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(57) Resumo: A presente invencgao refere-se a métodos para tratamento e/ou prevencéo de doenga do enxerto contra hospedeiro
(GVHD) aguda, assim como crdnica, e, em particular, a métodos para diminuir mortalidade e aumentar especialmente a
sobrevivéncia a longo prazo; complicagdes agudas associadas a GVHD tal como diarreia, perda de peso e sepse com base em
normalizacdo de microbiota de intestino, figado, pulméo e pele e defesa mucosal; reequilibrio do sistema imune com
normalizacgdo de produgdo de citocinas de IFN-¢, TNF-a, II-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10 e IL-13 e prevencdo e/ou tratamento de
tempestade de citocinas; complicag6es cronicas associadas a GVHD, tal como bronquiolite obliterante e escleroderma, o método
compreendendo administracdo oral, subcutanea, intrapulmonar e/ou dérmica/transdérmica de uma ou mais defensinas de
mamiferos selecionadas dentre o grupo de a- e R-defensinas em um paciente que recebeu ou esta prestes a receber um
transplante de células-tronco hematopoiéticas alogénicas.
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B-DEFENSINA E/OU A-DEFENSINA HUMANA PARA USO NA
PREVENCAO OU NO TRATAMENTO DE DOENCA DO ENXERTO
CONTRA HOSPEDEIRO AGUDA
Campo da Invencao
[001] A presente invengao refere-se a métodos para tratamento e/ou
prevencao de doenga do enxerto contra hospedeiro (graft-versus-host-disease,
GVHD) aguda, assim como cronica e complica¢Oes associadas com GVHD
em um paciente que recebeu ou estd prestes a receber um transplante de
células-tronco hematopoiéticas alogé€nicas por administragcdo de uma ou mais
defensinas de mamiferos. Os métodos atuais podem levar ao tratamento de
sintomas de GVHD, como diarreia e sepse, com base em normalizacdo da
microbiota do intestino e pulmdo e reequilibrio do sistema imune com
producdo reduzida de citocinas eliminando o risco de uma tempestade de
citocinas.
Fundamentos

[002] A doenca do enxerto contra hospedeiro continua a ser uma
causa lider de morbidade e mortalidade apos o transplante de células-tronco
hematopoiéticas alogénicas. A GVHD gastrointestinal é a causa principal de
mortalidade (Teshima, 2016). A fase inicial de GVHD aguda € desencadeada
por dano ao tecido e perda associada da fungcdo de barreira mucosal,
primariamente no trato gastrointestinal, que é causada pelos regimes
condicionantes necessdrios para levar a doenga maligna a um nivel minimo
residual apropriado para o subsequente controle imune e para eliminar a
funcdo imune existente, seguindo o enxerto do in6culo do doador sem
tratamento prévio. Transplante de células-tronco tipicamente usa irradiagdo
total do corpo, imunossupressao e quimioterapia para alcancar estes objetivos
duplos, no entanto, eles também resultam em dano a mucosa do trato GI e
outras cé€lulas que contribuem para a “tempestade de citocinas”, que €

distinguida pela liberacdo de citocinas proinflamatorias; classicamente
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citocinas Thl: IFNy, IL-2 e TNF-a e citocinas Th2: IL-4, IL-5, IL-10 e IL-13
(Henden, 2015). As terapias de GVHD, pilares de base atuais, focalizam em
uma ampla imunossupressdo, o que pode afetar os enxertos e, em alguns
contextos, reduzir a desejada atividade de enxerto-versus-tumor (Nalle, 2015).
Uma reducdo na carga bacteriana pelo uso de descontaminagdo
antimicrobiana no periodo pds-transplante pode reduzir a gravidade de
GVHD. O pulmao e a pele sdo os 6rgaos alvo primarios em GVHD cronica,
se manifestando como fibrose - bronquiolite obliterante e escleroderma
(Henden, 2015). A GVHD aguda permanece uma causa principal de falha do
tratamento resultando em mortalidade em 20% de recipientes e 60-80% de
sobreviventes experimentam algum grau de GVHD cronica (Markey, 2014).
Sumario

[003] O inventor demonstrou de modo surpreendente em um modelo
camundongo de doenca do enxerto contra hospedeiro aguda surgindo de
transplante de células-tronco hematopoiéticas alogénicas que uma dose
profildtica de hBD2 ou HDS5 oral é capaz de diminuir a mortalidade
dramaticamente e em uma maior extensao que ciclosporina, o tratamento mais
comumente usado de GVHD. Também foi demonstrado neste modelo que
hBD2 foi capaz de diminuir a producdo de IL-1B em células mieloides
(CDI11c+ células dendriticas e células CD11b+ Ly6FG). IL-1pB sendo um
condutor principal para GvHD intestinal.

[004] O inventor também demonstrou de modo surpreendente em
modelos de camundongo, tanto preventivos como terapéuticos de inflamagao
intestinal grave (DSS, TNBS, transferéncia de células T), que B-defensinas
mitigam diarreia e perda de peso através de uma saude intestinal melhorada e
diminuem o indice de atividade da doenca em equivaléncia com
imunosupressores padroes, tal como prednisolona/dexametasona e
ciclosporina, assim como anti TNF-a, todos usados rotineiramente na

prevencdo e/ou tratamento de GVHD.
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[005] Foi demonstrado de modo surpreendente que P-defensinas
podem reequilibrar o sistema imune através da normalizacdo de citocinas de
IFN-y, TNF-a, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13. Embora alguns
farmacos, por exemplo, anti TNF-a, possam normalizar uma ou umas poucas
citocinas, ndo foram identificados outros farmacos que possam normalizar
todas estas citocinas e prevenir uma tempestade de citocinas. A liberacao de
citocinas inflamatdrias ou tempestade de citocinas foi implicada como o
mediador primdrio da ocorréncia e gravidade de GVHD aguda (Ball & Egeler,
2008).

[006] Além disso, foi demonstrado tanto em um modelo
camundongo preventivo como em um terapéutico que ambas as defensinas o e
B tem uma forte influéncia sobre a composicdo da microbiota. Por exemplo,
defensinas podem aumentar a variedade de micrdbios, isto é,
melhorar/normalizar a microbiota, mas também que defensinas podem
aumentar a abundancia de bactérias produzindo 4cido graxo de cadeia curta.
Acido graxo de cadeia curta, que desempenha um papel chave na homeostase
de células T reguladoras colonicas, é perturbado em GVHD aguda. Os efeitos
de defensinas sdo diferentes de uma defensina para outra e a combinagao de
uma o- ¢ de um B-defensina sdo, de fato, novamente diferentes dos efeitos
individuais.

[007] Foi ainda e de modo surpreendente demonstrado em um
modelo camundongo de asma aguda que uma dosagem de beta-defensina
humana 2 (hBD2) seja administrada oralmente ou intranasalmente € capaz de
prevenir o inicio de uma tempestade de citocinas € o desenvolvimento de
asma, assim como melhorar a fun¢do do pulmao dramaticamente. Contrario a
profilaxia de asma convencional, onde supressdo imunoldgica geral € o alvo,
profilaxia com hBD?2 reequilibra o sistema imune.

[008] Foi ainda demonstrado de modo surpreendente em um modelo

camundongo de asma aguda que uma dosagem de beta-defensina humana 2
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(hBD2) seja administrada oralmente ou intranasalmente € também capaz de
tratar asma normalizando a hiper-responsividade das vias aéreas e adesdo.
[009] Em conclusdo, o inventor demonstrou que alfa- e beta-
defensinas tém todas as propriedades necessdrias para ser um tratamento
seguro e eficaz das complicagdes decorrentes do transplante de células-tronco
hematopoiéticas alogénicas. Os peptideos sdo seguros, pois sdo peptideos
enddgenos, fisiologicos e humanos. Defensinas podem ser usadas em
quantidades que ndo excedem a quantidade presente no colostro recebido por
uma crianca recém-nascida a termo. Defensinas podem ser administradas
através de administracdo oral, subcutdnea ou intrapulmonar. Defensinas
podem reequilibrar o sistema imune sem suprimir o sistema imune.
Defensinas podem prevenir uma tempestade de citocinas, o principal culpado
da GVHD aguda. Defensinas podem normalizar a microbiota € o metaboloma
e promover a producido de acidos graxos de cadeia curta, que preservam a
homeostase das células T reguladoras colonicas. Defensinas podem tratar
inflamacdes intestinais, hepdticas e pulmonares graves.

[0010] Assim, em um aspecto, a descri¢ao refere-se a um método para
prevencdo ou tratamento de doenca do enxerto contra hospedeiro aguda em
um paciente que tinha recebido ou estd prestes a receber um transplante de
células-tronco hematopoiéticas alogé€nicas, o método compreendendo
administracdo de pelo menos uma defensina de mamifero do grupo
consistindo em a-defensinas e B-defensinas no dito paciente.

[0011] O paciente pode ter grave inflamacdo intestinal e figado (por
exemplo, distinguida por dor abdominal, ndusea, vOmitos e ictericia) e perda
da defesa mucosal, tempestade de citocinas, perda de peso, ou sepse, erupg¢ao
cutanea, comichao e vermelhidao.

[0012] O efeito do tratamento pode compreender reequilibrar o
sistema imune e prevenir ou tratar a tempestade de citocinas através da

normalizac@o da producdo de citocinas no tecido.
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[0013] O efeito do tratamento pode compreender tratamento de
permeabilidade intestinal e sepse através da normalizacdo da defesa mucosal
ou atividade de mieloperoxidase nos intestinos.

[0014] O efeito do tratamento pode compreender tratamento de
complicagdes respiratorias, inflamacdo do pulmao e sepse.

[0015] O efeito do tratamento pode compreender reduzir inflamacgdo
pulmonar histologica, inflamacdo peribronquial, e bem como perivascular e
migragdo de células inflamatorias no fluido de lavagem broncoalveolar.
[0016] O efeito do tratamento pode compreender tratamento e/ou
prevencao de inflamacdo e fibrose dos pulmdes e pele, tal como bronquiolite
obliterante e escleroderma.

[0017] O efeito do tratamento pode compreender aumentar a riqueza
dos genes, aumentar o numero de filos, aumentar a presenca bacteriana,
aumentar a abundancia bacteriana e/ou aumentar a producdo de acido graxo
de cadeia curta, producdo de butirato e/ou diminuir a producdo de acetato a
partir da microbiota de intestino ou pulmao de dito paciente.

[0018] O efeito do tratamento pode compreender amadurecer, manter
e/ou estabilizar uma microbiota normal no intestino ou pulmao ou pele de dito
paciente.

[0019] O efeito do tratamento pode compreender aumentar a
abundancia de Allobaculum, Alloprevotella, Akkermansia, Barnesiella,
Bifidobacteriaceae, Faecalibacterium, Lachnospira, Rothia e Veillonella no
intestino ou pulmao de dito paciente.

[0020] O efeito do tratamento pode compreender aumentar ingestao
de alimentos e ganho de peso no dito paciente.

[0021] A defensina de mamifero pode ser selecionada dentre um
grupo consistindo em HDS5, HD6, hBDI, hBD2, hBD3 e hBD4,
preferivelmente HD5 ou hBD2.

[0022] As defensinas podem ser administradas sozinhas ou em uma
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composicdo, em que dita composi¢do compreende mais do que uma
defensina, tal como duas defensinas, tal como trés defensinas, tal como quatro
defensinas, tal como cinco defensinas. Preferivelmente, as duas defensinas
sdao hBD2 e HDS.
[0023] A defensina de mamifero pode compreender adicionalmente
pelo menos uma por¢do adicional selecionada dentre um grupo consistindo
em um peptideo de penetracdo celular (CPP), uma porcdo de ligacdo a
albumina (ABM), uma por¢do detectavel (Z), e um peptideo de extensdo de
meia-vida.
[0024] A defensina de mamifero pode ser administrada sozinha ou em
combinagdo com prebidticos, probidticos, triptofano, dcidos graxos de cadeia
curta, glucocorticoides, ciclosporina, anti TNF-a, integrinas, antibioticos,
imunosupressores, transplante fecal, irradiacio ou uma combinag¢do dos
mesmos.
[0025] Em aspectos adicionais, a descri¢do refere-se a polipeptideos
de defensina de mamiferos para uso em um método de tratamento de acordo
com a descricdo e ao uso de um polipeptideo de defensina de mamiferos para
a preparacdo de um medicamento para o tratamento de um distdrbio como
definido na descrigdo.

Descricao dos desenhos
[0026] Figura 1. Esboco esquemdtico da configuracdo experimental
para investigar o efeito de defensinas em um modelo profilatico de dextrano
sulfato de sddio de colite.
[0027] Figura 2. Esboco esquemdtico da configuracdo experimental
para investigar o efeito de defensinas em um modelo terapéutico de dextrano
sulfato de sddio de colite.
[0028] Figura 3. Esboco esquemdtico da configuracdo experimental
para investigar os efeitos de defensina de mamiferos (HDS, hBD2 e

HD5+hBD2) sobre a composicdo da microbiota em um modelo murino de
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dieta de alto teor de gordura.

[0029] Figura 4. Esboco esquemdtico da configuracdo experimental
para investigar os efeitos de defensina de mamiferos em um modelo murino
sensivel a esteroides para prevencdo de asma, onde os camundongos sdao
imunizados por dcaro de poeira doméstica (HDM) + adjuvante de Freund e
desafiados com HDM.

[0030] Figura 5. Esboco esquemdtico da configuracdo experimental
para investigar os efeitos de defensina de mamiferos em um modelo murino
sensivel a esteroides para tratamento de asma, onde os camundongos sdao

imunizados por dcaro de poeira doméstica (HDM) + adjuvante de Freund e

desafiados com HDM.
[0031] Figura 6a. Alinhamento de sequéncia multipla Clustal W (2.1)
de beta defensina humana 1 a 4:
[0032] Nos alinhamentos Clustal W:

* indica posi¢des que tem um unico residuo completamente
conservado.

: indica que um dos seguintes grupos ‘fortes’ é completamente
conservado:

-S,T,A; N,E,QK; N,H,QXK; N,D,EQ; QHRK; MILL,V;
M,LL,F; HY; F,Y,W.

. indica que um dos seguintes grupos ‘mais fracos’ €
completamente conservado:

-CS,A; ATYV; S,AG; S, TNK; STPA; S,GN,D;
S,N,D.E,Q.K; N,D,E,Q,H,K; N,E,Q.H,R,K; V.L,IM; H,F,Y.

[0033] Figura 6b. Alinhamento Clustal de HD5 e HD6.

[0034] Figura 6¢. Alinhamento Clustal de HDS, HD6, e hBD1, hBD2,
hBD3, e hBD4.

