
limitam a, solucdes de sais tais como solucdo salina fisioldgica, solucdes
aquosas tamponadas, e outros do género. As composicdes farmacéuticas
podem ainda compreender agentes auxiliares tais como conservantes,
antioxidantes e outros no género, em quantidades e por razdes, bem conhecidas
dos que sao vulgares peritos na arte. Pode-se proporcionar a composicao
farmacéutica como uma forma de dosagem unitéria, que pode compreender
uma quantidade anti-infeccdo eficaz ou anti-cancro eficaz da composicao

farmacéutica.

Podem-se utilizar as composicées farmacéuticas que aqui se
proporcionam, em métodos de tratamento ou prevencao de uma infeccdo num
animal, por exemplo, um mamifero, de preferéncia um humano e com maior
preferéncia, humanos, cujos sistemas imunitarios foram comprometido, por
exemplo, por virus como o HIV, por quimioterapia ou transplante de drgaos.
Estes métodos compreendem administrar ao animal uma quantidade anti-
infeccdo eficaz da composicdo farmacéutica utilizada. A infeccdo pode ser uma
infeccdo viral, bacteriana, flngica, parasitaria ou outro tipo de infeccéo
microbiana que seja sensivel a uma defensina. A reaccdo de organismos
infecciosos a varios agentes anti-infecciosos pode ser determinada através de
métodos facilmente disponiveis bem conhecidos dos peritos na arte, por

exemplo, através de testes de sensibilidade microbiana.
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Como objectos de tratamento, com os métodos deste invento,
preferem-se presentemente as infeccdes fungicas sensiveis a uma defensina,
tais como as infeccGes por Cryptococcus e Aspergillus em animais.
Consequentemente, em concretizacdes do invento presentemente preferidas,
tratam-se para uma infeccdo por Cryptococcus ou uma infeccado por Aspergillus,
humanos imunocomprometidos, com uma defensina em lipossomas aqui

proporcionada.

A accao da defensina, na generalidade, nao € especifica nem da espécie
nem do"tipo de célula. Ou seja, as defensinas de um animal podem ser activas
num outro animal e podem induzir a citolise das células do outro animal. Uma
determinada defensina pode também ser activa contra varios microbios e tipos
de células e geralmente nao se limita a accao contra células especificas.
Consequentemente, a pratica deste invento contempla a administracdo de uma
quantidade anti-infecgcao eficaz de uma defensina obtida originalmente de um
tipo de animal, para um outro tipo de animal, para uma variedade de infeccoes
microbianas ou cancros. Por exemplo, a indolicidina, derivada de neutréfilos

bovinos, pode ser usada para tratar humanos.

Os métodos de administracdo de composicdes farmacéuticas a animais
incluem a administracao intravenosa, intra-arterial, intra-ocular, intraperitoneal,
intramuscular, intranasal, intravaginal, subcutanea, rectal e tépica. O modo de
administracdo escolhido para uma determinada composicdo farmacéutica
dependerd de viérios factores bem conhecidos dos peritos na arte ou que é de
sua competéncia determinar sem excessiva experimentacao. Estes incluem,
mas nao se limitam a: individuo em tratamento e sua idade, tamanho e
condicdo geral; agente activo a administrar; a doenca, desordem ou condicao a
tratar. Presentemente, a via de administracdo preferida compreende

administracdo intravenosa.

“Quantidade anti-infeccdo eficaz” de uma composicdo farmacéutica
significa qualquer quantidade de uma composicdo farmacéutica que seja eficaz
para inibir ou prevenir o estabelecimento, crescimento ou difusdo de uma
infeccdo sensivel a uma defensina. Tipicamente, o “anti-infeccdo eficaz” da
composicao farmacéutica aqui proporcionada é uma quantidade contendo entre

1 mg de uma defensina em lipossomas por kg de peso do corpo do animal ao
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qual se administra a composi¢do e cerca 1000 mg por kg de peso do corpo;
desejavelmente, a quantidade anti-infeccdo eficaz da composicdo farmacéutica
contém cerca de 10 mg de uma defensina em lipossoma por kg de peso do
corpo a cerca de 200 mg por kg. Dentro desta gama, a quantidade ou dose da
composicao farmacéutica fornecida a um determinado animal dependerd de
varios factores bem conhecidos dos peritos na arte, ou que é de sua
competéncia determinar sem excessiva experimentacdo. Estes incluem, mas
ndo se limitam a: o tipo de infeccdo microbiana e o estagio da sua progressio;
o sujeito e a sua idade, tamanho e condicdo gerai; e a via de administracdo
preferida da composicdao farmacéutica. A quantidade, em particular, da
compdsigéo farmacéutica administrada para uma determinada doenca,
desordem ou condicao indicada pode ser determinada por métodos bem

conhecidos dos peritos na arte, por exemplo, por ensaios de variacao da dose.

Proporciona-se aqui, ainda, um método para tratar um animal, por
exemplo, um mamifero e de preferéncia um humano, que sofre de um cancro
que reage a uma defensina, por exemplo, uma leucemia ou um linfoma. Este
método compreende administrar ao animal uma quantidade anti-cancro eficaz da
composicao farmacéutica aqui proporcionada. Para os objectivos deste invento,
uma “quantidade anti-cancro eficaz” de uma composicdo farmacéutica é
qualquer quantidade da composicdo farmacéutica eficaz para inibir o
estabelecimento, crescimento ou metastase de um tumor num animal.
Tipicamente, a quantidade anti-cancro eficaz da composicdao farmacéutica é
uma quantidade contendo entre 1 mg da defensina em lipossoma por kg de
peso do corpo do animal a que se administra a composicdo e cerca de 1000 mg
por kg de peso do corpo; desejavelmente, a quantidade anti-cancro eficaz da
composicao farmacéutica contém cerca de 10 mg de uma defensina em
lipossoma por kg de peso de corpo a cerca de 200 mg por kg. Dentro desta
gama, a quantidade ou dose da composicdo farmacéutica administrada a um
determinado animal dependera de varios factores bem conhecidos dos peritos
na arte ou que ¢é de sua competéncia determinar sem excessiva
experimentacao. Estes incluem, mas ndo se limitam a: tipo de infeccao
microbiana e a estadio da sua progressao; o sujeito e a sua idade, tamanho e
condicdo geral; e a via de administracdo preferida. A quantidade, em particular,
da composigcdao farmacéutica administrada para a determinada doenca,
desordem ou condicdo indicada pode ser administrada por métodos bem

conhecidos dos peritos na arte, por exemplo, ensaios de variacdao da dose.
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O presente invento é ilustrado pelos exemplos que se seguem. No
entanto, os peritos na arte facilmente compreenderdo que estes exemplos séo
meramente descritivos do invento que se define nas reivindicacdes que seguem

posteriormente.

Exemplos
Exemplo 1

Dispersdo de luz pela indolicidina

Dissolveu-se indolicidina em vaérias concentracoes em tampdo HEPES
10 mM (pH 7,5), contendo NaCl 150 mM. Colocaram-se amostras em células
de fluorescéncia e mediu-se a dispersdo de luz a 500 nm (comprimento de onda

de excitacdo) no fluorimetro, a um angulo de 80 graus.