[0035] Figura 7. Descricio do Sistema de pontuacdo do indice de

atividade da doenca para estudos de colite

Peticdo 870200062959, de 21/05/2020, pag. 15/141



8/72

[0036] Figura 8. Descri¢do do Sistema de pontuacdo histolégica para
estudos de colite.
[0037] Figura 9. Pontuacdo histolégica do célon distal em estudo
profildtico de colite induzida por dextrano sulfato de sédio, 10 dias, de
murino, mostrando superioridade estatisticamente significante de HBD2
(NZ39000) sobre administracdo subcutinea de hBD2 e anti TNF-o de
camundongo, mostrando superioridade sobre administracdo i.v. de HBD2.
Legenda:

A: Veiculo de controle i.v. uma vez por dia

B: Anti-TNF alfa (300 pg/camundongo i.p. 3 vezes)

C: hBD2 (0,1 mg/kg i.v. uma vez por dia)

D: hBD2 (0,1 mg/kg s.c. uma vez por dia)

E: hBD2 (0,1 mg/kg i.v. + s.c. duas vezes por dia)

F: hBD2 (0,1 mg/kg s.c. + s.c. duas vezes por dia)

K: animais sem tratamento prévio.
[0038] Figura 10. Mudanca do peso corporal do animal em um estudo
profildtico de colite induzida por dextrano sulfato de sédio, 10 dias, de
murino, mostrando um efeito de preservacdo do peso para todas as doses de
HBD2hBD2 oralmente administradas versus 1 mg/kg de prednisolona oral.
Grupos de tratamento: A: veiculo de controle PBS duas vezes por dia p.o. B:
prednisolona 1mg/kg duas vezes por dia p.o. C: hBD2 duas vezes por dia a
0,05 mg/kg p.o. D: hBD2 duas vezes por dia a 0,5 mg/kg p.o.; E: hBD2 duas
vezes por dia a 5 mg/kg p.o. Diferencas significantes dos valores do grupo de
controle (veiculo) sdo mostradas como **P<0,01; ***P<0,001 (teste Kruskal-
Wallis + pds —teste de Dunn para dados ndo paramétricos).
[0039] Figura 11. Pontuacdo do indice de atividade de doenca em um
estudo profilatico de colite induzida por dextrano sulfato de sddio, 10 dias, de
murino, mostrando superioridade estatisticamente significante de hBD2

oralmente administrada sobre prednisolona 1 mg/kg. Grupos de tratamento e
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significancia mostrados como para Figura 10.
[0040] Figura 12. Pontuacdo histolégica em um estudo profilatico de
colite induzida por dextrano sulfato de sodio, 10 dias, de murino, mostrando
efeito estatistico significante de todas as doses de HBD2 oral em equivaléncia
com prednisolona 1 mg/kg. Grupos de tratamento e significincia mostrados
como para Figura 10.
[0041] Figura 13. Pontuacdo histolégica em um estudo profilatico de
colite induzida por 4cido trinitrobenzeno sulfonico de 8 dias mostrando efeito
estatistico significante de 0,03 e 0,1 mg/kg hBD2 (Grupo E e F) em
equivaléncia com prednisolona 10 mg/kg.

A: Controle de veiculo s.c. 1 x diariamente

B: prednisolona 10 mg/kg s.c. 1 x diariamente

C: hBD2, s.c. 1 x diariamente = 1 mg/kg

D: hBD2, s.c. 1 x diariamente = 0.3 mg/kg

E: hBD2, s.c. 1 x diariamente = 0,1 mg/kg

F: hBD2, s.c. 1 x diariamente = 0,03 mg/kg

G: hBD2, s.c. 1 x diariamente = 0,1 mg/kg
[0042] Figura 14. Comprimento do c6lon em um estudo profilatico de
colite induzida por dextrano sulfato de sédio de 7 dias de murino, mostrando
efeito estatistico significante de hBD2 em equivaléncia com ciclosporina.
*p<0,05 versus DSS, teste de Mann Whitney.
[0043] Figura 15. Pontuacdo clinica (Pontuacdo de fezes: O=normal;
I=fezes umidas/pegajosas; 2=fezes moles; 3=diarreia; Pontuacdo de sangue
nas fezes: O=sem sangue; 1=evidéncia de sangue nas fezes ou em torno do
anus; 2= sangramento grave; Aparéncia do camundongo: O=normal; 1=pelo
arrepiado ou postura alterada; 2=letargico) em um estudo profilatico de colite
induzida por dextrano sulfato de sddio de 7 dias de murino, mostrando efeito
estatistico significante de hBD2 em equivaléncia com ciclosporina assim

como superioridade de dosagem TID de hBD2 sobre dosagem BID sem levar
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em conta a via de dosagem. * p<0,05 versus DSS; testes de comparacdes
multiplas ANOVA e Bonferroni de duas-vias.

[0044] Figura 16. Pontuac¢do histolégica em um estudo terapéutico de
colite induzida por dextrano sulfato de s6dio de 14 dias de murino, mostrando
efeito estatistico significante de hBD2 0,1 mg/kg em equivaléncia com
dexametasona 1 mg/kg e superior a anti TNF-a camundongo
300pg/camundongo.

[0045] Figura 17. Pontuacdo clinica (perda de peso corporal,
consisténcia das fezes e presenca de sangue pelo reto) em um modelo
terapéutico de colite com transferéncia de células T CD4+CD25+ SCID de 14
semanas de murino, mostrando efeito de hBD2 1 mg/kg s.c. OD em
equivaléncia com 100 pg/ anti TNF-a de camundongo s.c. duas vezes
semanalmente (Enbrel) e 0,3 mg/kg dexametasona intraperitonealmente OD.
[0046] Figura 18. Peso de c6lon em um modelo terapéutico de colite
de transferéncia de células T CD4+CD25+ SCID de 14 semanas de murinos
mostrando efeito de hBD2 1 mg/kg s.c. OD em equivaléncia com 100
pug/camundongo anti TNF-a s.c. duas vezes semanalmente (Enbrel) e 0,3
mg/kg dexametasona intraperitonealmente OD. *p<0,05; **p<0,01 versus
veiculo por teste t.

[0047] Figura 19. Atividade de mieloperoxidase em um modelo
terapéutico de transferéncia de células T CD4+CD25+ SCID de 14 semanas
de murino, mostrando efeito de 1 mg/kg s.c. hBD2 em equivaléncia com 100
ug/ anti TNF-a de camundongo s.c. duas vezes semanalmente (Enbrel) e 0,3
mg/kg dexametasona intraperitonealmente OD. *p<0,05; **p<0,01 versus
veiculo por teste t.

[0048] Figura 20. Andlise unifrac ndo ponderada e ponderada de
presenca e abundincia microbiana apds tratamento profildtico com HDS35,
hBD2 e HD5+hBD?2 oral em um modelo murino com dieta de alto teor de

gordura.
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[0049] Figura 21. Abundancia de Allobaculum no intestino delgado
apos tratamento profildtico com HDS e hBD2 oral em um modelo murino
com dieta de alto teor de gordura.

[0050] Figura 22. Andlise do género da abundincia microbiana apés
tratamento profildtico com HDS, hBD2 e HD5+hBD2 oral em um modelo
murino com dieta de alto teor de gordura.

[0051] Figura 23. Abundancia de Lactobacillaceae no célon apds
tratamento profilatico com hBD2 oral em um modelo murino de alto teor de
gordura.

[0052] Figura 24. Abundancia relativa de Barnesiella no c6lon apds 4
(painel esquerdo) e 10 semanas (painel direito) de tratamento profildtico com
hBD2 oral em um modelo murino com dieta de alto teor de gordura.

[0053] Figura 25. Andlise unifrac ndo ponderada de presenca e
abundancia microbiana apds tratamento terapéutico com HDS5 ou hBD2 em
um modelo murino com dieta de alto teor de gordura. Painel superior mostra
os dados em semana 0. O painel inferior em semana 10.

[0054] Figura 26. Abundincia relativa de Alloprevotella no cdélon
apos intervencao terapéutica com HDS e hBD2 oral em um modelo murino
com dieta de alto teor de gordura.

[0055] Figura 27. Abundancia relativa de Bifidobacteriaceae no
intestino delgado e célon apods intervengao terapéutica com HDS ou hBD2 em
um modelo murino com dieta de alto teor de gordura.

[0056] Legenda de Figura para as figuras 28-31. Soluc¢do salina IN € o
controle nio desafiado e ndo tratado. HDM/Veiculo representam os animais
ndo tratados, mas desafiados com HDM. HDM sao os animais desafiados com
acaros de poeira doméstica. PO € administracdo peroral e IN € administracdo
intranasal. Colunas rotuladas * sdo estatisticamente significantemente
diferentes do controle tratado com veiculo.

[0057] Figura 28: Hiper-responsividade das vias aéreas no modelo
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murino de asma sensivel a esteroide de 4caro da poeira doméstica apods
profilatica intranasal e administracdo oral de hBD2 respectivamente.

[0058] Figura 29: Adesdo pulmonar no modelo murino de asma
sensivel a esteroide de dcaro da poeira doméstica apds profilética intranasal e
administragdo oral de hBD2 respectivamente.

[0059] Figura 30: Contagem de células neutréfilas em BALF no
modelo murino de asma sensivel a esteroide de dcaro da poeira doméstica
ap6s administracdo oral profilatica de hBD-2. Os resultados sdo mostrados
como média +/- SEM.

[0060] Figura 31a-f. Concentra¢des de citocinas de TNF-a (31a), IL-4
(31b), IL-5 (31c¢), IL-6 (31d), IL-9 (31e) e IL-13 (31f) em homogenado de
pulmd@o no modelo murino de asma sensivel a esteroide de dcaro da poeira
doméstica apOs administragdo oral profilatica de hBD-2. # p<0,05 versus
HDM/veiculo PO, Mann Whitney test. Os resultados sdo mostrados como
média +/- SEM.

[0061] Figura 32a e 32b: Hiper-responsividade das vias aéreas no
modelo murino de asma sensivel a esteroide de dcaro da poeira doméstica
ap6s administracdo terapéutica intranasal (figura 32a) e oral (figura 32b) de
hBD2 respectivamente. Solucdo salina € o controle nao desafiado.
HDM/Veiculo € o controle desafiado com 4caro de poeira doméstica tratado
com veiculo. “hBD2 IN 1,2 mpk” é hBD2 administrada intranasalmente a 1,2
mg/kg. Smpk € 5 mg/kg.

[0062] Figura 33a e 33b: Adesdo pulmonar no modelo murino de
asma sensivel a esteroide de dcaro da poeira doméstica apds administracdo
terapéutica intranasal (figura 33a) e oral (figura 33b) de hBD2
respectivamente.

[0063] Figura 34: Contagem celular total (34a), neutréfilos (34b) e
macrofagos (34c) em BALF no modelo murino de asma sensivel a esteroide

de &caro da poeira doméstica apOs administracdo terapéutica intranasal de
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hBD-2. #*p<0,05 versus veiculo; teste de Mann-Whitney. Os resultados sdo
mostrados como média +/- SEM.

[0064] Figura 35-42. Concentragdes de citocinas de IFN-y (Figura
35), TNF-a (Figura 36), IL-4 (Figura 37), IL-5 (Figura 38), IL-6 (Figura 39),
IL-9 (Figura 40), IL-10 (Figura 41) e IL-13 (Figura 42) em homogenado do
pulmd@o no modelo murino de asma sensivel a esteroide de dcaro da poeira
doméstica apds administragdo terap€utica intranasal e oral de hBD-2
respectivamente. Cada figura tem dados do brago intranasal a esquerda e do
braco peroral a direita nas figuras onde ambos os bracos sdo mostrados.
‘p<0,05 versus veiculo correspondente; teste de Mann-Whitney. Os resultados
sdo mostrados como média +/- SEM.

[0065] Figura 43. Histologia pulmonar com preparacio H&E/PAS no
modelo murino de asma sensivel a esteroide de dcaro da poeira doméstica
ap6s administracdo terapé€utica intranasal e oral de hBD2 respectivamente.
Painel superior esquerdo: controle ndo tratado e ndo desafiado. Painel
superior direito: controle ndo tratado e desafiado com HDM. Painel inferior
esquerdo: desafiado com HDM tratado com hBD2 PO. Painel inferior direito:
desafiado com HDM tratado com hBD2 IN. Ampliagdo de 50X.

[0066] Figura 44. Gravidade da inflamac¢do pulmonar no modelo
murino de asma sensivel a esteroide de 4caro da poeira doméstica apods
administracdo terap€utica intranasal e oral de hBD2 respectivamente. *p<0,05
versus veiculo, teste de Mann Whitney; #p<0,05 versus veiculo, teste de
postos sinalizados de Wilcox.

[0067] Figura 45. Inflamacgdo perivascular e peribronquial no modelo
murino de asma sensivel a esteroide de 4caro da poeira doméstica apods
administracdo terap€utica intranasal e oral de hBD2 respectivamente. *p<0,05
versus veiculo para infiltracdo perivascular de eosindfilos, teste de Mann
Whitney; #p<0,05 versus veiculo para infiltracdo perivascular/peribronquial

de eosindfilos e mondcitos, teste de postos sinalizados de Wilcox. O
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monocitos; ¢ eosinofilos.
[0068] Figura 46. Atividade de mieloperoxidase em um modelo
terapéutico de transferéncia de células T CD4+CD25+ SCID de 14 semanas
de murinos mostrando efeito de 1 mg/kg s.c. hBD2 em equivaléncia com 100
ug/ anti TNF-a de camundongo s.c. duas vezes semanalmente (Enbrel) e 0,3
mg/kg dexametasona intraperitonealmente OD. *p<0,05; **p<0,01 versus
veiculo por teste t.
[0069] Figura 47. Grafico de Kaplan-Meyer mostrando sobrevivéncia
dramaticamente aumentada (p<0,0001) em um modelo de doenca do enxerto
contra hospedeiro de murino apds transplante de células-tronco em dia 0 e
tratamento com hBD2 de 1,2 mg/kg/dia ou veiculo (PBS 100 uL/dia) de dia O
a dia 10 (n=15).

Figura 48.
[0070] Uma reducdo estatisticamente significante de pontuacdo de
histologia do intestino delgado, c6lon e figado em 10 camundongos tratados
com hBD-2 oral durante 10 dias a partir do dia de transplante de células-
tronco.

Figura 49.
[0071] Perda de peso em % da linha base (a) e em gramas (b) em
camundongos tratados com hBD-2 oral durante 10 dias desde o dia de
transplante de células-tronco.

Figura 50.
[0072] Migracdo reduzida de células de leucocitos CD45+ em lamina
propria de c6lon e intestino delgado em 10 camundongos tratados com hBD-
2 oral durante 10 dias desde o dia de transplante de células-tronco.

Figura 51 a-c.
[0073] Reducdo de infiltracdo intestinal de células T e células
mieloides da lamina propria do colon e intestino delgado em 10

camundongos tratados com hBD-2 oral durante 10 dias desde o dia do
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transplante de células-tronco.

Figura 52 a-c.
[0074] Concentracdes de citocinas de TNF-a (a), IL-6 (b) e IL-10 (¢)
no soro de 10 camundongos tratados com hBD-2 oral durante 10 dias desde o
dia do transplante de células-tronco.

Figura 53 a-c.
[0075] Producdo reduzida de IL-1f em células mieloides em 10
camundongos tratados com hBD-2 oral durante 10 dias desde o dia de
transplante de células-tronco.

Figura 54 a-f.
[0076] Propor¢do reduzida de neutréfilos (a) e produgdo reduzida de
citocinas Th 1 — IFN-y em células T CD4 (b) e células T CDS8 (c) e células T
CD69+CD4 (d); TNF-a em células T CD4 (e) e células T CDS8 (f) em 10
camundongos tratados com hBD-2 oral durante 10 dias desde o dia de
transplante de células-tronco.

Figura 55.
[0077] Inflamacdo aumentada, infiltracdo de células mieloides e
leucdcitos assim como reparo de tecido aumentado no célon em 10
camundongos tratados com PBS oral durante 10 dias desde o dia de
transplante de células-tronco.

Figura 56.
[0078] Uma reducdo estatisticamente significante de mortalidade (p =
0,03) em 7 camundongos tratados com hBD-2 oral durante 10 dias desde o dia
de transplante de células-tronco comparados com 13 camundongos tratado
com ciclosporina e PBS respectivamente.

Figura 57.
[0079] Perda de peso em % de linha base em camundongos tratados
com hBD-2 oral, ciclosporina ou PBS durante 10 dias desde o dia de

transplante de células-tronco.
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Figura 58.
[0080] Uma reducdo significante de mortalidade em 22 camundongos
tratados com hBD-2 oral, HDS5 oral ou PBS respectivamente durante 10 dias
desde o dia de transplante de células-tronco.

Figura 59.
[0081] Controle da populacdo bacteriana exercido por HDS e hBD-2
oralmente administradas, medido como a distancia do forro intestinal para a
populacdo bacteriana (zona de lise) em pm em camundongos comparados
com camundongos em uma dieta de baixo teor de gordura ou dieta ocidental.
Este experimento demonstra que hBD-2 e HDS5 humanas oralmente
administradas para um camundongo exercem de modo surpreendente seu
efeito modulador da microbiota na superficie epitelial como se elas fossem
defensinas de camundongos produzidas pelas células epiteliais do proprio
camundongo e ndo primariamente no limen do intestino, como seria de se
esperar apOs administragdo oral.

Figura 60.
[0082] Coloracdao de hematoxilina/eosina de figado apds tratamento
profildtico com hBD2 em um modelo murino com dieta de alto teor de
gordura. Nio foi notado acimulo de gordura nos hepatdcitos nos
camundongos em dieta de baixo teor de gordura, enquanto uma esteatose
extensiva (acimulo de gordura nos hepatdcitos) € notada em camundongos
alimentados com uma dieta ocidental de alto teor de gordura e acumulo
minimo de gordura intra-hepatdcitos € notado no grupo de camundongos
alimentados com uma dieta ocidental de alto teor de gordura suplementada
por administracao profilatica didria de 1,2 mg/kg hBD-2 oral.

Descricao Detalhada

Definicoes:
[0083] Defensina: O termo “defensina” como usado aqui refere-se a

polipeptideos pertencendo a uma classe de defensina de peptideos
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antimicrobianos. Defensinas representam uma das defesas do hospedeiro
inatas dominantes que servem para manter um microbioma sauddvel e repelir
patégenos potenciais (Wehkamp et al.et al., 2002 e Salzman et al., 2007).
Defensinas sdo peptideos possuindo atividade antimicrobiana contra bactérias
Gram positiva e negativa, fungos e arqueas, assim como exercendo atividade
anti-inflamatoria.

[0084] As defensinas humanas sdo peptideos catidnicos pequenos
divididos em o- e p-defensinas com base na topologia de suas unides
dissulfeto de cisteina intramoleculares (Figura 6). As defensinas de mamifero
tém caracteristicas estruturais bem definidas: os peptideos maduros sdo
pequenos (3—6 kDa, comprimento de 28—42 aminodcidos), catiOnicos (carga
liquida +1 a +11), anfipaticos e tém uma estrutura tercidria altamente
conservada de uma folha B de fita antiparalela tripla. A conservacdo da
estrutura dentre as defensinas € de alguma forma surpreendente considerando
a variabilidade na sequéncia de aminodcido e € devida a seis residuos de
cisteina conservados em toda uma familia de defensinas. Estes seis residuos
de cisteina forma trés unides dissulfeto, que estabilizam a estrutura do nucleo
de folha B de fita tripla (Mammalian Antimicrobial Peptides; Defensins and
Cathelicidins Dorin et al, in Molecular Medical Microbiology (2a. ed), 2015.
[0085] a-defensinas sdo as expressadas pelas células Paneth nas
criptas do intestino delgado (HDS e HD6 ou DEFAS e DEFAG6). B-defensinas
(DEFBn) sao principalmente produzidas por células epiteliais em varios
tecidos e 6rgaos incluindo pele, olho, ouvido médio, boca, traqueia, pulmdes,
trato gastrointestinal, sistema urogenital, rins, vagina, figado, pancreas e
glandulas mamarias. Exemplos de defensinas incluem alfa defensina 5
intestinal humana (HD5; SEQ ID NO: 5); alfa defensina 6 intestinal humana
(HD6; SEQ ID NO: 6); ambas pertencendo a classe de alfa defensina; e
também beta defensina humana 1 (hBD1; SEQ ID NO: 1); beta defensina
humana 2 (hBD2; SEQ ID NO: 2); beta defensina humana 3 (hBD3; SEQ ID
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NO: 3); beta defensina humana 4 (hBD4; SEQ ID NO: 4); beta defensina
humana 2 truncada (SEQ ID NO: 7). Defensinas sdo expressadas como
precursores e sdo processadas por clivagem do peptideo sinal e, em alguns
casos, pro-peptideos assim como antes da secrecdo no espago extracelular.
Algumas das defensinas humanas, por exemplo, hBDI, sdo produzidas
constitutivamente, enquanto outras, por exemplo, hBD2, hBD3 e hBD4, sao
induzidas por citocinas pro-inflamatorias ou produtos microbianos exdgenos.
As sequéncias acima identificadas representam as defensinas bioativas
maduras previstas. Serd entendido por um versado na técnica que O
processamento pode diferir de célula a célula e que o peptideo maduro
secretado resultante por diferir por um ou dois aminoécidos C- ou N-terminais
a partir das sequéncias previstas e ainda reter bioatividade.

[0086] Identidade: A relacdo entre duas sequéncias de aminodcidos ou
entre duas sequéncias de nucleotideos € descrita pelo parametro “identidade”.
O grau de identidade entre duas sequéncias de aminodcidos € determinado
usando o algoritmo de Needleman-Wunsch (Needleman e Wunsch, 1970, J.
Mol. Biol. 48: 443-453) como implementado no programa Needle do pacote
EMBOSS (Rice et al.,2000, http://emboss.org), preferivelmente a versao 3.0,0
ou posterior. Os parametros opcionais usados sdo penalidade de abertura de
lacuna de 10, penalidade de extensdo de lacuna de 0,5, e a matriz de
substituicilo EBLOSUMG62 (EMBOSS versao de BLOSUMG62). A saida de
Needle rotulada “identidade mais longa” (obtida usando a opg¢ao nobrief) é
usada como uma identidade percentual e € calculada como a seguir: (Residuos
Idénticos x 100)/(Comprimento de Alinhamento — Numero Total de Lacunas

no Alinhamento).

[0087] Microbiota normal: O termo “microbiota normal” € usado aqui
para indicar uma microbiota que ndo € disbidtica. A microbiota normal é
distinguida por ter uma grande riqueza de genes. A microbiota intestinal

normal € distinguida por compreender bactérias pertencendo aos géneros
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Bacteriodetes, Faecalibacterium, Roseburia, Blautia, Ruminococcus,
Coprococcus, Bifidobacterium, Metanobrevibacter, Lactobacillus,
Coprococcus, Clostridium, Akkermansia, Eubacterium.

[0088] Microbiota normal do pulmdo € distinguida por compreender
bactérias pertencendo aos gé€neros Bacteroidetes, Firmicutes, €
Proteobacteria com o nucleo de microbiota consistindo em Pseudomonas,
Streptococcus, Prevotella, Fusobacteria, Veillonella, Haemophilus, Neisseria
e Porphyromonas

[0089] Tratamento: Os termos ‘“‘tratamento” e “tratar’” como usados
aqui referem-se a gestdo e cuidado de um paciente com a finalidade de
combater uma condic¢ao, doenca ou disturbio. O termo € destinado a incluir o
espectro completo de tratamentos para uma dada condi¢do da qual o paciente
estd sofrendo, tal como a administracdo do composto ativo para a finalidade
de: aliviar ou atenuar sintomas ou complicacdes; retardar a progressao da
condi¢cdo, doenca ou disturbio; curar ou eliminar a condi¢do, doenca ou
distarbio; e/ou prevenir a condi¢do, doenca ou distirbio, em que “prevenir”
ou “prevencdo” deve ser entendido para fazer referéncia a gestdo e cuidados
de um paciente com a finalidade de impedir, reduzir os compostos ativos para
prevenir ou reduzir o risco do inicio dos sintomas ou complicacdes. O
paciente a ser tratado é preferivelmente um mamifero, em particular um ser
humano.

[0090] Paciente: Um paciente € um individuo, que foi tratado com ou

estd prestes a receber um transplante de células-tronco hematopoiéticas

alogénicas.

Alfa defensinas de mamifero e beta defensinas de
mamifero.
[0091] Esta descri¢do refere-se aos usos de alfa defensinas e/ou beta

defensinas de mamiferos, tal como alfa e beta defensinas humanas, mais

preferivelmente Hominidae, no tratamento ou profilaxia de um individuo que

Peticdo 870200062959, de 21/05/2020, pag. 27/141



20/72

foi ou estd prestes a ser tratado com transplante de células-tronco
hematopoiéticas alogénicas.

[0092] Em uma modalidade, a alfa e/ou beta defensinas de mamiferos
tém um grau de identidade de pelo menos 80%, preferivelmente pelo menos
85%, mais preferivelmente pelo menos 90%, e o mais preferivelmente pelo
menos 95% para qualquer uma das sequéncias de aminodcidos de SEQ ID
NO: 1, SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 5, SEQ
ID NO: 6, SEQ ID NO: 7. Em outra modalidade, uma defensina difere de uma
das SEQ ID NO: 1 a 7 em menos do que 10, tal como menos que 8, por
exemplo, menos do que 5, tal como menos que 4, por exemplo, menos do que
3, tal como menos que 2 aminodcidos.

[0093] Em uma modalidade preferida, as alfa defensinas humanas
consistem em (alfa defensina 5 (SEQ ID NO: 5) e/ou alfa defensina 6 (SEQ
ID NO: 6). Em uma modalidade preferida, as beta defensinas de mamifero
consistem em beta defensina humana 1 (SEQ ID NO: 1), beta defensina
humana 2 (SEQ ID NO: 2), beta defensina humana 2 truncada (SEQ ID NO:
7), beta defensina humana 3 (SEQ ID NO: 3) e/ou beta defensina humana 4
(SEQ ID NO: 4).

[0094] Em uma modalidade preferida, uma alfa defensina humana
tem um grau de identidade de pelo menos 80%, preferivelmente pelo menos
85%, mais preferivelmente pelo menos 90%, e o mais preferivelmente pelo
menos 95% para a sequéncia de aminodcido de SEQ ID NO: 5. Em uma
modalidade preferida, as alfa defensinas de mamifero humano consistem em
alfa defensina 5 (SEQ ID NO: 5).

[0095] Em uma modalidade preferida, a beta defensina humana tem
um grau de identidade de pelo menos 80%, preferivelmente pelo menos 85%,
mais preferivelmente pelo menos 90%, e o mais preferivelmente pelo menos
95% para a sequéncia de aminodcido de SEQ ID NO: 2. Em uma modalidade

preferida, as beta defensinas humanas consistem em beta defensina humana 2
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(SEQ ID NO: 2).

[0096] Em ainda outra modalidade, as alfa defensinas de mamifero
compreendem alfa defensinas humanas e/ou alfa defensinas de camundongos,
e variantes funcionalmente equivalentes das mesmas. Preferivelmente, a alfa
defensina de mamifero consiste em alfa defensina humana 5, alfa defensina
humana 6 e variantes funcionalmente equivalentes das mesmas. Mais
preferivelmente, as alfa defensinas de mamifero consistem em alfa defensina
humana 5, e variantes funcionalmente equivalentes ou ortélogos das mesmas.
[0097] Em ainda uma modalidade adicional, as beta defensinas de
mamifero consistem em beta defensinas humanas e/ou beta defensinas de
camundongo, e variantes funcionalmente equivalentes das mesmas.
Preferivelmente, as beta defensinas de mamifero consistem em beta defensina
humana 1, beta defensina humana 2, beta defensina humana 2 truncada, beta
defensina humana 3, beta defensina humana 4, e variantes funcionalmente
equivalentes das mesmas. Mais preferivelmente, as beta defensinas de
mamifero consistem em beta defensina humana 2, e variantes funcionalmente
equivalentes ou ort6logos das mesmas.

[0098] Uma “variante funcionalmente equivalente” de uma alfa ou
beta defensina de mamifero (por exemplo, humano) é uma alfa ou beta
defensina de mamifero (por exemplo, humano) modificada exibindo
aproximadamente o0 mesmo efeito na microbiota no pulmao ou no intestino ou
na pele como o parental de alfa e/ou beta defensinas de mamifero (por
exemplo, humano). Uma variante funcionalmente equivalente de uma
defensina de mamifero (por exemplo, humano) pode compreender 1 a 5
modificacdes de aminodcido, preferivelmente 1 a 4 modificacdes de
aminodcido, mais preferivelmente 1 a 3 modificagdes de aminodcido, o mais
preferivelmente 1 a 2 modificacdo(des) de aminodcido, e em particular uma
modificacdo de aminoécido, como comparada com a sequéncia de aminoacido

de defensina de mamifero (por exemplo, humano) (por exemplo, qualquer

Peticdo 870200062959, de 21/05/2020, pag. 29/141



2217172

uma de SEQ ID NO 1 a 6). Preferivelmente, para beta defensina de
mamiferos, comparada com a beta defensina humana 2, tendo SEQ ID NO 2 e
para alfa defensinas comparadas com HDS (SEQ ID NO 5).