Os resultados (ver Figura 1) indicam que a indolicidina se auto-associa,

em solucdo, a concentracbes de cerca de 30 pg/ml e superiores. Essa
auto-associacdo é favoravel porque pode minimizar a exposicdo de regides néo

polares de indolicidina as moléculas de agua.

Exemplo 2

Fluorescéncia de indolicidina aquosa
Dissolveu-se indolicidina em tampdo HEPES de pH 7,5 (HEPES 10 mM,

NaCl 150 mM); colocaram-se as solucdoes resultantes em células de

fluorescéncia. Estabeleceu-se o comprimento de onda de excitacdo em 285 nm;
fez-se um varrimento de comprimentos de onda de emissdao de 325 nm a
450 nm. Representou-se a area sob da curva de emissdo em funcdo da
concentracdo de indolicidina (ver Figura 2). Alteraram-se as larguras da fenda
entre concentracdes mais altas e mais baixas; avaliaram-se as concentracdes
intermédias com ambas as larguras de fenda para assegurar uma normalizacéo

adequada.

Os resultados mostram que a fluorescéncia de indolicidina em solucao
aquosa aumentou linearmente com a concentracdo de indolicidina até
0,5 pg/mi, mas depois desviou-se para um declive mais ingreme entre

concentracdes de 0,5 ug/ml e 50 ug/ml. Acima de 50 pg/ml, o declive diminuiu.
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Estes desvios reflectem alteracbes na auto-associacdo intermolecular das

moléculas de indolicidina, a diferentes concentracdes de indolicidina.

Exemplo 3

Preparacdo de lipossomas unilamelares de POPC/indolicidina

Secou-se, num evaporador rotativo, uma solucdo de indolicidina/POPC
(1-palmitoil-2-oleoilfosfatidilcolina; 0,085:1 (p/p) de indolicidina/POPC) e depois
hidratou-se de novo com tampédo (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4) de
modo a formar uma suspensdo de lipossomas multilamelares. Submeteram-se
os lipossomas a extrusdo através de um filtro com poros de 100 nm para
produzir vesiculas unilamelares grandes (LUV; ver Cullis et al., Patente norte-
americana N.° 5008 050 e Loughrey et al.,, Patente norte-americana N.°

5 059 421, cujo teor aqui se inclui como referéncia).

Exemplo 4

Preparacdo de lipossomas multilamelares de DSPC/Chol

Misturou-se indolicidina (66 mg em etanol), diestearoilfosfatidilcolina
(DSPC; 56 mg em cloroférmio) e colesterol (Chol; 19 mg em cloroférmio), e
depois adicionaram-se 3 ml de tampao (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4).
Levou-se a mistura resultante quase até a secura num baldo de fundo redondo,
e hidrataram-se de novo os lipidos secos com metanol e 1 ml de 4gua de modo
a formar uma suspensdo de lipossomas multilamelares (MLV). Colocou-se a
suspensdo de MLV num evaporador de véacuo rotativo e secou-se a 45° Celsius,
com vacuo total, até se obter uma pasta. Depois, arrefeceu-se a amostra, e
adicionaram-se 10 ml de tamp&o HEPES. Transferiu-se a solucdo resultante para
um tubo de 30 ml e agitou-se com vértice. Centrifugou-se esta preparacdo com
rotacdo de 12000 g durante 10 minutos. Os lipossomas formaram peletes;
retiraram-se o sobrenadante acima da pelete, e substituiu-se por solucdo
tampao fresca. Repetiu-se esta lavagem por centrifugacdo mais quatro vezes,
num total de cinco lavagens, fazendo-se novamente a suspensdo da pelete
final, compreendendo lipossomas multilamelares possuindo distribuicdo

interlamelar de soluto substancialmente igual, num volume total de 1,7 ml.
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Exemplo 5

Retencdo de indolicidina em lipossomas contendo fosfatidilcolina

Prepararam-se lipossomas contendo indolicidina e, ou POPC, POPC/Chol,
DPPC  (dipalmitoilfosfatidilcolina), ou DPPC/Chol, usando solugdes de
indolicidina/tamp&o possuindo 13-28 microgramas por mililitro de indolicidina, e
solucdes de lipido em concentracdes de 1,5-2,5 mM. Secaram-se as solucdes
de lipido por evaporacao rotativa; adicionou-se a solucdo de indolicidina aos
lipidos secos de modo a formar uma dispersdo de vesiculas multilamelares
(MLV). Depois, submeteram-se essas MLV a sete ciclos de descongelacéo livre
(ver Cullis et al., Patente norte-americana N.° 4 975 282, cujo teor aqui se
inclui como referéncia) de modo a produzir lipossomas multilamelares com
distribuicdo interlamelar de soluto substancialmente igual. Retirou-se das
preparacdes de lipossoma a indolicidina nao aprisionada; mediram-se as
concentracdes inicial e final de indolicidina, dissolvendo amostras em etanol e

lendo as absorvancias a 280 nm num espectrofotémetro de UV.

Os dados (ver Figura 3) demonstram que os lipossomas contendo POPC
retiveram a maior percentagem de indolicidina apds 48 horas (cerca de 95% da
quantidade inicialmente aprisionada), que os lipossomas contendo DPPC
retiveram menos (cerca de 75%), que os lipossomas de POPC-Chol retiveram

cerca de 55% e que os lipossomas de DPPC-Chol retiveram cerca de 20-30%.

Exemplo 6

Retencdo de indolicidina em lipossomas contendo DOPE

Dissolveu-se indolicidina (6 mg) em 1 ml de etanol. Este combinou-se
com solucdo de reserva de DOPE a 20 mg/ml para formar quatro amostras: I:
2 mg de DOPE/ 1 mg de indolicidina; Il: 2 mg de DOPE/ 3 mg de indolicidina; lll:
2 mg de DOPE/ 6 mg de indolicidina; e IV: 2 mg de DOPE/ O mg de indolicidina.
Secaram-se as amostras por evaporacao rotativa a 30°C, e depois hidrataram-se
de novo com 1 mi de tampdoc HEPES de modo a formar lipossomas
multilamelares. Combinaram-se quantidades aliquotas (25 pul) com 25 ul de
tampao HEPES e 950 pl de etanol numa célula de quartzo. Mediu-se a
concentracao de indolicidina inicial, e a concentracdo que ficou nas vesiculas
apds sucessivas lavagens, dissolvendo amostras de lipossomas em etanol e

lendo as absorvéncias a 280 nm. Determinaram-se as concentracdes de lipido
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através de um ensaio padrao de fosfato (ver Chen et al., Anal. Chem. 28:1956
(19586)).

Os dados (ver Figura 4) mostram que a percentagem em moles de

indolicidina nos lipossomas contendo DOPE aumentou com a lavagem, e atingiu
cerca de 50 porcento em moles na preparacao final.