[0099] O termo “modificacdo” significa aqui qualquer modificagdo
quimica de uma defensina de mamifero (por exemplo, humana). A(s)
modificacdo(des) pode(m) ser substituicdo(Oes), delecao(des) e/ou
insercao(0es) do(s) aminoacido(s) assim como substituicao(des) de cadeia(s)
lateral(ais) de aminodcido; ou uso de aminodcidos nao naturais com
caracteristicas similares na sequéncia de aminoacido. Em particular, a(s)
modificacdo(des) pode(m) ser amidacdes, tal como amidacdo do término C.
Preferivelmente, modificacdes de aminoicido sdo de uma natureza menor,
isto é, substitui¢des ou inser¢des de aminodcido conservativo que nao afetam
significativamente a duplicacdo e/ou atividade do polipeptideo; delecdes
Unicas; extensdes pequenas amino- ou carbdxi-terminais; ou uma extensao
pequena que facilita a purificacdo por mudanga da carga liquida ou outra
funcdo, tal como uma etiqueta poli-histidina, um epitopo antigénico ou um
dominio de ligacdo. Em uma modalidade a extensdo pequena, tal como uma
etiqueta poli-histidina, um epitopo antigénico ou um dominio de ligagcdo ¢é
fixado a alfa ou beta defensina de mamifero (por exemplo, humana) através
de um ligante de peptideo pequeno de até cerca de 20-25 residuos e dito
ligante pode conter um sitio de clivagem de enzima de restrigao.

[00100] Os alinhamentos Clustal W na Figura 6 podem ser usados para
prever quais residuos de aminodcidos podem ser substituidos sem afetar
substancialmente a atividade bioldgica da proteina. As sequéncias foram

alinhadas usando Clustal W 2.1 (http://www.geno,me.jp/tools/clustalw/ ) e os

seguintes ajustes: Penalidade de abertura de lacuna:10, Penalidade de
extensdo de lacuna: 0,05, Transi¢io de peso: NAO, Residuos hidrofilicos para
proteinas: GPSNDQE, Lacunas hidrofilicas: SIM, Matriz de peso: BLOSUM
(para PROTEINA). Substitui¢des dentro do seguinte grupo (Clustal W, grupo
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de conservacdo ‘forte’) devem ser considerados como substituicdes
conservativas: -S,T,A; N,E,Q,K; N,H,Q,K; N,D.E.Q; QH,RK; M,LL,V;
M,LL,F; H,Y; F,Y,W. Substituicdes dentro do seguinte grupo (Clustal W,
grupo de conservagdo ‘fraca’) devem ser considerados como substitui¢cdes
semiconservativas: -C,S,A; A/T,V; S,AG; S, TN,K; S, T,P,A; S,G,N,D;
S,N,D,E,Q,K; N,D,E,Q,H,K; N.E,Q,H,R,K; V,L,LM; H,F,Y.

[00101] Exemplos de substituicdes conservativas sdo substituicdes
feitas dentro do grupo de aminodcidos bdsicos (arginina, lisina e histidina),
aminodcidos 4cidos (4cido glutamico e dcido aspartico), aminodcidos polares
(glutamina e asparagina), aminodcidos hidrofobicos (leucina, isoleucina e
valina), aminodcidos aromdticos (fenilalanina, triptofano e tirosina), e
aminodcidos pequenos (glicina, alanina, serina, treonina € metionina).

[00102] As substituicdoes de aminodcidos que geralmente nio alteram a
atividade especifica sdo conhecidas na técnica. As trocas que ocorrem mais
comumente sdo Ala/Ser, Val/lle, Asp/Glu, Thr/Ser, Ala/Gly, Ala/Thr,
Ser/Asn, Ala/Val, Ser/Gly, Tyr/Phe, Ala/Pro, Lys/Arg, Asp/Asn, Leu/lle,
Leu/Val, Ala/Glu, e Asp/Gly.

[00103] Além dos 20 aminoacidos padrdes, aminodcidos nido padroes
(tal como, 4-hidroxiprolina, 6-N-metil lisina, 4cido 2-aminoisobutirico,
isovalina, e alfa-metil serina) podem ser substituidos por residuos de
aminodcidos de um polipeptideo de tipo selvagem. Um nimero limitado de
aminodcidos ndo conservativos, aminodcidos que ndo sao codificados pelo
codigo genético e aminodcidos ndo naturais podem ser substituidos por
residuos de aminodcidos. “Aminoédcidos ndao naturais” foram modificados
apos a sintese de proteina, e/ou tem uma estrutura quimica em sua(s) cadeia(s)
lateral(ais) diferente(s) das dos aminodcidos padrdes. Os aminodcidos nao
naturais podem ser quimicamente sintetizados e, preferivelmente, sao
comercialmente disponiveis, e incluem dacido pipecolico, 4cido tiazolidina

carboxilico, desidroprolina, 3- e 4-metilprolina, e 3,3-dimetilprolina.
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[00104] Os aminodacidos essenciais em uma alfa e/ou beta defensina de
mamifero podem ser identificados de acordo com procedimentos conhecidos
na técnica, tal como mutagenese dirigida ao sitio ou mutagenese de varredura
de alanina (Cunningham e Wells, 1989, Science 244: 1081-1085). Na udltima
experiéncia, mutagdes de alanina unica sdo introduzidas em cada residuo na
molécula, e as moléculas mutantes resultantes sdo testadas para atividade
bioldgica (isto é., atividade contra a hiper-responsividade das vias aéreas ou
supressao de citocinas, por exemplo, atividade TNF-alfa) para identificar
residuos de aminoécidos que sdo criticos para a atividade da molécula. Ver,
também, Hilton et al., 1996, J. Biol. Chem. 271: 4699-4708. As identidades
de aminodcidos essenciais também podem ser inferidas de andlise de
identidades com polipeptideos que sdo relacionados com alfa e/ou beta
defensina de mamiferos (ver alinhamento Clustal W em figura 5).

[00105] As substituicdes de aminodcidos tUnicas ou multiplas podem
ser feitas e testadas usando métodos conhecidos de mutagenese,
recombinacdo, e/ou embaralhamento, seguido por um procedimento de
triagem relevante, tal como o descrito por Reidhaar-Olson e Sauer, 1988,
Science 241: 53-57; Bowie e Sauer, 1989, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86:
2152-2156; WO 95/17413; ou WO 95/22625. Outros métodos que podem ser
usados incluem error-prone PCR, exibi¢ao de fagos (por exemplo, Lowman
et al., 1991, Biochem. 30:10832-10837; Patente norte-americana N°
5.223.409; WO 92/06204), e mutagenese dirigida para regido (Derbyshire et
al., 1986, Gene 46:145; Ner et al., 1988, DNA 7:127). Quando o resultado de
uma dada substitui¢do ndo pode ser previsto com certeza, os derivados podem
ser prontamente testados de acordo com os métodos descritos aqui acima para
determinar a presencga ou auséncia de atividade bioldgica.

Defensinas de longa acao
[00106] A meia-vida de uma o- ou B-defensina de mamifero pode ser

estendida por fusdo ou conjugacdo da o- ou B-defensina com outra porcao,
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isto é, constru¢ao de uma o- ou B-defensina de longa acdo e biologicamente
ativa conectada a uma molécula farmaceuticamente aceitavel provendo uma
meia-vida plasmatica in vivo da a- ou [-defensina, que € aumentada
substancialmente comparada com a meia-vida plasmadtica in vivo da a- ou B-
defensina administrada do mesmo modo que a a- ou B-defensina.

[00107] Uma o- ou B-defensina biologicamente ativa de longa agao
compreende uma o-defensina de mamifero ou andlogo da mesma ou uma [3-
defensina de mamifero ou andlogo da mesma conectada a uma molécula
farmaceuticamente aceitavel selecionada dentre o grupo consistindo em uma
molécula tendo ligacdo a um receptor Fc neonatal (FcRn), transferrina,
albumina (HAS), XTEN® ou PEG, um polimero homo-aminoécido (HAP),
um polimero prolina-alanina-serina (PAS), ou um peptideo semelhante a
elastina (ELP), d4cido hialurbnico, um peptideo altamente sialilado,
negativamente carregado, tal como o peptideo carboxi-terminal (CTP) de
cadeia B de gonadotropina coridnica (CG) , IgG humana, e CH3(CH2),CO-
emquené8a?22.

[00108] O andlogo de a- ou B-defensina também pode ser de origem
nao mamifero, e pode ser selecionado dentre peptideos, polipeptideos e
proteinas.

[00109] O agonista de a- ou B-defensina pode ser conectado a molécula
farmaceuticamente aceitavel de varios modos, como descrito na literatura da
técnica anterior, tal como sem limitacdo acoplamento quimico através de um
ligante bifuncional, tecnologia de engenharia genética, por acoplamento do N-
terminal ou C-terminal da defensina, tal como a-defensina ou P-defensina,
para a molécula farmaceuticamente aceitdvel, tal como albumina ou um
andlogo de albumina. Em particular, o N-terminal de albumina ou um analogo
de albumina, por exemplo, albumina humana, pode ser acoplado ao C-
terminal de uma a-defensina ou B-defensina, ou o N-terminal de uma a- ou -

defensina; ou um C-terminal de albumina, por exemplo, albumina humana,
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pode ser acoplado ao C-terminal de uma a-defensina ou B-defensina, ou ao N-
terminal de a- ou B-defensina. Uma sequéncia de ligante pode ser inserida
entre a albumina e a cadeia de a- ou B-defensina.

[00110] O agonista de a- ou B-defensina pode ser conectado a molécula
farmaceuticamente aceitdvel através de um ligante estdvel ou um ligante mais
labil. Varios ligantes sdo conhecidos na técnica, incluindo moléculas PEG
bifuncionais (por exemplo, ver Paige et. al. Pharmaceutical Research, vol. 12,
no. 12, 1995), ligantes hidrolisdveis (Shechter et al. Bioconjugate Chem.
2005,16: 913- 920 e International Journal of Peptide Research and
Therapeutics, Vol. 13, Nos. 1-2, Junho 2007 e W02009095479), PDPH e
EMCH, ver, por exemplo, em W02010092135. No caso especial em que a
conjugacdo quimica (conexdo de duas ou mais moléculas) do agonista de a-
ou [-defensina, para a molécula farmaceuticamente aceitdvel, reduz
fortemente a atividade funcional da a- ou B-defensina, pode ser preferivel usar
um ligante mais 14bil que pode liberar o agonista funcional de a- ou [-
defensina.

[00111] A extensdo de meia-vida também pode ser obtida através da
acilacdo da espinha dorsal do peptideo com um espagador, por exemplo,
espacador y-L-glutamila e uma cadeia de di-4cido graxo C-18 para Lisina. A
cadeia do sitio di-acido graxo e o espacador medeia uma ligagdo forte, porém
reversivel, retardando a liberacdo do sitio de injecdo e reduzindo depuragdo
renal.

Métodos e usos

[00112] HDS5 e beta defensina humana-2 foram testadas em modelos de
animal tanto preventivos como terapé€uticos de inflamacdo intestinal grave e
disbiose (Dextrano sulfato de sodio, acido trinitrobenzeno sulfénico e
transferéncia de células T CD4+CD25+). a- e p-defensinas sejam
administradas oralmente sejam subcutaneamente mitigam a diarreia e a perda

de peso induzidas por estes produtos quimicos através de uma sadde intestinal
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melhorada. Importante notar, as defensinas diminuem o indice de atividade da
doencga e atividade de mieloperoxidase como um marcador de inflamac¢ao em
equivaléncia com fortes imunosupressores de GVHD padrdes, tal como
prednisolona/dexametasona e ciclosporina, assim como anti TNF-a, todos
usados como rotina no tratamento de GVHD. As defensinas mostram, assim,
potente atividade como um tratamento profildtico e/ou terap€utico de
pacientes que tém ou estdo prestes a ter um transplante de células-tronco
hematopoiéticas alogénicas.

[00113] Foi demonstrado que as B-defensinas podem reequilibrar o
sistema imune através da normalizacdo de concentracdes em tecido de IFN-y,
TNF-a, IL-4, IL-5, IL-6, 1L-9, IL-10 e IL-13, assim evitando ou tratando a
tempestade de citocinas levando a GVHD aguda e, assim, mostrando
atividade potente como um tratamento profilatico e/ou terapéutico de
pacientes que tém ou estdo prestes a receber um transplante de células-tronco
hematopoiéticas alogénicas.

[00114] Foi demonstrado em tanto um modelo preventivo como em um
terapéutico de camundongo de dieta com alto teor de gordura que ambas as o-
e B- defensinas t€ém uma forte influéncia sobre a composi¢do da microbiota
aumentando a variedade de microbios, isto ¢
preservar/normalizar/reestabelecer a microbiota, assim como promover a
abundancia de bactérias comensais chave, assim apresentando um método
para o tratamento de disbiose, uma caracteristica comum de GVHD comum.
[00115] Foi demonstrado que B-defensinas podem normalizar a satde,
inflamacdo e funcdo intestinal através de uma diminuicdo da atividade de
mieloperoxidase, assim apresentando um método para melhorar a satde
intestinal em pacientes que passaram por um transplante de células-tronco
hematopoiéticas alogénicas.

[00116] Foi demonstrado adicionalmente, em um modelo camundongo

de asma alérgica aguda, que uma dosagem de beta-defensina humana 2
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(hBD2), administrada oralmente ou intranasalmente, é capaz de prevenir o
desenvolvimento de asma, assim apresentando um método para a prevengao
de complicacdes no pulmdo e capacidade pulmonar diminuida, com
frequéncia associadas a GVHD aguda e cronica.

[00117] Foi também demonstrado em um modelo camundongo de
asma alérgica aguda que uma dosagem de beta-defensina humana 2 (hBD2),
administrada oralmente ou intranasalmente, ¢ também capaz de tratar asma,
assim apresentando um método para o tratamento de complica¢des do pulmao
e capacidade pulmonar reduzida com frequéncia associadas a GVHD aguda e
cronica.

[00118] Assim, em um aspecto, € provido um método para tratamento
de inflamacdo intestinal grave e tempestade de citocinas, o método
compreendendo administracdo oral ou subcutinea de uma ou mais defensinas
de mamifero em que o individuo foi tratado ou esta prestes a ser tratado com
transplante de células-tronco hematopoiéticas alogénicas.

[00119] Assim, em um aspecto, € provido um método de
preservacdo/normalizacdo/reestabelecimento da  microbiota  intestinal
englobando a presenca e abundincia aumentadas de bactérias comensais
chave, por exemplo, Bifidobacteriaceae, o método compreendendo
administracdo oral de uma ou mais defensinas de mamifero em que o
individuo foi tratado ou esta prestes a ser tratado com transplante de células-
tronco hematopoiéticas alogénicas.

[00120] Em outros aspectos € provido um método de tratamento e/ou
prevencdo de inflamacdo e fibrose dos pulmdes e intestinos prevenindo
bronquiolite obliterante e escleroderma, o método compreendendo
administracdo oral, subcutanea, intrapulmonar, dérmica ou transdérmica de
pelo menos uma defensina, em que o individuo foi tratado ou estd prestes a
ser tratado com transplante de células-tronco hematopoiéticas alogénicas.

[00121] Sédo providos adicionalmente métodos de reduzir a inflamacado
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pulmonar histolégica, inflamagdo perivascular e bronquiovascular, contagem
de células inflamatérias BALF, e/ou producdo de citocinas inflamatérias de
IFN-y, TNF-q, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-10 e IL-13 em tecido do pulmio em
um individuo que foi ou estd prestes a ser tratado com transplante de células-
tronco hematopoiéticas  alogé€nicas, dito método compreendendo
administracdo de pelo menos uma defensina para dito individuo.

[00122] Em outros aspectos, a descricdo refere-se a uma defensina para
uso em um método de tratamento de acordo com qualquer um dos métodos
descritos aqui e ao uso de uma defensina para a preparacdo de um
medicamento para o tratamento de um disturbio de um individuo que fo1
tratado ou estd prestes a ser tratado com transplante de células-tronco
hematopoiéticas alogénicas.

[00123] Os métodos providos podem tratar ou prevenir inflamacdo do
pulmio e/ou do intestino e/ou inflamacdo do figado por mudanca dos
fendtipos bacterianos através de uma mudanga no nivel transcripcional, assim
como estrutura e composi¢ao da flora bacteriana do pulmdo e/ou intestino
e/ou figado ou a metaboloma do pulmao e/ou intestino em um individuo que
foi tratado ou estd prestes a ser tratado com transplante de células-tronco
hematopoiéticas alogénicas.

[00124] Sem ser limitado por teorias, os efeitos observados usando
administracdo oral podem ser atribuidos a uma mudanca na microflora do
intestino e metaboloma do intestino que podem ter um efeito sobre os
pulmdes através do assim chamado eixo intestino-pulmdo. Os disturbios
cronicos do pulmao, tal como asma, COPD e GVHD cronica exibem, todos,
um componente de manifestacio de doenca intestinal indicando que se tem
uma ‘“‘conversa cruzada” vital entre estes dois sitios mucosais do corpo
humano e uma variedade de doencas respiratorias tem sido associada a uma
disbiose, nao somente da microbiota das vias aéreas, mas também da

microbiota intestinal.
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[00125] Os microbios comensais calibram as respostas imunes inatas e
adaptativas e impactam os limiares de ativacdo para estimulacdes patogénicas,
em grande parte por producdo de moléculas pequenas que medeiam as
interacdes microbianas-hospedeiro (Donia e Fishback, 2015). Embora a
barreira epitelial assegure que os microrganismos sejam grandemente
confinados ao intestino, os metabdlitos microbianos podem penetrar na
barreira epitelial, deixando os mesmos entrar € se acumular no sistema
circulatério do hospedeiro, onde eles s@o sentidos pelas células imunes
(Dorrestein, 2014). Trompette, 2013 demonstraram em camundongos que as
fibras fermentdveis na dieta mudaram a composicdo ndo somente da
microbiota do intestino mas também da microbiota do pulmao, em particular a
razdo de Firmicutes para Bacteriodetes, o Ultimo levando a niveis aumentados
locais e sist€micos de d4cidos graxos de cadeia curta, que, por sua vez,
influenciaram a hematopoiese de células dendriticas e funcionalidade, assim
conformando o ambiente imunoldgico no pulmao e influenciando a gravidade
de inflamacdo alérgica. Schirmer et al (2016) demonstraram adicionalmente
no Projeto Gendmico Funcional Humano que a variacdo inter-individual em
resposta de citocinas estd conectada a organismos microbianos especificos,
assim como fun¢des microbianas. A maioria das associacdes detectadas
foram, ambas, especificas de citocinas e estimulos, sugerindo que o sistema
imune reconhece e interage com organismos € produtos microbianos com
elevada especificidade e que estes fatores microbianos sdo associados a um
fenotipo imunoldgico particular. A capacidade de producao de TNF-a e IFN-y
pareceu ser mais fortemente influenciada pelo microbioma, enquanto outras
citocinas, tal como IL-1f, IL-6 e Th17 derivadas de IL.-17 e IL-22 exibiram
menos associagdes, porém mais especificas, com a microbiota do intestino.

[00126] Os métodos de tratamento descritos aqui podem ser realizados
por administracdo de uma composi¢do compreendendo pelo menos uma o-

e/ou P-defensina de mamifero em combinacdio com ou prebidticos,
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probidticos, triptofano, glucocorticoides, ciclosporina, anti TNF-a, integrinas,
antibidticos, imunossupressores, transplante fecal ou uma combinag¢do dos
mesmos. As defensinas podem ser administradas separadamente ou junto com
uma ou mais destas terapias. As defensinas também podem ser administradas
junto com outros medicamentos, que podem ser usados no tratamento de
pacientes que tém ou estdo prestes a ter um transplante de células-tronco
hematopoiéticas alogénicas.
[00127] E importante notar que os métodos descritos podem ser usados
para o tratamento, reestabelecimento ou normalizacdo de uma microbiota
disbidtica/metaboloma no intestino e/ou pulmao de um individuo que passou
por e/ou estd passando por um tratamento com antibidticos, descontaminagao
microbiana ou terapia imunossupressiva, ou outro tratamento que tem efeitos
negativos sobre a microbiota do pulmao ou intestino.
[00128] A normalizagdo da microbiota do intestino e/ou pulmao
também pode envolver a mudanca do metaboloma para um que produza
relativamente mais butirato ou triptofano e relativamente menos acetato.
Sintese in vitro
[00129] Peptideos antimicrobianos de mamiferos, incluindo alfa-
defensinas de mamiferos e beta-defensinas de mamiferos, podem ser
preparados por sintese in vitro, usando métodos convencionais, como
conhecidos na técnica. Varios aparelhos sintéticos comerciais estao
disponiveis, por exemplo, sintetizadores automaticos da Applied Biosystems
Inc., Beckman, etc. Ao usar sintetizadores, os aminodcidos que ocorrem
naturalmente podem ser substituidos por aminodcidos ndo naturais,
particularmente D-isdmeros (ou formas D), por exemplo. D-alanina e D-
isoleucina, diastereoisomeros, cadeias laterais tendo diferentes comprimentos
ou funcionalidades, e similares. A sequéncia particular e o modo de
preparacdo serdo determinados por conveniéncia, economia, pureza requerida

e similares. A conexdo quimica pode ser provida a véarios peptideos ou
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proteinas compreendendo funcionalidades convenientes para unido, tais como
grupos amino para formac¢do de amida ou amina substituida, por exemplo,
aminacdo redutora, grupos tiol para a formacdo de tioéter ou dissulfeto,
grupos carboxila para a formagcdo de amida e similares. Se desejado, varios
grupos podem ser introduzidos no peptideo durante sintese ou durante
expressao, 0 que permite a conexao a outras moléculas ou a uma superficie.
Assim, cisteinas podem ser usadas para obter tioéteres, histidinas para
conexao a um complexo de fons metdlicos, grupos carboxila para formar
amidas ou ésteres, grupos amino para formar amidas e similares.
[00130] Peptideos antimicrobianos de mamiferos, incluindo alfa-
defensinas de mamiferos, beta-defensinas de mamiferos ou equivalentes
funcionais dos mesmos, também podem ser isolados e purificados de acordo
com métodos convencionais de sintese recombinante. A sintese recombinante
pode ser realizada usando vetores de expressdao apropriados € um sistema de
expressao eucaridtico ou procaridtico. Uma solugcdo pode ser preparada do
hospedeiro de expressdo € o meio e as defensinas presentes purificados
usando HPLC, cromatografia de exclusdo, eletroforese em gel, cromatografia
de afinidade ou outra experi€éncia de purificacdo. Métodos para expressao
recombinante de beta defensina humana-2 em E. coli sdo descritos em WO
2010/007166 (Novozymes).
[00131] As alfa e beta defensinas de mamifero também podem ser
induzidas por administracio do mRNA correspondente.

Dosagens
[00132] Uma alfa defensina de mamifero ou uma beta defensina de
mamifero, tal como uma alfa defensina humana ou uma beta defensina
humana sdo preferivelmente empregadas em composi¢des farmacéuticas em
uma quantidade que € eficaz para prevenir ou tratar doenca do enxerto contra
hospedeiro em um paciente que tinha sofrido um transplante de células-tronco

hematopoiéticas alogénicas preferivelmente com toxicidade aceitavel para o
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paciente. Uma alfa defensina de mamifero e uma beta defensina de mamifero,
tal como alfa defensina humana e beta defensina humana sdo também
preferivelmente empregadas em composi¢Oes farmacéuticas em uma
quantidade que é eficaz para manter uma composicdo de microbiota normal
no pulmdo e/ou no intestino ou para tratar ou normalizar uma microbiota
disbidtica no pulmdo e/ou no intestino, preferivelmente com toxicidade
aceitdvel para o paciente em necessidade do tratamento.

[00133] Para tais tratamentos, a dosagem apropriada ird, como
evidente, variar dependendo de, por exemplo, a natureza quimica e os dados
de farmacocinética de um composto usado, o hospedeiro individual, o modo
de administragdo e a natureza e gravidade das condi¢des sendo tratadas.
[00134] No entanto, em geral, para resultados satisfatérios em
mamiferos, por exemplo, humanos, uma dosagem didria indicada de uma alfa
defensina humana € preferivelmente de cerca de 0,1 mg HDS5 /kg peso
corporal a cerca de 10 mg HDS5 /kg peso corporal, mais preferivelmente de
cerca de 0,5 mg HDS /kg peso corporal a cerca de 10 mg HDS /kg peso
corporal; tal como 1 mg HDS /kg peso corporal a 10 mg HDS5 /kg peso
corporal, mais preferivelmente de cerca de 1,2 mg HDS /kg peso corporal a
cerca de 10 mg HDS /kg peso corporal, preferivelmente de cerca de 1,2 mg
HDS5 /kg peso corporal a cerca de 5 mg HDS /kg peso corporal, ainda mais
preferivelmente 1,2 mg HDS /kg peso corporal, por exemplo, administrada
em doses divididas de até uma, duas ou trés vezes por dia.

[00135] Em uma modalidade, uma dosagem didria indicada de uma
beta defensina humana ¢ preferivelmente de cerca de 0,1 mg hBD2 /kg peso
corporal a cerca de 10 mg hBD2 /kg peso corporal, mais preferivelmente de
cerca de 0,5 mg hBD2 /kg peso corporal a cerca de 10 mg hBD2 /kg peso
corporal; tal como 1 mg hBD2 /kg peso corporal a 10 mg hBD2/kg peso
corporal, mais preferivelmente de cerca de 1,2 mg hBD2 /kg peso corporal a

cerca de 10 mg hBD2 /kg peso corporal, preferivelmente de cerca de 1,2 mg
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hBD2 /kg peso corporal a cerca de 5 mg hBD2 /kg peso corporal, ainda mais
preferivelmente 1,2 mg hBD2 /kg peso corporal, por exemplo, administrada
em doses divididas de até uma, duas ou trés vezes por dia.

[00136] Quando duas diferentes defensinas sdo administradas em uma
dosagem, a dosagem pode compreender quantidades iguais ou
aproximadamente iguais das duas defensinas determinadas em uma base em
peso ou em uma base molar. A razdo também pode diferir, de modo que a
razdo de alfa defensina para beta-defensina varia de 10:1 a 1:10, tal como 5:1
a 1:5, por exemplo, 2:1 a 1:2 determinada em uma base em peso ou molar.
[00137] Os compostos de modalidades preferidas podem ser
administrados a mamiferos, por exemplo, humanos, por modos similares de
administracdo em dosagens similares do que as convencionalmente usadas.
[00138] Em uma modalidade, métodos sd@o providos como descritos
aqui, em que a dosagem didria estd entre 0,1 e 10 mg defensina/kg, tal como
entre 0,5 e 5 mg defensina/kg, tal como entre 1 e 2 mg defensina/kg, tal como
1,2 mg defensina/kg por dia.

[00139] Em certas modalidades, as composi¢des farmacé€uticas das
modalidades preferidas podem incluir uma alfa defensina de mamifero e/ou
uma beta defensina de mamifero, tal como uma alfa defensina humana e/ou
uma beta defensina humana em uma quantidade de cerca de 0,1 mg ou menos
a cerca de 1500 mg ou mais por forma de dosagem unitdria, preferivelmente
de cerca de 0,1, 0.2, 0.3, 0.4, ou 0,5 mg a cerca de 150, 200, 250, 300, 350,
400, 450, 500, 600, 700, 800, 900, ou 1000 mg, e mais preferivelmente de
cercade 1,2,3,4,5,6,7,8,9, 10, 15, 20, ou 25 mg a cerca de 30, 35, 40, 45,
50, 55, 60, 65, 70, 75, 80, 85, 90, 95, ou 100 mg. Em certas modalidades, no
entanto, dosagens menores ou maiores do que as mencionadas acima podem
ser preferidas. As concentracdes e dosagens apropriadas podem ser
prontamente determinadas por um versado na técnica. Em certas modalidades,

as composi¢Oes farmacéuticas das modalidades preferidas incluem uma alfa
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defensina de mamifero, tal como uma alfa defensina humana. Em outras
modalidades, as composicoes farmac€uticas de modalidades preferidas
incluem uma beta defensina de mamifero, tal como uma beta defensina
humana. Em modalidades adicionais, as composi¢cdes farmacéuticas de
modalidades preferidas incluem uma alfa defensina de mamifero e uma beta
defensina de mamifero, tal como uma alfa defensina humana e uma beta
defensina humana, em que a alfa e a beta defensinas estdo presentes em
quantidades iguais em uma base de molaridade ou em uma base de mg/mL.
[00140] Em uma modalidade, a alfa e/ou beta defensinas de mamifero
€(sdo) administrada(s) pelo menos uma vez diariamente, tal como pelo menos
duas vezes diariamente, por exemplo, pelo menos 3 vezes diariamente ou
continuamente.