Exemplo 7

Efeito da indolicidina na perda pelos lipossomas de DSPC/Chol

Secou-se uma solucdo de DSPC (60 mg) e colesterol (20 mg) por
evaporacao rotativa; hidrataram-se de novo os lipidos secos com 2 mi de
tampao (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM), contendo 0,5 mM da sonda CAT1
(4-trimetilamonio-2,2,6,6-tetrametilpiperidino-1-oxiliodeto) de modo a formar
uma suspensdo de lipossomas multilamelares contendo a sonda. Aqueceu-se
depois uma suspensao destas vesiculas durante 10 minutos a 65°C. Lavou-se a
amostra quatro vezes com tampao HEPES e suspendeu-se de novo em tampéo
num volume final de 2 mi. Preparou-se também uma solucdo de reserva de
indolicidina (20 mg/ ml) em tampao HEPES. Combinaram-se varias quantidades
desta solucéo (ver Quadro 1, abaixo) com uma quantidade aliquota (100 i) da
preparacdo de lipossomas, sendo depois adicionado tampédo para perfazer o
volume final até 0,2 ml. Submeteram-se as amostras a microcentrifugacéo, e
transferiram-se os sobrenadantes para tubos de ESR. Mediram-se os espectros
a temperatura ambiente (23°C) para determinar a concentracdo da sonda nas
amostras de sobrenadante (ver Perkins et al., Biochim. Biophys. Acta. 943:103
(1988)).

Os dados (ver Quadro 1, abaixo) indicam a percentagem de sonda
encontrada no sobrenadante, e portanto, a percentagem de perda pelos
lipossomas de DSPC/Chol. Os resultados mostram que o aumento da
concentracdo de indolicidina nos lipossomas de DSPC/Chol, ndo aumentou

significativamente a perda de sonda.
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QUADRO 1
EFEITO DA INDOLICIDINA NA PERDA DE SONDA PELOS
LIPOSSOMAS DE DSPC/CHOL

ul de ul de ul de % em moles % de sonda % de perda
indolicidina lipido tampao de no de sonda
indolicidina  sobrenadante

0,00 100,00 100,00 0,00 4,39 0
3,20 100,00 96,80 0,42 6,14 1,75
6,30 100,00 93,70 0,82 6,14 1,75
12,50 100,00 87,50 1,61 5,26 0,87
25,00 100,00 75,00 3,16 6,14 1,75
50,00 100,00 50,00 6,16 7,02 2,63
75,00 100,00 25,00 8,93 6,14 1,75
100,00 100,00 0,00 11,59 N/D N/D

N/D: dados nao disponiveis.

Exemplo 8

Efeito_da indolicidina na perda por lipossomas de DSPC/Chol/DDAB
Secou-se uma solucdo de DSPC (51,6 mg), colesterol (20,2 mg) e

brometo de dimetildioctadecilaménio (DDAB; 8,23 mg) num baldo de fundo
redondo. Hidrataram-se de novo os lipidos com tampédo (HEPES 10 mM, NaCl
150 mM) contendo 0,5 mM da sonda CAT1 de modo a formar uma suspenséo
de lipossomas muitilamelares. Aqueceu-se a suspensdo a 65°C durante 10
minutos e depois lavou-se duas vezes em 10 ml de tampdo HEPES,
compreendendo a pelete final lipossomas multilamelares de DSPC/Chol/DDAB
contendo CAT1, efectuando-se de novo a sua suspensdo em tampio HEPES até
ao volume final de 2 ml. Efectuou-se um ensaio de padrdo de fosfato (ver Chen
et al., Anal. Chem. 28:1956 (1956)) para determinar a quantidade de lipido que
ficou (34,12 mg). Preparou-se também uma solucdo de reserva de indolicidina a
20 mg/ml em tampao HEPES.

Combinaram-se vérias quantidades desta solucdo (ver Quadro 2, abaixo)
com quantidades aliquota (100 pul) da suspensdo de lipossomas, sendo o
volume final das amostras perfeito até 0,2 ml com tampdo HEPES.

Centrifugaram-se estas amostras, e utilizaram-se quantidades aliquotas dos
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sobrenadantes para determinacdo de espectros de RSE (23°C) para medir a
perda de sonda. Adicionou-se uma pequena quantidade de agente “alargante”
as duas amostras com as concentracGes de indolicidina mais elevadas.

Apresentam-se os resultados no Quadro 2.

QUADRO 2
EFEITO DA INDOLICIDINA NA PERDA DE SONDA CAT1 PELOS
LIPOSSOMAS DE DSPC/CHOL/DDAB

ul de ul de pl de tampd@o % em moles % de sonda
indolicidina preparacao de no
’ de indolicidina  sobrenadante
lipossomas
0,00 100,00 100,00 0,00 6,22
3,20 100,00 96,80 0,48 8,00
6,30 100,00 93,70 0,93 8,00
12,50 100,00 87,50 1,84 9,78
25,00 100,00 75,00 3,61 10,67
50,00 100,00 50,00 6,99 9,78
75,00 100,00 25,00 10,09 o*
100,00 100,00 0,00 13,04 o*

*: Corrigidos para quaisquer lipossomas que possam estar no sobrenadante.

Exemplo 9

Aprisionamento da indolicidina _em _lipossomas contendo DSPC/Chol ou
POPC/Chol.
Formaram-se lipossomas misturando ou DSPC e colesterol, ou POPC e

colesterol, e indolicidina em razdes (p/p) de indolicidina : lipido de 0,1; 0,2; 0,4
e 0,6, dissolvendo a mistura em solvente orgéanico, retirando o solvente por
evaporacdo e depois hidratando a preparacdo seca com tampido HEPES 10 mM
de modo a formar lipossomas multilamelares. Retirou-se a indolicidina nao
aprisionada passando as preparacoes de lipossomas através de uma coluna.
Determinaram-se as concentragdes de indolicidina dissolvendo as preparacdes
de lipossoma em etanol e lendo as absorvancias a 280 nm. Determinaram-se as
concentragdes de lipido através de um ensaio padrdo de fosfato (ver Chen et
al., Anal. Chem. 28:1956 (1956)). Apresentam-se os dados no Quadro 3,
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abaixo.
QUADRO 3
APRISIONAMENTO DE INDOLICIDINA EM LIPOSSOMAS DE DSPC/CHOL,
Indolicidina : lipido % de indolicidina
(p/p) aprisionada apds a didlise
0,1 90,0
0,2 18,8
0,4 9,9
0,6 15,6
Exemplo 10

Fluorescéncia de indolicidina livre e em lipossomas.

Prepararam-se lipossomas hidratando as preparagdes secas de POPC,
POPC/Colesterol (3:2), DPPC e DPPC/Chol {3:2) (40 mg de lipido cada) com
8 ml de tampao HEPES (HEPES 10 mM, NaC! 150 mM, pH 7,5) de modo a
formar vesiculas multilamelares. Submeteram-se essas MLV a extrusao atraveés
de 2 filtros de policarbonato empilhados possuindo poros de 0,1 um, a 50°C.
Diluiram-se quantidades aliquota de cada amostra até uma concentracdo de
lipido de 0,1 mg/ml, e mediram-se os espectros de fluorescéncia. Também se
mediram os perfis de fluorescéncia apds a adicdo de indolicidina s amostras de
lipossoma, até uma concentracdo final de indolicidina de 0,5 pg/ml.
Subtrairam-se os valores do espectro obtidos para lipossomas sem adicdo de
indolicidina do espectro obtido apds a adicdo de indolicidina, a fim de corrigir a
dispersdo. Obteve-se também o perfil de fluorescéncia de indolicidina livre no
tampdo. Estabeleceu-se o comprimento de onda de excitacdo a 285 nm;
avaliaram-se os perfis de emissdo de 325 nm a 450 nm.

Os resultados (ver Figura 6) indicam que a indolicidina tem uma maior
afinidade pelas camadas duplas (E) de POPC (insaturado) do que pelas camadas
duplas (C) de DPPC (saturado) (existe uma maior diferenca entre a fluorescéncia
relativa de indolicidina livre (A) e indolicidina associada a POPC do que existe
entre a fluorescéncia relativa de indolicidina livre e indolicidina associada a
DPPC). A adicdo de colesterol (que confere rigidez 8 membrana) tanto a POPC
(D) como DPPC (B) diminuiu a afinidade da indolicidina por estes sistemas. O

aumento da fluorescéncia e desvio no azul nos perfis de emissao indica que a
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indolicidina se liga mais profundamente nas camadas duplas de POPC do que no

caso de qualquer dos outros sistemas examinados.

Exempio 11

Pardmetros de ordem

Efectuaram-se estudos de parametro de ordem para examinar o efeito da
indolicidina na ordem das camadas duplas de lipido. Prepararam-se lipossomas
contendo DPPC, DSPC, DSPC/Chol (3:2), DHPC (di-hexadecilfosfatidilcolina),
POPC, POPC/Chol/DOTAP (dioleoiltrimetilamoniopropano) (5:4:1), POPC/DOTAP
e DSPC/Chol/DDAB (brometo de dimetildioctadecilaménio) - indolicidina
contendo varias percentagens em moles de indolicidina e um porcento em
moles do marcador de spin 1-palmitoil-2-(12-doxilestearoil)fosfatidilcolina.
Preparou-se uma solucdo de reserva de indolicidina (20 mg/ml) em tampéo
HEPES. Combinaram-se os lipossomas e a indolicidina a varias razées molares
de lipido para indolicidina. Combinou-se DPPC (99 mg), DSPC (99 mg),
DSPC/Chol (74 mg/24 mg), POPC, DOTAP (90 mg/10 mg), POPC (99 mg),
POPC/DOTAP/Chol (62 mg/11 mg/25 mg) e DHPC (99 mg) com 1 mg do
marcador de spin em solvente organico de modo a formar solucdes. Secaram-se
as soluclOes resultantes em baldes de fundo redondo, e hidrataram-se de novo
os lipidos secos com 2,5 mi de tampdo HEPES de modo a formar lipossomas
(MLV). Transferiram-se as amostras de lipossoma resultante para criotubos para
cinco ciclos de congelacdo-descongelacdo (ver Cullis et al., patente
norte-americana N.° 4 975 282). Combinaram-se os lipossomas com
quantidades aliquota da solucdo de reserva de indolicidina para originar
lipossomas com vdrias percentagens em moles de indolicidina. Agueceram-se,
depois, as formulacées resultantes de indolicidina em lipossomas acima da sua
temperatura de transicdo de fase. Mediu-se o espectro de RSE a 23 graus
Celsius (temperatura ambiente). Usaram-se os dados para determinar os
parametros de ordem dos varios sistemas de indolicidina em lipossomas (ver
Figura 7).

Exemplo 12

Introducdo de lipidos com carga positiva nas monocamadas internas das

camadas duplas de lipossomas
Preparou-se tampao HEPES {HEPES 500 mM, pH 7,4) e um tampio de
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citrato 500 mM; utilizam-se esses tampdes para preparar tampoes de 290
mOsM de HEPES (pH 7,4) e 290 mOsM de citrato (pH 5,3).

Prepararam-se seis sistemas de lipidos com os seguintes lipidos: I: POPC
- 90% em moles/estearilamina (SA) -10% em moles (PH 5,3): 96,23 mg de
POPC e 3,79 mg de SA; Il: POPC -90% em moles/ SA -10% em moles (pH
7,3); ll: DSPC -50% em moles/Chol -~40% em moles/ SA -10% em moles {pH
5,3): 68,55 mg de DSPC, 26,84 mg de colesterol, 4,68 mg de SA; IV: DSPC -
50% em moles/Chol -40% em moles/ SA -10% em moles (pH 7,3); V: DSPC
-60% em moles/Colesterol -40% em moles (pH 7,3): e VI: POPC (pH 7,3).
Secam-se as solugdes contendo estes lipidos, e faz-se de novo a suspensao dos
lipidos secos,. como indicado, num dos tampdes de 290 mOsM de modo a
formar lipossomas multilamelares. Submetem-se entdo estes lipossomas a
extrusdo através de filtros (ver Cullis et a., Patente norte-americana N.°
5008 050 e Loughrey et al., Patente norte-americana N.°5 059 421, cujo
conteddo se inclui aqui como referéncia) como se segue: POPC: cinco vezes a
temperatura ambiente, tamanho de poro do filtro= 200 nm: DSPC/Chol: trés
vezes atraves de filtros de 800 nm (65 graus Celsius) e depois cinco vezes
através de filtros de 200 nm (65 graus Celsius).

Combinaram-se volumes iguais (250 ul) de preparacdes dos lipossomas
de pH 5,3 (lipossomas formados por hidratacdo de lipidos secos no tampao de
citrato de pH 5,3) e de um tampao HEPES de pH 11,92 de tal forma que o pH
final era cerca de 7,3. Estes lipossomas, compreendendo compartimentos
interiores aquosos &cidos relativamente ao meio aguoso exterior, tém um
gradiente de pH através das suas camadas duplas. Misturaram-se as
preparagoes de lipossomas formados no tampdo de pH 7,3 com um volume
igual (250 microlitros) do mesmo tampdo de pH 7,3 e ndo possuiam um

gradiente de pH que atravesse a membrana.

Os lipidos com carga podem geralmente acumular-se numa das
monocamadas de uma camada dupla de lipido em resposta a um gradiente de
pH aplicado através da camada dupla. Os lipidos com carga podem, deste
modo, distribuir-se irregularmente entre as monocamadas interna e externa, ou
seja, podem ter uma distribuicdo assimétrica na camada dupla (ver Hope et a/.,
Patentes norte-americanas N.°* 5 204 112 e 5 252 263, cujo teor se inclui aqui

como referéncia). Os lipidos tais como a estearilamina (SA) podem geralmente
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acumular-se na monocamada interna de uma camada dupla de lipido em
resposta a um gradiente de pH situado atravessando a camada dupla, onde o
compartimento aquoso interior é &cido relativamente ao meio externo e tem um
pH inferior ao pKa do lipido na camada dupla.