Administracao
[00141] Em uma modalidade, a defensina de mamifero ¢ administrada
a um paciente durante um periodo antes do paciente receber o transplante de
células-tronco hematopoiéticas alogénicas.
[00142] Neste caso, a administracdo de defensina pode ser continuada
durante o transplante e pode ser administrada adicionalmente apds o
transplante estar completo. Em uma modalidade, a defensina de mamifero de
acordo com a presente descricdo € administrada a um paciente no momento de
receber o transplante de células-tronco hematopoiéticas alogénicas. Por
exemplo, a defensina pode ser administrada na mesma data que o transplante.
A administracdo de defensinas pode ser continuada apds o transplante.
[00143] Em uma modalidade, a defensina de mamifero é administrada
ap6s o transplante de células-tronco hematopoiéticas alogénicas. Nesta
modalidade, administracdo da defensina pode ser continuada uma vez que o
transplante de células-tronco hematopoiéticas alogé€nicas é completado. Por
exemplo, a defensina pode ser administrada na mesma data que o transplante

e uma ou mais vezes cada dia subsequente apds o transplante. Em uma
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modalidade, o tratamento continua apds o transplante por administracio em
intervalos, tal como a cada dia, a cada segundo dia, a cada terceiro dia, a cada
quarto dia, a cada quinto dia, a cada sexto dia ou a cada sétimo dia. Como
exemplificado em exemplo 13, o tratamento pode comecar no dia do
transplante e ser continuado por dias apds o transplante, tal como 1 dia ou
mais, por exemplo, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
ou 20 dias ap6s o transplante. O tratamento também pode ter comegado antes
do transplante e continuado por dias apds o transplante, tal como 1 dia ou
mais, por exemplo, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19
ou 20 dias ap6s o transplante.

Formulac6es para administracao oral ou parenteral
[00144] Alfa defensinas e beta defensinas de mamiferos podem ser
empregadas terapeuticamente em composi¢des formuladas para administragao
por qualquer via convencional.
[00145] Em uma modalidade, a administragdo € oral, bucal, sublingual,
retal, vaginal, intratraqueal, intrapulmonar, intranasal, intracraniana,
subcutanea, intravenosa, dérmica ou transdérmica. Preferivelmente a
administragdo € oral.
[00146] Em uma modalidade, a administracdo de pelo menos uma a-
defensina de mamifero e/ou pelo menos uma B-defensina de mamifero de
acordo com os métodos descritos, € oral.
[00147] Em uma modalidade, a administracao de pelo menos uma [-
defensina de mamifero, de acordo com os métodos descritos, é geralmente
intranasal ou intrapulmonar. Administracdo intranasal e intrapulmonar ¢é
normal para liberacao pulmonar de farmacos.
[00148] Em uma modalidade, a administracdo de pelo menos uma a-
defensina de mamifero e/ou pelo menos uma B-defensina de mamifero, de
acordo com os métodos descritos, € subcutanea ou intravenosa.

[00149] Em algumas modalidades, composi¢cdes, de modalidades
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preferidas, podem ser formuladas como um liofilizado, usando excipientes
apropriados, que proveem estabilidade como um liofilizado, e subsequente a
reidratacdo. As composicdes farmacéuticas contendo uma alfa defensina de
mamifero e/ou uma beta defensina de mamifero, tal como uma alfa defensina
humana e/ou uma beta defensina humana, podem ser fabricadas de acordo
com métodos convencionais, por exemplo, por processos de mistura,
granulacdo, revestimento, dissolu¢do ou liofilizacdo. Em uma modalidade
preferida, composi¢des farmacéuticas contendo uma alfa defensina de
mamifero e/ou uma beta defensina de mamifero sdo formuladas como uma
solucdo estéril e 1sotdnica.

[00150] Carreadores e/ou diluentes farmaceuticamente aceitaveis sao
familiares dos versados na técnica. Para composicdes formuladas como
solucdes liquidas, carreadores e/ou diluentes aceitaveis incluem solugdo salina
e agua estéril deve ser incluida, e a composi¢cdao pode opcionalmente incluir
antioxidantes, tampdes, bacteriostatos, e outros aditivos comuns.

[00151] O composto descrito pode ser formulado em uma ampla
variedade de formulagOes para administracdo oral. As preparacdes na forma
solida podem incluir pds, comprimidos, gotas, capsulas, hostias, pastilhas e
granulos dispersdveis. Outras formas apropriadas para administragdo oral
podem incluir preparacdes na forma liquida, incluindo emulsdes, xaropes,
elixires, solu¢des aquosas, suspensdes aquosas, pasta de dentes, dentifricio em
gel, goma de mascar ou preparacdes em forma soélida que se destinam a ser
convertidas pouco antes do uso em preparacdes na forma liquida, como
solucdes, suspensoes e emulsoes.

[00152] As composi¢Oes descritas podem ser formuladas em uma
ampla variedade de formulacdes para administragdo bucal, sublingual, oral,
retal, vaginal, dérmica, transdérmica, intracraniana, subcutinea ou
intravenosa. A formulag¢do pode conter (além de alfa defensina de mamifero

e/ou beta defensina de mamifero e outros ingredientes ativos opcionais)
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carreadores, enchimentos, desintegrantes, condicionadores de fluxo, acticares
e adocantes, fragrancias, conservantes, estabilizadores, agentes umectantes,
emulsificantes, solubilizadores, sais para regular pressdo osmotica, tampoes,
diluentes, dispersantes e agentes tensoativos, aglutinantes, lubrificantes e/ou
outros excipientes farmacéuticos, como sdo conhecidos na técnica. Um
versado nesta técnica pode formular adicionalmente alfa-defensinas de
mamiferos, beta-defensinas de mamiferos, de modo apropriado e de acordo
com praticas aceitas, como as descritas em Remington's Pharmaceutical
Sciences, Gennaro (1990).
[00153] Uma alfa defensina de mamifero ou uma beta defensina de
mamifero, tal como uma alfa defensina humana ou uma beta defensina
humana, pode ser usada sozinha, ou em terapias de combina¢ao com um, dois,
ou mais de outros compostos farmacéuticos, ou substincias de farmacos, por
exemplo, com prebidticos, probidticos, glucocorticoides, ciclosporina, anti
TNF-a, integrinas, antibidticos, imunosupressores ou uma combinag¢do dos
mesmos e/ou com um ou mais excipiente(s) farmaceuticamente aceitdveis.
Administracio nas vias aéreas
[00154] Administracdo nas vias aéreas pode ser usada para administrar
as composicdes da invencdo. Por administragdo intrapulmonar, entende-se
administracdo topica nos pulmdes. Quando aqui usados, os termos
“administracdo intratraqueal, intrabronquica ou intraalveolar” incluem todas
as formas dessa administracdo, pela qual uma defensina € aplicada na
traqueia, bronquios ou alvéolos, respectivamente, seja por instilacdo de uma
solucdo de uma defensina, aplicacdo de uma defensina na forma de p6 ou
deixando a defensina alcancar a parte relevante das vias aéreas por inalagdo
de uma defensina como solu¢do ou suspensdo em aerossol ou nebulizado ou
suspensdo ou po6 inalado ou gel, com ou sem estabilizadores ou outros
excipientes adicionados.

[00155] Métodos de administracdo intrabronquica/alveolar incluem,
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mas ndo sdo limitados a, lavagem broncoalveolar (BAL) de acordo com
métodos bem conhecidos dos versados na técnica, usando, como um fluido de
lavagem, uma composicao fisiologicamente aceitavel na qual uma defensina
foi dissolvida ou mesmo por qualquer outra forma eficaz de administragdao
intrabronquial, incluindo o uso de pos inalados contendo defensinas na forma
seca, com ou sem excipientes, ou a aplicacdo direta de uma defensina, em
solucdo ou suspensdo ou em forma de p6 durante broncoscopia. Métodos para
administragdo intratraqueal incluem, mas ndo sdo limitados a, lavagem
traqueal as cegas com uma solucd@o similar de defensinas dissolvidas ou uma
suspensdo de defensina, ou a inalacdo de goticulas de fluido nebulizadas
contendo defensinas dissolvidas ou uma suspensdo de defensinas obtida pelo
uso de qualquer aparelho de nebulizacdo adequado para este propdsito.
[00156] Em outra modalidade, administracdo intratraqueal,
intrabronquial ou intraalveolar ndo inclui a inalacdo do produto, mas a
instilagdo ou aplicacdo de uma solu¢do de uma defensina ou um p6 ou um gel
contendo defensina na traqueia ou nas vias aéreas inferiores.

[00157] Outros métodos de administracdo preferidos podem incluir os
seguintes dispositivos:

1. Nebulizadores pressurizados usando mistura de ar/oxigénio

comprimido
2. Nebulizadores ultrassonicos
3. Nebulizadores de microbombas eletronicos
4. Inalador de dose medida (MDI)
5. Sistemas de inalador de p6 seco (DPI)
[00158] O aerossol pode ser entregue via a) mascaras faciais ou b) via

tubos endotraqueais em pacientes intubados durante ventilagio mecanica
(dispositivos 1, 2 e 3). Os dispositivos 4 e 5 também podem ser usados para o
paciente sem assisténcia, desde que o paciente seja capaz de auto-ativar o

dispositivo de aerossol.
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[00159] As concentragOes preferidas para uma solu¢do compreendendo
uma defensina e/ou homoélogos funcionais ou variantes de uma defensina
estdo na faixa de cerca de 0,1 pg a 1000 pg por ml de solucdo, tal como na

faixa de cerca de 0,1 pg a 250 pg por ml de solucdo.

Composicao farmacéutica para administracao
intrapulmonar
[00160] As composi¢des ou formulacdes farmac€uticas para uso na

presente descri¢ao incluem defensinas em combinagdo com, preferivelmente
dissolvidas em, um carreador farmaceuticamente aceitdvel, preferivelmente
um carreador aquoso ou diluente, ou carregado para as vias aéreas inferiores
como uma preparacdo peguilada ou como uma preparacdo lipossomal ou
nanoparticula administrada como um aerossol via inalagdo, ou como um
fluido de lavagem administrado via um broncoscépio ou como uma lavagem
broncoalveloar ou como uma lavagem intratraqueal as cegas ou lavagem com
medicamento. Varios carreadores aquosos podem ser usados, incluindo, mas
ndo limitados a, solucdo salina a 0,9%, solu¢do salina tamponada, tampdes
fisiologicamente compativeis e similares. As composi¢cdes podem ser
esterilizadas por experiéncias convencionais, bem conhecidas do versado na
técnica. As solucdes aquosas resultantes podem ser embaladas para uso ou
filtradas sob condi¢Oes assépticas e secadas por congelamento, a preparacao
secada por congelamento sendo dissolvida em uma solu¢do aquosa estéril
antes da administracdo

[00161] Em uma modalidade, uma preparacdo de defensina pode ser
pré-embalada, por exemplo, em unidade de dose unica. Em uma modalidade
ainda mais preferida, a unidade de dose tinica € ajustada para o paciente.
[00162] As composi¢des podem conter substancias auxiliares ou
adjuvantes farmaceuticamente aceitaveis, incluindo, sem limitacdo, agentes de
ajuste do pH e tamponantes e/ou agentes de ajuste da tonicidade, tal como,

por exemplo, acetato de sddio, lactato de sdédio, cloreto de sddio, cloreto de
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potassio, cloreto de célcio, etc.

[00163] As formulacdes podem conter carreadores e excipientes
farmaceuticamente  aceitdveis incluindo  microesferas, lipossomas,
microcdpsulas, nanoparticulas ou similares. Lipossomas convencionais sdo
tipicamente compostos de fosfolipideos (neutros ou negativamente
carregados) e/ou colesterol. Os lipossomas sdo estruturas vesiculares com
base em bicamadas de lipideos circundando compartimentos aquosos. Eles
podem variar em suas propriedades fisicoquimicas tal como tamanho,
composi¢do do lipideo, carga de superficie e nimero e fluidez das bicamadas
de fosfolipideos. Os lipideos mais frequentemente usados para a formacao de
lipossomas sdo: 1,2-Dilauroil-sn-Glicero-3-Fosfocolina  (DLPC), 1,2-
Dimiristoil-sn-Glicero-3-Fosfocolina (DMPC), 1,2-Dipalmitoil-sn-Glicero-3-
Fosfocolina (DPPC), 1,2-Distearoil-sn-Glicero-3-Fosfocolina (DSPC), 1,2-
Dioleoil-sn-Glicero-3-Fosfocolina (DOPC), 1,2-Dimiristoil-sn-Glicero-3-
Fosfoetanolamina (DMPE), 1,2-Dipalmitoil-sn-Glicero-3-Fosfoetanolamina
(DPPE), 1,2-Dioleoil-sn-Glicero-3-Fosfoetanolamina (DOPE), 1,2-
Dimiristoil-sn-Glicero-3-Fosfato (Sal de monossédio) (DMPA), 1,2-
Dipalmitoil-sn-Glicero-3-Fosfato (Sal de monossédio) (DPPA), 1,2-Dioleoil-
sn-Glicero-3-Fosfato (Sal de monossédio) (DOPA), 1,2-Dimiristoil-sn-
Glicero-3-[Fosfo-rac-(1-glicerol)] (Sal de s6dio) (DMPG), 1,2-Dipalmitoil-
sn-Glicero-3-[Fosfo-rac-(1-glicerol)] (Sal de s6dio) (DPPG), 1,2-Dioleoil-sn-
Glicero-3-[Fosfo-rac-(1-glicerol)] (Sal de s6dio) (DOPG), 1,2-Dimiristoil-sn-
Glicero-3-[Fosfo-L-Serina] (Sal de so6dio) (DMPS), 1,2-Dipalmitoil-sn-
Glicero-3-[Fosfo-L-Serina) (Sal de sédio) (DPPS), 1,2-Dioleoil-sn-Glicero-3-
[Fosfo-L-Serina] (Sal de sédio) (DOPS), 1,2-Dioleoil-sn-Glicero-3-
Fosfoetanolamina-N-(glutaril) (Sal de so6dio) e 1,1'2,2-Tetramiristoil
Cardiolipina (Sal de amonio). Formulagdes compostas de DPPC em
combinacdo com outros lipideos ou modificadores de lipossomas sao

preferidos, por exemplo, em combina¢do com colesterol e/ou fosfatidilcolina.
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[00164] Os lipossomas de longa circulacdo sdo distinguidos por sua
capacidade de extravasar em sitios corporais onde a permeabilidade da parede
vascular é aumentada. O modo mais popular de produzir lipossomas de longa
circulacio € fixando o polimero hidrofilico polietileno glicol (PEG)
covalentemente a superficie externa do lipossoma. Alguns dos lipideos
preferidos sdo: 1,2-Dipalmitoil-sn-Glicero-3-Fosfoetanolamina-N-[Metoxi
(Polietileno glicol)-2000] (Sal de amoénio), 1,2-Dipalmitoil-sn-Glicero-3-
Fosfoetanolamina-N-[Metoxi(Polietileno glicol)-5000] (Sal de amdnio), 1,2-
Dioleoil-3-Trimetilamdnio-Propano (Sal de cloreto) (DOTAP).