Agitaram-se com vértice as amostras de lipossomas de pH 5,3 e pH 7,3
e depois incubaram-se & temperatura ambiente (lipossomas contendo POPC: 10
minutos; lipossomas contendo DSPC/Chol: 1 hora). Retirou-se uma pequena
quantidade aliquota de cada amostra e reservou-se para utilizar num ensaio
padrao de fosfato (ver Chen et al., Anal. Chem. 28:1956 (1956)) para medir a
conceht‘racéo de lipido. A seguir, adicionaram-se a cada tubo 200 ul de uma
solucé@o de poli(acido aspartico) a 1%, que depois se deixou repousar durante

10 minutos antes de se registar a absorvancia a 550 nm.

Apresentam-se os resultados no Quadro 4 (ver abaixo). Uma diminuicao
na absorvancia em relacdo aos valores de controlo indica que o lipido com carga
(estearilamina) se acumula na monocamada interna da camada dupla de lipido.
Os resultados mostram que para os lipossomas de POPC, a estearilamina se
acumula na monocamada interna em resposta a um gradiente de pH através da
camada dupla, na qual o interior do lipossoma é acido relativamente ao exterior.
A deslocagdo da estearilamina através das camadas duplas de DSPC/Chol desde
a monocamada externa até a monocamada interna requer mais tempo, devido 3

rigidez das camadas duplas de DSPC/Chol.

QUADRO 4
ABSORVANCIA DE FORMULACOES DE ESTEARILAMINA EM LIPOSSOMA EM
RESPOSTA A GRADIENTES DE PH ATRAVES DA MEMBRANA.

Amostra PH.../pPHey Absorvancia a 550
nm
DSPC/Chol 7,3/7.3 0,669
DSPC/Chol/SA 7,3/7,3 0,330
DSPC/Chol/SA 5,3/7,3 0,530
POPC 7,3/7,3 0,109
POPC/SA 7.3/7,3 0,645

POPC/SA - 5,3/7,3 0,104
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Exemplo 13

Aprisionamento de indolicidina em lipossomas com carga positiva

Preparam-se lipossomas de DSPC/Chol/DDAB (50 porcento em moles de
DSPC, 40 porcento em moles de Colesterol, 10 porcento em moles de DDAB)
dissolvendo 3,59 mg de DSPC, 1,54 mg de colesterol e 0,631 mg de DDAB em
solvente organico num baldo de fundo redondo de 100 mi. Adiciona-se tampao
HEPES (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM) ao baldo e submete-se a amostra a
evaporacao rotativa para retirar o solvente organico. Adicionam-se mais 5 ml de
tampéo HEPES ao baldo, que depois se aquece até 65°C. Adicionam-se ainda
4 mi de tampdo HEPES, e centrifuga-se a amostra a 20 000 rpm durante 20
minutos. Decanta-se o sobrenadante e reserva-se; lava-se de novo a pelete mais
quatro vezes. Faz-se novamente a suspensdo da pelete final em tampdo HEPES
num volume final de 1 ml. Determinam-se as concentracdes de lipido por ensaio
de padrdo de fosfato. Determinam-se as concentracdes de indolicidina por
espectroscopia de absorcdo a 280 nm.

Exemplo 14

Actividade hemolitica de lipossomas contendo Fosfatidilcolina/indolicidina.

Prepararam-se lipossomas de POPC e DPPC contendo indolicidina em
conformidade com os procedimentos descritos acima, mas sem os ciclos de
congelacdo-descongelacdo, ou no caso de vesiculas de interdigitacdo-fusdo (IF),
com o procedimento divulgado em (Janoff et al., N.° de série U.S. 07/961 277
e 08/066 539, apresentados em 14 de Outubro, 1992 e 24 de Maio, 1993,
respectivamente, cujos teores se incluem aqui como referéncia). Combinaram-se
amostras de glébulos vermelhos (RBC) com estes lipossomas, e mediu-se o grau

de hemadlise induzida.

O ensaio de hemdlise utilizado mede o nivel de hemoglobina no
sobrenadante das amostras de RBC, sendo a quantidade de hemoglobina
libertada para o sobrenadante indicativa dos danos nas membranas dos glébulos
vermelhos induzidos pelas defensinas em lipossomas. O ensaio de hemdlise
utilizou solug@o salina tamponada com fosfato (PBS), glébulos vermelhos
humanos, tubos de poliestireno e células descartaveis concebidas para usar em
espectrofotémetros de UV. Colocaram-se aproximadamente 3 ml de RBC

compactadas num tubo de 15 ml, ao qual se adicionou 10 ml de PBS. Fez-se
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uma suspensdo de RBC, e centrifugou-se a suspensdo durante 10 minutos a
4 000 rpm. Rejeitou-se o sobrenadante acima da pelete, e adicionou-se mais
PBS. Repetiu-se este processo de lavagem até que o sobrenadante ficou
praticamente limpido. Fez-se a suspensdo de dois ml da pelete de RBC final em
48 ml de PBS. Dividiu-se a suspensdo de RBS resultante por um conjunto de
tubos de ensaio (0,5 mi de suspensdo de RBC por tubo), nos quais se adicionou
mais tampdo e lipossomas de POPC/indolicidina ou de DPPC/indolicidina.
Taparam-se os tubos e agitaram-se com vértice e depois incubaram-se durante
20 horas num agitador dentro de uma incubadora a 37°C. Apds esta incubacao,
centrifugaram-se os tubos a baixa velocidade (<3000 rom) durante 10 minutos.
Colocdu‘-se uma quantidade aliquota (0,2 ml) do sobrenadante de cada tubo
numa celula na qual se adicionou 1,0 ml de a4gua. Determinaram-se os niveis de
hemoglobina nos sobrenadantes medindo a absorvancia a 550 nm, e
apresentam-sé como percentagem de hemdlise em relacdo aos controlos. O
controlo de zero porcento de hemélise compreendeu RBC e tampao HEPES (a
mesma composicdo de tampdo em que se efectuou a suspensao dos lipossomas
contendo indolicidina); o controlo de cem porcento de hemdlise compreendia
RBC e agua destilada.

A Figura 8 representa a percentagem de hemdlise induzida por
indolicidina livre (quadrados a branco), assim como por lipossomas de
POPC/indolicidina (tridangulos a branco), lipossomas de DPPC/indolicidina
(circulos a branco) e lipossomas de interdigitacdo-fusdo (IF) de
DPPC/indolicidina {circulos a cheio). Os dados mostram que o aprisionamento
nos lipossomas atenuam a actividade hemolitica da indolicidina, ou seja, existe
uma reducdo na percentagem de hemdlise, quando comparada com a forma
livre da defensina.

Exemplo 15

Actividade hemolitica de lipossomas de POPC/indolicidina com varios niveis de

indolicidina,

Prepararam-se lipossomas de POPC/indolicidina, contendo vérias
concentracdes de indolicidina (percentagens em moles) secando uma solugdo de
POPC/solvente orgénico, e hidratando novamente a solucdo com um tampéo
contendo indolicidina de modo a formar lipossomas multilamelares. Depois,

transferiram-se amostras de lipossomas para criotubos e congelaram-se e
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descongelaram-se cinco vezes (ver Cullis et al., patente norte-americana N.°
4 975 282, cujo teor se inclui aqui como referéncia) para produzir vesiculas
multilamelares possuindo distribuicdo interlamelar de soluto substancialmente

igual.

Determinaram-se as concentracdes inicial e final de lipido através de um
ensaio padrdo de fosfato (ver Chen et al., Anal. Chem. 28:1956 (1956)).
Determinaram-se as concentracdes inicial e final de indolicidina medindo a
absorvéncia a 280 nm. A figura 9 apresenta a percentagem de hemalise de RBC
induzida por indolicidina livre (quadrados a cheio), assim como as varias
formula¢des de lipossomas de indolicidina/POPC testadas (3,8% em moles de
indolicidina: tridngulos a cheio; 2,5% em moles: asteriscos: 1,8 porcento em
moles: circulos a cheio; 1,0 porcento em moles: quadrados a cheio; e 0,4

porcento em moles: tridngulos a cheio).

Exemplo 16

Actividade hemolitica de lipossomas de DPPC/indolicidina (8,27 porcento em

moles de indolicidina).

Adicionou-se etanol {361 pl) a quinhentos ul de vesiculas unilamelares de
DPPC pequenas (SUV), a uma concentracdo de lipido de 60 mg/ml de modo a
formar um gel. Depois, adicionaram-se mais 1,2 ml da preparacao de SUV de
DPPC, junto com indolicidina, agitando com vértice. Aqueceu-se e arrefeceu-se
a mistura, e depois lavou-se cinco vezes. Determinaram-se as concentracdes de
lipido nas amostras inicial e final através de um ensaio padrao de fosfato (ver
acima). Determinaram-se as concentracdes de indolicidina nas amostras inicial e
final por absorvancia a 280 nm.

Realizaram-se os ensaios de hemdlise da forma descrita acima (ver
Exemplo 14). Os resultados (ver Quadro 5, abaixo) indicam que o aumento dos
niveis (mg/ml) de indolicidina (8,27% em moles em lipossomas contendo DPPC)
nas amostras de RBC resultou num nivel de hemdlise aumentado.
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QUADRO 5
Concentracéo de % de hemdlise média

indolicidina na amostra

de RBC (mg/ml)

2,73 163,44
1,365 144,34
0,6825 151,36
0,3413 149,115
0,1706 136,23
0,0853 58,3585
0,0427 10,9092
0,0213 6,71085
0,0107 2,68485
0,0053 1,13195

Exemplo 17

Actividade hemolitica de lipossomas de DSPC/Chol/indolicidina.

Prepararam-se lipossomas de DSPC/Chol/indolicidina (concentracao final
de indolicidina = 4,8 porcento em moles de indolicidina) dissolvendo 11,85 mg
de DSPC, 3,87 mg de colesterol e 20 mg de indolicidina em solvente organico
num baldo de fundo redondo, e depois secando a solucdo por evaporacido
rotativa. Hidrataram-se de novo os lipidos com 4 ml de tampdo HEPES (HEPES
10 mM, NaCl 150 mM, pH 7,4), e transferiu-se a suspensao de lipossomas
resultante para um tubo de centrifuga. Lavou-se o baldo com tampao, e
adicionou-se tampédo ao tubo de centrifuga. Lavaram-se esses lipossomas com
tampao HEPES cinco vezes, e fez-se novamente a suspensio da pelete final em
3 ml de tampdoc HEPES. Preparou-se o controlo de indolicidina livre (ndo
aprisionada) dissolvendo 2 mg de indolicidina em 1 ml de HEPES.

Mediram-se as concentracdes inicial e final de indolicidina por
absorvancia a 280 nm. Determinaram-se as concentracdes inicial e final de
lipido através de um ensaio padrdo de fosfato (ver Chen et al., Anal. Chem.
28:1956 (1956)). Usaram-se os lipossomas em ensaios de hemdlise,
efectuados de acordo com os procedimentos previamente descritos (ver
Exemplo 14). Apresentam-se os dados (ver Figura 10 e Quadro 6) como
percentagem de hemdlise induzida por indolicidina livre (quadrados a cheio) bem
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como percentagem de hemdlise induzida pela formulacdo de lipossomas de
DSPC/Chol/indolicidina (circulos a cheio), para varias concentracdes de
indolicidina nas amostras de RBC.

QUADRO 6
Ensaio de hemdlise de DSPC/Chol/indolicidina.
LIPOSSOMAS’ DE INDOLICIDINA LIVRE
DSPC/CHOL/INDOLICIDINA
Concentragdo  Percentagem Concentracdo  Percentagem

de indolicidina de hemdlise de indolicidina de hembdlise

(mg/ml) (mg/ml)

0,77 110,56 2,00 140,23
0,38 42,57 1,00 146,40
0,19 10,94 0,50 152,32
0,10 4,77 0,25 96,13
0,05 2,17 0,13 56,45
0,02 1,50 0,06 24,19
0,01 0,95 0,03 8,32
0,01 0,40 0,02 4,16
0,003 1,24 0,008 1,08
0,002 0,32 0,004 0,89

" 4,77 porcento em moles de indolicidina.

Exemplo 18

Actividade hemolitica de lipossomas de DSPC/Chol (sem indolicidina).
Prepararam-se lipossomas de DSPC/Chol e DSPC/Chol/DDARB dissolvendo

os lipidos em cloroférmio e depois adicionando metanol, usando dois volumes

de metanol por volume de cloroférmio, de modo a formar uma monofase (ver
Fountain et al, Patente norte-americana N.° 4 588 578). Adicionaram-se
separadamente duas por¢des de 0,5 ml de tampao HEPES (HEPES 10 mM, NaCl
150 mM, pH 7,4), com agitacdo apés cada adicdo. Evaporaram-se por rotacdo
as amostras a temperatura ambiente, e depois a 60°C, para retirar o solvente.
Hidrataram-se de novo as amostras secas com tampdo HEPES até um volume
final de 4 ml de modo a formar lipossomas multilamelares possuindo

distribuicdo interlamelar de soluto substancialmente igual. Combinaram-se estes
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lipossomas com suspensdes de RBC, e efectuaram-se ensaios de hemdlise em
conformidade com os procedimentos descritos acima {ver Exemplo 10) para
medir as propriedades hemoliticas dos lipidos. Os dados (ver figura 11 e Quadro
7, abaixo) mostram a percentagem de hemdlise induzida a vérias concentracdes
de lipido, sem indolicidina nas preparacdes.

QUADRO 7
ACTIVIDADE HEMOLITICA DE LiPIDO.
DSPC/Chol DSPC/Chol/DDAB

mM de lipido % de hemodlise mM de lipido % de hemdlise
9,31 1,46 5,95 37,14
4,66 -0,21 2,98 15,11
2,33 0,90 1,49 3,03
1,16 -0,33 0,74 1,13
0,58 -0,27 0,37 0,35
0,29 -0,77 0,19 0,46
0,15 0,01 0,09 0,07
0,07 -0,94 0,05 0,35
0,04 0,85 0,02 -0,55
0,02 -1,05 0,01 -0,38

Exempio 19

Actividade hemolitica de lipossomas de indolicidina/DOPE.