[00165] Os possiveis lipideos aplicaveis para os lipossomas sao
fornecidos por Avanti, Polar Lipids, Inc, Alabaster, AL. Além disso, a
suspensdo de lipossomas pode incluir agentes protetores de lipidios que
protegem lipidios contra danos de radicais livres e peroxidantes lipidicos em
armazenamento. Os extintores de radicais livres lipofilicos, como alfa-
tocoferol e quelantes especificos de ferro soldveis em 4gua, como
ferrioxianina, sdo preferidos.

[00166] Viérios métodos sdo disponiveis para preparar lipossomas,
como descritos em, por exemplo, Szoka et al., Ann. Rev. Biophys. Bioeng.
9:467 (1980), Patentes norte-americanas N°s. 4. 235.871, 4.501.728 e
4.837.028, todos sendo incorporados aqui por referéncia. Outro método
produz vesiculas multilamelares de tamanhos heterogéneos. Neste método, os
lipidios formadores de vesiculas s@o dissolvidos em um solvente organico
apropriado ou sistema de solventes e secados sob vacuo ou um gés inerte para
formar uma fina pelicula de lipideos. Se desejado, a pelicula pode ser
redissolvida em um solvente apropriado, como butanol tercidrio, e depois
liofilizada para formar uma mistura de lipideos mais homogénea, que estd na
forma de p6 mais facilmente hidratado. Esta pelicula € coberta com uma
solucdo aquosa do farmaco alvo e do componente de alvo e deixada hidratar,

tipicamente durante um periodo de 15 a 60 minutos com agitacdo. A

Peticéo 870200062959, de 21/05/2020, pag. 50/141



43172

distribuicdo de tamanho das vesiculas multilamelares resultantes pode ser
alterada para tamanhos menores, hidratando os lipidios sob condi¢des de
agitacdo mais vigorosas ou adicionando detergentes solubilizantes, como
desoxicolato.
[00167] Micelas sdo formadas por tensoativos (moléculas que contém
uma por¢do hidrofébica e um ou mais grupos i0nicos ou de outra forma
fortemente hidrofilicos) em solu¢do aquosa.
[00168] Tensoativos comuns bem conhecidos dos versados na técnica
podem ser usados nas micelas da presente invencdo. Os tensoativos
apropriados incluem laureato de sodio, oleato de sodio, lauril sulfato de sddio,
monododecil éter de octaoxietileno glicol, octoxinol 9 e PLURONIC F-127
(Wyandotte Chemicals Corp.). Os tensoativos preferidos sdo os detergentes
de polioxietileno e polioxipropileno nio idnicos compativeis com injec¢ao IV,
como TWEEN-80, PLURONIC F-68, n-octil-beta-D-glucopiranosideo e
similares. Além disso, fosfolipideos, tal como os descritos para uso na
producdo de lipossomas, também podem ser usados para a formacio de
micelas.

Exemplos

Exemplo 1.

Efeito anti-inflamatério de administracdo s.c. e i.v. de hBD2
versus anti-TNF-o de camundongo intraperitonealmente em um modelo

profildtico de colite induzida por dextrano sulfato de sodio oral, 10 dias, de

murino.
Regime de tratamento:
[00169] Figura 1 ilustra o projeto do estudo.
[00170] 70 camundongos C57BL/6 machos alojados em grupos de

cinco por gaiola foram distribuidos em 7 grupos de tratamento diferentes.
Todos 0s animais tiveram sua dgua potavel suplementada com DSS a 2% por

7 dias para induzir colite resultando em inflamacdo e lesdo significativas do
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tecido colonico. Os animais foram tratados com hBD2 dosado
intravenosamente na veia da cauda ou subcutaneamente sob a pele do dorso,
com anti-TNF-a de camundongo intraperitonealmente ou PBS como veiculo
por 10 dias.

Testes:
[00171] Um sistema de pontuagcdo de indice de atividade da doenca
(DAI) for aplicado para avaliacdo clinica (Figura 7). Os animais foram
sacrificados no dia 10 e célon removido para avaliacio histologica
empregando um sistema de pontuacgdo histoldgica (Figura 8).

Resultados:
[00172] O efeito mais significativo foi obtido quando hBD2 foi
administrada por via subcutidnea, ou uma ou duas vezes diariamente, mas
administracdo intravenosa de hBD2 também resultou em reducao significativa
de DAI. Tanto anti-TNFo como hBD2 mostraram um efeito similar e
estatisticamente significativo no DAI. hBD2 especialmente quando
administrada s.c. duas vezes diariamente teve um efeito estatistico altamente
significativo na pontuagdo histoldgica enquanto anti-TNF-o n3o mostrou
nenhum efeito significativo nesta pontuacao (Figura 9).
[00173] A GVHD aguda € distinguida por necrose das células da cripta
e em casos graves perda total de epitélio nos intestinos. O modelo DSS
murino quimicamente induzido, que causa perda de epitélio, parece ser,
assim, relevante para testar o efeito profilatico de compostos em GVHD. Os
resultados no exemplo 1 demonstram que especialmente administragdo s.c. de
hBD2 € tdo eficaz quanto o tratamento anti-TNF-o. Algumas publicagdes
relataram um efeito positivo de anti-TNF-o em GVHD.

Exemplo 2.

Efeito anti-inflamatério de administracdo oral de hBD2 versus
prednisolona oral em um modelo profildtico de colite induzida por dextrano

sulfato de sodio oral, 10 dias, de murino.
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Regime de tratamento:

[00174] 50 camundongos C57BL/6 machos alojados em grupos de
cinco por gaiola foram distribuidos em 5 grupos de tratamento diferentes.
Todos 0s animais tiveram sua dgua potavel suplementada com DSS a 2% por
7 dias para induzir colite resultando em inflamacdo e lesdo significativas do
tecido colonico. Os animais foram tratados com hBD2 oral dosada em trés
niveis diferentes de dose duas vezes por dia ou prednisolona 1 mg/kg duas
vezes por dia ou PBS como veiculo por 10 dias.

Testes:
[00175] Um sistema de pontuagcdo de indice de atividade da doenca
(DAI) for aplicado para avaliagdo clinica (Figura 7). Os animais foram
sacrificados no dia 10 e célon removido para avaliacio histolégica
empregando um sistema de pontuacgdo histoldgica (Figura 8).

Resultados:
[00176] Uma perda dramaticamente reduzida de peso corporal
indicando que estes animais estavam comendo mais e experimentando um
estado de satide melhor, foi notada para todos os trés niveis de dose de hBD2,
mas mais pronunciado no grupo com alta dose recebendo 5 mg/kg BID
(Figura 10). Os dois niveis menores de doses de hBD2 tiveram um efeito
estatisticamente significativo no DAI no mesmo nivel que com Prednisolona,
enquanto a alta dose de hBD2 (5 mg/kg BID) teve um efeito
significativamente melhor em DAI do que estes (Figura 11). Tanto
Prednisolona como hBD2 mostraram um efeito estatisticamente significativo
na pontuacdo histolégica, mas o efeito de todos os trés grupos de dose de
hBD?2 foi significativamente melhor do que Prednisolona (Figura 12).
[00177] A GVHD aguda € distinguida por necrose das células da cripta
e, em casos graves, perda total de epitélio nos intestinos. O modelo DSS
murino quimicamente induzido, que causa perda de epitélio, parece assim

relevante para testar o efeito profilatico de compostos em GVHD. Os
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resultados de exemplo 2 demonstram que administracdo oral de hBD2 € tao
eficaz quanto o tratamento profilatico padrio de GVHD com prednisolona
oral.

Exemplo 3.

Efeito anti-inflamatério de administracdo s.c. de hBD2 versus
prednisolona s.c. em um modelo profilatico de colite induzida por acido
trinitrobenzeno sulfonico, 8 dias, de murino.

Regime de tratamento:

[00178] 105 camundongos BALB/cByJ machos alojados em grupos de
cinco por gaiola foram distribuidos em 7 grupos de tratamento diferentes.
Colite foi induzida por administracdo intracoldnica de acido trinitrobenzeno
sulfonico no dia 0 sob anestesia leve resultando em inflamacdo e lesao
significativas do tecido coldnico. Os animais foram tratados com hBD2 em
quatro niveis diferentes de dosagem uma vez diariamente (1 mg/kg, 0,3
mg/kg, 0,1 mg/kg, e 0,03 mg/kg) ou Prednisolona 10 mg/kg uma vez
diariamente dosada subcutaneamente sob a pele do dorso ou PBS como
veiculo por 7 dias.
Testes:
[00179] Um sistema de pontuagcdo de indice de atividade da doenca
(DAI) for aplicado para avaliagdo clinica (Figura 7). Os animais foram
sacrificados no dia 10 e o cdlon removido para avaliagdo histologica
empregando um sistema de pontuacgdo histoldgica (Figura 8).
Resultados:

[00180] Um aumento estatisticamente altamente significativo no peso
corporal indicando que estes animais estavam comendo mais e
experimentando um estado de saide melhor foi visto para os dois niveis mais
baixos de doses de hBD2 (0,03 e 0,1 mg/kg OD) hBD2. Tanto Prednisolona
como hBD2 (a 0,1, 0,3 e 1 mg/kg) mostraram um efeito clinico

estatisticamente altamente significativo na pontuacao histolégica (Figura 13).
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[00181] A GVHD aguda € distinguida por necrose das células da cripta
e em casos graves perda total de epitélio nos intestinos. O modelo TNBS
murino induzido quimicamente, que causa uma perda grave de epitélio,
parece assim relevante para testar o efeito profildtico de compostos em
GVHD. Os resultados de exemplo 3 demonstram que administragdo s.c. de
hBD2 € tdo eficaz quanto o tratamento preventivo padrao com prednisolona.

Exemplo 4.

Efeito anti-inflamatorio de administracao oral e s.c. de hBD2
versus ciclosporina oral em um modelo profilatico de colite induzida por
dextrano sulfato de sodio, 7 dias, de murino.

Regime de tratamento:

[00182] 80 camundongos CS57BL/6 machos alojados em grupos de
cinco por gaiola foram distribuidos em 7 grupos de tratamento diferentes.
Todos 0s animais tiveram sua dgua potavel suplementada com DSS a 3% por
7 dias para induzir colite distinguida por dano epitelial, rompimento da
arquitetura da cripta e uma inflama¢do moderada distinguida por acimulo de
mononucleares e neutrofilos na mucosa e submucosa. Os animais foram
tratados com hBD2 oral dosada a 0,6 mg/kg BID ou 0,4 mg/kg TID; hBD2
dosada s.c. a 0,15 mg/kg BID ou 0,1 mg/kg TID; ou ciclosporina 50 mg/kg

OD ou 4gua por 7 dias.
Testes:
[00183] Avaliacdo clinica foi conduzida de acordo com um sistema de

pontuacdo (0 = nenhum sangue nas fezes; 1 = evidéncia de sangue nas fezes e
2 = sangramento grave). Os animais foram sacrificados no dia 7 e célon
removido para avaliacdo histoldgica.

Resultados:
[00184] Uma melhora estatisticamente altamente significativa na
manutencdo de comprimento do coélon (Figura 14) e pontuacdes clinicas

(Figura 15) foi observada para todos os quatro grupos de dosagem de hBD?2,
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assim como para Ciclosporina. Dosagem TID de hBD2 foi mais eficaz do que
a dosagem BID com ambas as vias de administracdo, e a dosagem s.c. pareceu
mais eficaz do que dosagem oral (Figura 15).

[00185] A GVHD aguda € distinguida por necrose das células da cripta
e, em casos graves, perda total de epitélio nos intestinos. O modelo DSS
murino quimicamente induzido, que causa perda grave de epitélio, parece
assim relevante para testar o efeito profilatico de compostos em GVHD. Os
resultados de exemplo 4 demonstram que tanto a administragdo s.c. como a
oral de hBD?2 ¢ eficaz, especialmente na avaliag¢do clinica como o tratamento
profilatico padrao de GVHD com ciclosporina.

Exemplo 5.

Efeito anti-inflamatério de administracdo s.c. de hBD2 versus
anti-TNF-a intraperitoneal e dexametasona intraperitoneal em um modelo
terapéutico de colite induzida por dextrano sulfato de sdédio, 14 dias, de
murino.

Regime de tratamento:

[00186] 70 camundongos C57BL/6 machos alojados em grupos de
cinco por gaiola foram distribuidos em 7 grupos de tratamento diferentes.
Todos 0s animais tiveram sua dgua potavel suplementada com DSS a 2% por
14 dias para induzir colite resultando em inflamacao e lesao significativas do
tecido colonico. Os animais foram tratados com hBD2, 0,1 mg/kg s.c. BID;
0,1 mg/kg s.c. OD ou 1,2 mg/kg i.v. OD do dia 8 ao dia 14 ou com anti-TNFa
de camundongo 250 pg/camundongo intraperitonealmente no dia 8, 10 e 13
ou com dexametasona 1 mg/kg intraperitonealmente de OD ou PBS s.c. como
veiculo.
Testes:

[00187] Um sistema de pontuagcdo de indice de atividade da doenca
(DAI) for aplicado para avaliagdo clinica (Figura 7). Os animais foram

sacrificados no dia 14 e célon removido para avaliacio histolégica
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empregando um sistema de pontuacgdo histoldgica (Figura 8).

Resultados:
[00188] Um efeito estatisticamente significativo em DAI foi observado
para hBD2 0,1 mg s.c. OD e Dexametasona 1 mg/kg i.p. OD. Similarmente
um efeito estatisticamente significativo na pontuagdo histologica (Figura 16)
foi observado tanto para hBD2 0,1 mg/kg s.c. OD como Dexametasona.
[00189] A GVHD aguda € distinguida por necrose das células da cripta
e, em casos graves, perda total de epitélio nos intestinos. O modelo DSS
murino quimicamente induzido, que causa perda grave de epitélio, parece
assim relevante para testar o efeito do tratamento de compostos em GVHD.
Os resultados do exemplo 5 demonstram que administragdo s.c. de hBD2 ¢
tdao eficaz quanto o tratamento padrao de GVHD com dexametasona.

Exemplo 6.

Eficéacia de administracao s.c. de hBD2 versus anti-TNF-a s.c.
(Enbrel) e dexametasona intraperitoneal em um modelo terapéutico de colite
induzida por transferéncia de células T CD4+CD25+, 14 semanas, de murino.