Prepararam-se lipossomas de DOPE/indolicidina secando uma solucao de
indolicidina/DOPE/solvente organico, num baldo de fundo redondo, por
evaporacao rotativa. Fez-se novamente a suspensdo dos lipidos secos em 2 ml
de tamp&do HEPES (HEPES 10 mM, NaCl 150 mM). Preparou-se um controlo de
indolicidina livre (ndo aprisionada) dissolvendo 2 mg de indolicidina em 1 ml de
tampdo HEPES. Determinaram-se as concentracdes de lipido por ensaio de
fosfato (ver Chen et al., Anal. Chem. 28:1956 (1956)): determinaram-se as
concentracOes de indolicidina medindo absorvancias a 280 nm. Os dados (ver
Figura 12 e Quadro 8, abaixo) mostram que a hemdlise aumentou, na
generalidade, com o aumento da concentracdo de indolicidina, tanto para as
formas de indolicidina em lipossomas como para as formas de indolicidina livre,
e que aproximadamente &s mesmas concentracdes nas amostras de RBC, a

indolicidina aprisionada em lipossomas de DOPE induziu praticamente a mesma
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percentagem de hemdlise que a indolicidina nio aprisionada.

QUADRO 8
ACTIVIDADE HEMOLITICA DE LIPOSSOMAS DE DOPE/INDOLICIDINA.
LIPOSSOMAS’ DE INDOLICIDINA LIVRE
DOPE/INDOLICIDINA
Concentracdo  Percentagem Concentracdo  Percentagem

de indolicidina de hemdlise de indolicidina de hemdlise

(mg/mi) (mg/ml)

3,83 113,45 2,00 82,44
1,92 114,91 1,00 100,90
0,96 122,46 0,50 116,16
0,48 124,65 0,25 84,53
0,24 116,14 0,13 40,81
0,12 70,65 0,06 16,89
0,06 34,38 0,03 7,70
0,03 13,92 0,02 0,80
0,01 5,96 0,008 -1,01
0,007 1,88 ' 0,004 -0,79

" 39,55 porcento em moles de indolicidina.

Exemplo 20

Toxicidade in vitro de indolicidina em lipossomas

Prepararam-se lipossomas dissolvendo 1 mg de indolicidina em metanol e
misturando a solugdo resultante com uma solucdo de POPC (11,7 mg) em
cloroférmio (razdo (p/p) de indolicidina : lipido de 0,85:1). Removeram-se os
solventes organicos em vacuo usando um evaporador rotativo. Hidratou-se a
mistura seca de lipido/indolicidina com tampio HEPES (HEPES 10 mM, NaCl
150 mM, pH 7,4). Submeteu-se dez vezes a preparacao resultante a extrusio
através de filtros Nucleopore duplamente empilhados de 0.1 um usando um

dispositivo extrusor (Lipex, Vancouver, CA).

Mediu-se a inibicdo especifica da proliferacédo in vitro de células CHO/K1
pela indolicidina livre, pelos lipossomas vazios (sem indolicidina) ou pela

indolicidina em lipossomas usando um teste de incorporacdo de timidina.
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Colocaram-se as células CHO/K1 (20 000 células por poco) em placas de
microtitulagdo de 96 pocos com fundo plano num meio RPMI-1640
suplementado com FBS a 10%, e mantiveram-se a 37°C numa atmosfera
humida a 5% de CO,. Expuseram-se as células a varias concentracdes de
lipossomas vazios, solugcdo salina tamponada com fosfato (PBS), indolicidina
livre ou indolicidina em lipossomas e deixaram-se em cultura durante 4 horas a
37°C. As células tratadas com virias as formulacdes de indolicidina foram
submetidas a pulsos, durante mais oito horas, com 0,5 uCi/pogo de [*H]timidina
(actividade especifica 50 Ci/mmol) (ICN Biomedicals, USA). Colheram-se as
células num papel de filtro 934AH com um aparelho de colheita Brandel M-96
(Brandéf, MD, USA). Determinou-se a incorporacdo de [*H]timidina por

contagem de cintilacdo liquida.
Os resultados (ver Figura 13) mostram que para todas as concentracdes

usadas, a indolicidina em lipossomas permitiu um maior grau de crescimento

celular, isto é, foi menos téxica do que a indolicidina livre.

Exempio 21

Toxicidade in vivo.

Injectaram-se quatro grupos com cinco ratinhos macho Balb/c (20-22 a)
cada com vérias doses (0,75-12 mg/kg) de indolicidina livre e varias doses
(20-120 mg/kg) de indolicidina em lipossomas, em 0,2 ml de solucao salina
isenta de pirogénios através veia da cauda. Injectaram-se também ratinhos com
solucéo salina e com lipossomas vazios. Observaram-se estes ratinhos quanto a
toxicidade aguda, e determinou-se a dose LD, de indolicidina, a dose letal para
50 porcento da populacdo de teste.

Os resultados (ver Quadro 9, abaixo) indicam que a LDg, da indolicidina
livre foi de 3 mg/kg enquanto que a da indolicidina em lipossomas foi de
80 mg/kg. '
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QUADRO 9
TOXICIDADE EM RATINHOS DE INDOLICIDINA LIVRE VERSUS INDOLICIDINA
EM LIPOSSOMAS

Dose de indolicidina (mg/kg) Numero de animais mortos
INDOLICIDINA LIVRE
0,4 0/5
1,2 1/5
4,0 3/5
12,0 0/5
INDOLICIDINA EM LIPOSSOMAS
20 0/5
40 0/5
80 1/5
160 5/5
Exemplo 22

Tratamento de infeccdes provocadas por Aspergillus_fumigatus em ratinhos.

Injectaram-se ratinhos Balb/c macho cada um com 2x107 esporos de
Aspergillus fumigatus por injeccdo na veia da cauda. Apéds seis horas,
dividiram-se aleatoriamente os ratinhos em cinco grupos de 10 ratinhos cada.
Tratou-se um grupo com 2 mg/kg de indolicidina livre, tratou-se o segundo
grupo com 2 mg/kg de indolicidina em lipossomas; administrou-se ao terceiro
grupo 40 mg/kg de indolicidina em lipossomas: tratou-se o quarto grupo com
lipossomas vazios; e tratou-se o quinto grupo com 0,2 ml de tampao HEPES

10 mM. Seguiu-se a sobrevivéncia dos animais durante um periodo de 15 dias.

Os resultados (ver Figura 14) mostram que os ratinhos infectados com
esporos de A. fumigatus e tratados quer com tampao quer com lipossomas
vazios apresentaram quase as mesmas taxas de sobrevivéncia. A administracao
de indolicidina livre (2 mg/kg) resultou num ligeiro aumento dos tempos de
sobrevivéncia. A indolicidina em lipossomas, & mesma concentracao de

indolicidina, consegue um aumento ainda maior dos tempos de sobrevivéncia.
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Trinta porcento dos ratinhos tratados com 40 mg/ml de indolicidina estavam
vivos no final do periodo de tratamento.
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REIVINDICACOES

1. Lipossoma compreendendo uma camada dupla de lipido, um
compartimento aquoso e uma defensina neutralizada, onde a defensina
neutralizada é uma defensina que esta associada a um lipossoma e que & inibida
de destruir a organizacdo da camada dupla do lipossoma, por um ou mais dos

componentes da vesicula.

2. Lipossoma de acordo com a reivindicagdo 1, onde o lipossoma é

multilamelar.

3. Lipossoma multilamelar de acordo com a reivindicacdo 2 possuindo
um soluto aprisionado nos seus compartimentos aquosos, onde a concentracdo

do soluto em cada um dos compartimentos aquosos € substancialmente igual.

4. Lipossoma de acordo com a reivindicacdo 1 onde a defensina esta

contida numa camada dupla de lipido do lipossoma.

5. Lipossoma de acordo com a reivindicacdo 1 onde a defensina esta

contida num compartimento aquoso do lipossoma.

6. Lipossoma de acordo com a reivindicacdo 1 onde a defensina é uma
defensina prototipica de mamifero, uma beta-defensina, uma indolicidina, uma
magainina ou uma defensina de insecto.

7. Lipossoma de acordo com a reivindicacdo €6 onde a defensina é
indolicidina.

8. Lipossoma de acordo com a reivindicacdo 1 onde o lipossoma

compreende um lipido inibidor de libertacdo.

9. Lipossoma de acordo com a reivindicacdo 8 onde o lipido inibidor de
libertacdo compreende ~ 1-palmitoil-2-oleoilfosfatidilcolina (POPC),
dioleoilfosfatidilcolina (DOPC) ou diestearoilfosfatidilcolina (DSPC) e colesterol.

10. Lipossoma de acordo com a reivindicacdo 1 onde a defensina é

indolicidina e onde o lipossoma compreende um lipido inibidor de libertacdo que
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compreende POPC.

11.  Lipossoma de acordo com a reivindicacdo 10 compreendendo pelo
menos cerca de 0,5 porcento em moles de indolicidina.

12. Lipossoma de acordo com a reivindicacdo 11 compreendendo
cerca de b porcento em moles de indolicidina.

13. Lipossoma de acordo com a reivindicacdo 1 onde a defensina é
indolic_idina e onde o lipossoma compreende um lipido inibidor de libertacdo que
compreende DSPC e colesterol.

14. Lipossoma de acordo com a reivindicacdo 13 compreendendo pelo
menos cerca de 0,5 porcento em moles de indolicidina.

15. Lipossoma de acordo com a reivindicacdo 14 compreendendo
cerca de 20 porcento em moles de indolicidina.

16. Lipossoma de acordo com a reivindicacdo 1 onde a defensina é
indolicidina e onde o lipossoma compreende um lipido inibidor de libertacdo que
~compreende DOPC.

17. Lipossoma de acordo com a reivindicacdo 16 compreendendo pelo
menos cerca de 0,5 porcento em moles de indolicidina.

18. Lipossoma de acordo com a reivindicacdo 1 onde o lipossoma
compreende um tampéao aquoso inibidor de libertacdo.

19. Lipossoma de acordo com a reivindicacdo 1 onde o lipossoma

compreende um lipido com o grupo de cabeca modificado.

20. Lipossoma de acordo com a reivindicacdo 1 onde a camada dupla
de lipido compreende um lipido ionizéavel.

21. Lipossoma de acordo com a reivindicacdo 20 onde mais de cerca
de cinquenta porcento do lipido ionizavel existente na camada dupla de lipido

mais exterior do lipossoma existe na monocamada interna da camada dupla de
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lipido mais exterior.
22. Lipossoma de acordo com a reivindicacdo 20 onde a concentracio
do lipido ionizdvel na camada dupla de lipido mais exterior é pelo menos de

cerca de 5 porcento em moles.

23. Lipossoma de acordo com a reivindicagdo 20 onde o lipido

ionizavel é 1.2-dipalmitoil-3-(N,N-dimetilamino)propano.

24. Lipossoma de acordo com a reivindicacdo 1 compreendendo ainda

um agente bioactivo adicional.

25. Lipossoma desidratado compreendendo uma defensina onde a
defensina é uma defensina neutralizada que esta associada a um lipossoma e
que é inibida de destruir a organizacdo da camada dupla do lipossoma por um

ou mais dos componentes da vesicula.

26. Composicdo farmacéutica compreendendo um transportador
farmaceuticamente aceitdvel e um lipossoma compreendendo uma camada
dupla de lipido, um compartimento aquoso e defensina onde a defensina é uma
defensina neutralizada que estd associada a um lipossoma e que é inibida de
destruir a organizacdo da camada dupla do lipossoma por um ou mais dos

componentes da vesicula.

27. Método de preparacdo de uma composicao farmacéutica de acordo
com a reivindicacdo 26 para tratar ou prevenir uma infeccdo num animal, por
formulacdo do lipossoma numa quantidade anti-infeccdo eficaz com um
transportador farmaceuticamente aceitavel.

28. Método de acordo com a reivindicacdo 27 onde a infeccdo é
causada por um fungo sensivel a uma defensina.

29. Método de acordo com a reivindicacdo 28 onde o fungo sensivel a
uma defensina é um Cryptococcus ou um Aspergillus.

30. Método de acordo com a reivindicacdo 27 onde o animal esta
imunocomprometido.
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31. Meétodo de acordo com a reivindicacdo 27 onde o animal é um

humano.

32. Método de acordo com a reivindicacdo 27 onde a infeccdo
compreende uma infeccdo provocada por fungos causada por um Cryptococcus
e 0 animal é um humano imunocomprometido.

33. Meétodo de acordo com a reivindicacdo 27 onde a infeccdo
compreende uma infec¢do fungica causada por um Aspergillus e o animal é um
humano imunocomprometido.

34. Método de preparacdo de uma composi¢cao farmacéutica de acordo
com a reivindicagdo 26 para tratar um animal que sofre de um cancro que reage
a uma defensina, por formulacdo do lipossoma numa guantidade anti-cancro

eficaz com um transportador farmaceuticamente aceitivel.

35. Método de acordo com a reivindicacio 34 onde o cancro que reage
a uma defensina é uma leucemia ou um linfoma.

36. Método de preparacdo de uma composicdo farmacéutica de acordo
com a reivindicacdo 26 para tratar um animal que sofre de uma desordem
caracterizada por uma deficiéncia de actividade citotéxica mediada por
proteinas em granulos citoplasmaticos, por formulacdo do lipossoma numa
quantidade citotdxica eficaz com um transportador farmaceuticamente eficaz.

37. Método de acordo com a reivindicacdo 36, onde a desordem é o
Sindroma de Deficiéncia de Granulos Especificos.

38. Método de acordo com a reivindicacdo 36, onde o animal sofre

também de uma infeccdo microbiana.

Lisboa, <3 (39 2003
Por THE LIPOSOME COMPANY, INC.
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Concentragdo inicial de indolicidina: 13-28 pg/mi Concentraco inicial de Ifpido: 1,5-2,5 mM
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Intensidade de fluorescéncia relativa (x10%)
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Parametro de ordem
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