Regime de tratamento:

[00190] 70 camundongos BALB/c fémeas alojados em grupos de cinco
por gaiola foram distribuidos em 7 grupos de tratamento diferentes. Colite foi
induzida em camundongos SCID por transplante de células T CD4+CD25+
de camundongos BALB/c. Linfdcitos isolados do baco e linfonodos de
camundongos BALB/c foram submetidos a selecdo negativa de células T
CD4+. Posteriormente, células CD4+CD25+ foram isoladas positivamente
por ligacdo as contas das suspensdes de célula T CD4+ e as CD4+CD25-
foram coletadas do sobrenadante. Os animais foram tratados com hBD2, 0,1
mg/kg s.c. OD; 1 mg/kg s.c. OD ou 3 mg/kg s.c. OD ou com anti-TNFa de
camundongo 100 pg/camundongo s.c. duas vezes semanalmente ou com
dexametasona 0,3 mg/kg intraperitonealmente OD ou PBS s.c. como veiculo

a partir do dia 7 e 86 dias consecutivos.
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Testes:
[00191] Avaliacdo clinica foi com base em perda de peso corporal,
consisténcia das fezes e presenca de sangue por reto. Os animais foram

sacrificados no dia 95 e célon removido para avaliacido de peso e atividade de

mieloperoxidase.
Resultados:
[00192] Um efeito estatisticamente significativo e similar na pontuacao

clinica foi observado para hBD2 1 mg/kg s.c. OD, para Dexametasona 0,3
mg/kg i.p. OD e para Enbrel (Figura 17). Similarmente, estes trés regimes de
dosagem mostraram um efeito estatisticamente significativo e similar no peso
do célon (Figura 18) e atividade de mieloperoxidase (Figura 19).
[00193] Acredita-se que GVHD aguda seja uma sindrome mediada por
células T distinguida por necrose das células da cripta e, em casos graves,
perda total de epitélio nos intestinos e especialmente as células T reguladoras
CD4+CD25+ receberam muita aten¢do como parte da patogénese de GVHD
aguda (Ball & Egeler, 2008). O modelo de transferéncia de células T
CD4+CD25+ de murino, que causa perda grave de epitélio, parece assim
relevante para testar o efeito do tratamento de compostos em GVHD grave e
persistente. Mieloperoxidase € uma enzima humana, que desempenha um
papel importante na inicia¢do e progressao de inflamac¢do e € um biomarcador
de estresse oxidativo e inflamagdo e foi recentemente relatada como um
biomarcador potencial de GVHD (Ge e Ye, 2013). Os resultados de exemplo
6 demonstram que a administracdo de hBD2 € tdo eficaz quanto o tratamento
anti-inflamatorio padrio de GVHD com dexametasona, mas também o
tratamento menos estabelecido com anti-TNF-a.

Exemplo 7.

Protecdo e preservacdo de microbiota intestinal por tratamento
profildtico com defensinas.

[00194] Camundongos: Camundongos foram alojados em trios, 4
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gaiolas por grupo. A ingestdo de racdo foi registrada diariamente logo antes
das luzes serem apagadas as 18h. Camundongos individuais foram
submetidos a procedimentos experimentais em ordem alterada, tanto em
grupo como em gaiola. Os camundongos foram mantidos a temperatura
ambiente sob um ciclo claro/escuro de 12 horas em condi¢des padrdao de SPF.
[00195] Dietas: Para dosagem, o peso médio foi estimado como sendo
25 gramas por camundongo. Os camundongos comeram aproximadamente 3
gramas de ra¢do por camundongo por dia.

[00196] Regime de tratamento: Camundongos foram alimentados com

ou uma dieta com alto teor de gordura (HFD) ou com uma dieta de controle
com baixo teor de gordura (LF). A HFD continha 4 subgrupos; 1 hBD2, 1
HDS5, 1 hBD2/HDS e 1 HFD padrdo sem suplementacao de defensinas (Figura
3). A concentragdo de defensina era 1,2 mg hBD2 por kg de camundongo por
dia. HDS foi dado em concentracdo equimolar para hBD2. O grupo
combinatério recebeu 50% hBD2 + 50% HDS, consequentemente uma
quantidade total de defensinas equivalente aos grupos de teste restantes.

Testes:
[00197] Anélises microbianas foram realizadas para estudar a
microbiota do intestino. Caracterizacdo longitudinal 16S foi conduzida em 4
amostras pareadas de 60 camundongos, 240 amostras no total. Cada
camundongo foi amostrado antes da mudanca da dieta, 1 semana apds a
mudanca da dieta, 4 semanas apés a mudanca da dieta e no término,
assegurando assim uma caracterizagao completa da microbiota fecal como um
resultado de tratamento com defensina.

Resultados

[00198] Mudanca de peso. Embora a ingestdo de racdo fosse similar

em todos os trés grupos de dieta experimental, ambos os grupos de Dieta com
Alto Teor de Gordura (HFD) ganharam significativamente mais peso do que o

grupo de referéncia de Dieta com Baixo Teor de Gordura (LFD) em relacdo
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ao periodo de estudo de 10 semanas (*p<0,0001, ANOVA de duas vias, Teste
de Tukey). O grupo HFD mais hBD2, no entanto, ganhou significativamente
menos peso do que o grupo de referéncia HFD (*p= 0,0028).

[00199] Microbiota. hBD2 afetou principalmente a presenca
microbiana, enquanto HD5 e hBD2+HDS5 afetaram principalmente a
abundancia microbiana (Figura 20). Um aumento estatisticamente
significativo de abundancia de Alobaculum foi visto no intestino delgado apods
profilaxia com HDS5 (p<0,02; Figura 21). Alobaculum é uma espécie
produtora de 4dcidos graxos de cadeia curta. Acidos graxos de cadeia curta
desempenham um papel importante na regulacdo de homeostase de células T
reguladoras colonicas, mediada por GPCR43. Hipoplasia de células T e
homeostase de células T perturbadas € uma parte central tanto de GVHD
aguda como cronica. A Figura 22 é uma andlise de gé€nero que mostra a
abundancia relativa de espécies nos grupos de tratamento diferentes e ilustra o
efeito de hBD2 e HDS na flora intestinal. Um aumento estatisticamente
significativo na abundancia de Barnesiella no célon foi observado apos
tratamento profilatico com hBD2 (p<0,03; Figura 24). Barnesiella é uma
bactéria que € capaz de eliminar e proteger contra o dominio intestinal de
bactérias patogénicas resistentes a antibidticos que podem ser observadas em
pacientes hospitalizados. A abundancia de Barnesiella corresponde a
quantidade de vérias células imunorregulatérias. Quanto mais alto o nivel de
Barnesiella no c6lon, mais células B da zona marginal e células T assassinas
naturais invariantes enumeradas no baco e figado. No desenvolvimento de
colite em camundongos IL-10-/-, niveis mais altos de um fil6tipo de
Barnesiella estao correlacionados com niveis mais baixos de atividade da
doenca. Uma tendéncia para abundancia menor de Lactobacillaceae foi
observada no c6lon apds tratamento profildtico com hBD2 (p=0,1; Figura 23).
[00200] O grupo HFD de camundongos desenvolveu esteatose

extensiva (acumulo de gordura intra-hepatocitica) enquanto o grupo HFD de
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camundongos tratados profilaticamente com hBD-2 desenvolveu esteatose
minima (Figura 60).
[00201] Microbiota parece desempenhar um papel importante no
desenvolvimento de GVHD especialmente apds a descontaminagdo bacteriana
dramdtica realizada logo apds o transplante de células-tronco. Em particular,
microbiota parece desempenhar um papel importante no desenvolvimento de
GVHD especialmente apés a descontaminagao bacteriana dramatica realizada
logo antes do transplante de células-tronco. Este exemplo 7 demonstra que
defensinas t€ém uma profunda influéncia na composicdo da microbiota em
termos de numeros de espécies presentes, assim como nudmero total de
bactérias e, assim, parecem proteger e preservar uma microbiota sauddvel.
Mais especificamente defensinas parecem promover bactérias produtoras de
acido graxo de cadeia curta, SCFA que desempenham um papel fundamental
na homeostase de células T reguladoras colonicas. Além disso, defensinas
parecem proteger contra inflamacao e esteatose hepatica.

Exemplo 8. Tratamento de disbiose por tratamento de
intervencdo com defensinas.

[00202] Camundongos e dietas. O experimento elucida o efeito de

hBD2 e HD5 na microbiota em camundongos obesos induzidos pela dieta.
Um periodo pré-tratamento de 13 semanas em que camundongos foram
alimentados com HFD de teor muito alto (60% de energia da gordura)
precedeu a intervencdo. Apenas camundongos atendendo ao critério de um
ganho minimo de peso de 12 gramas (aproximadamente 50% de peso corporal
inicial) durante o periodo pré-tratamento foram incluidos nas andlises finais.
Camundongos que ndo atenderam a estes critérios permaneceram em suas
gaiolas respectivas como ‘guardides’ da hierarquia. Eles foram expostos a
todos os testes experimentais, mas excluidos das andlises.

[00203] Regime de tratamento. Antes da intervencdo, todos os

camundongos foram examinados por varredura MR. Gaiolas de camundongos
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foram distribuidas em grupos experimentais com base em sua massa de
gordura. Todas as medidas subsequentes foram pareadas com dados do
mesmo camundongo antes da intervencdo. Um grupo de referéncia LFD
(dieta com baixo teor de gordura) foi mantido em ciclo paralelo. Como
controles para a intervencdo 2 grupos adicionais foram incluidos: 1 com HFD
de teor muito alto e 1 LFD. Camundongos experimentais permaneceram em
HFD de teor muito alto durante a intervencdo (Figura 3). Os camundongos
estavam na dieta experimental por 10 semanas. Eles foram co-alojados
durante todo o experimento, 4 camundongos por gaiola, 3 gaiolas por grupo.
Todos os testes foram realizados durante 3 dias, 1 gaiola por grupo por dia.
[00204] Testes. Andlises microbianas foram realizadas para estudar a
microbiota do intestino. Caracterizacdo longitudinal 16S foi conduzida em 4
amostras pareadas de 60 camundongos, 240 amostras no total. Cada
camundongo foi amostrado antes da mudanca da dieta, 1 semana apds a
mudanca da dieta, 4 semanas apés a mudanca da dieta e no término,
assegurando assim, uma caracterizacdo completa da microbiota fecal como
um resultado do tratamento com defensina.
Resultados

[00205] Mudanca de peso — hBD2. Os grupos alimentados com dieta

padrdo com alto teor de gordura (HFD) tiveram uma ingestdo de alimentos
igual durante todo o periodo do estudo, e tiveram o mesmo desenvolvimento
de peso com massa gordurosa e magra igual nas primeiras 13 semanas, tendo
assim, o mesmo ponto de partida antes da intervencdo em dieta. O ganho de
peso foi significativamente maior do que no grupo alimentado com dieta com
baixo teor de gordura (LFD) (*p<0,05 ANOVA de 2 vias). Apls a
intervencdo na dieta os grupos HFD continuaram a aumentar de peso, no
entanto, o grupo HFD mais hBD2 tendeu a ganhar menos peso nas primeiras
4 semanas apods a intervencdo em dieta, embora nao significativo (*p=0,07,

ANOVA de duas vias). A partir da 4 semana até o final do periodo de estudo,
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o grupo HFD mais hBD2 ganhou peso similar ao do grupo HFD padrao
(*p=0,82, ANOVA de duas vias).
[00206] Mudanca de peso — HDS. Todos os grupos alimentados com

HFD tiveram a mesma ingestdo de alimentos durante o periodo de estudo e
ganho de peso igual durante o periodo pré-tratamento de 13 semanas. ApOs a
intervencdo da dieta o grupo alimentado com HFD mais HDS5 ganhou
significativamente menos peso do que o controle HFD (*p<0,05, ANOVA de
duas vias). Além disso, uma tendéncia de diminui¢cdo no percentual de
gordura no grupo HFD mais HDS foi observada, e um percentual de gordura
significativamente menor no HFD mais HDS foi medido 4 semanas apos a
mudanga da dieta em comparacdo com o controle HFD (*p=0,009 ANOVA
de duas vias).
Microbiota.

[00207] Ambas as defensinas mostraram ter uma influéncia profunda
na presenca bacteriana, assim como na auséncia bacteriana (Figura 25). HDS
aumentou a abundancia de Alloprevotella estatisticamente significativamente
no colon (p<0,02) (Figura 26) enquanto hBD2 ndo teve influéncia na
abundancia de Alloprevotella. hBD2 aumentou de modo dramaticamente e
estatisticamente significativo a abundancia relativa de Bifidobacteriaceae
tanto no intestino delgado como no célon (p<0,0001 e p<0,04
respectivamente; Figura 27). Houve uma tendéncia para HDS aumentar a
abundancia de Bifidobacteriaceae no intestino delgado (Figura 27).

[00208] Microbiota parece desempenhar um papel importante em
GVHD especialmente apés a descontaminagao bacteriana dramatica realizada
logo apds o transplante de células-tronco. Tratamento experimental com
transplantes fecais estdo atualmente em andamento em diversos centros ao
redor do mundo, por exemplo, com o Prof. Holler em Regensburg, Alemanha
para tentar reestabelecer uma microbiota normal apds a descontaminagdo

bacteriana. Este exemplo 8 demonstra que defensinas t€m uma influéncia
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profunda na composi¢cdo da microbiota em termos e diversas espécies
presentes e numero total de bactérias e, assim, parece ser capaz de tratar uma
condicdo disbidtica e reestabelecer uma microbiota normal, que ¢é
fundamental para preservar, por exemplo, a homeostase de células T
reguladoras colOnicas.

Exemplo 9.
[00209] Para determinar e avaliar a eficicia de tratamento profilético
com defensinas intranasal (IN) versus oral em um modelo murino dirigido por
acaro da poeira doméstica de asma alérgica.

Materiais e métodos

[00210] Regime de tratamento: Camundongos BALB/c fémeas de 7 a

10 semanas de idade foram distribuidos aleatoriamente em 5 grupos de estudo
um dia antes do inicio do estudo e subcutaneamente (SC) sensibilizados para
acaro de poeira doméstica (100 pg HDM em 200 pL de solucdo salina mais
adjuvante completo de Freund em solu¢do salina a 0,9%). Os camundongos
foram tratados com hBD2 oralmente e intranasalmente, respectivamente, a
uma dose de 1,2 mg/kg/dia (0,4 mg/kg TID) iniciando na manha do dia 12 e
TID continuada em intervalos de aproximadamente 6 horas. A ultima dose foi
administrada no dia 14 uma hora antes do desafio. O numero total de doses
foi 8 doses ou um total de 2 mg/kg hBD2. Camundongos foram entdo
desafiados intranasalmente (IN) com HDM no dia 14 (HDM 25 pg em 50uL
de solucdo salina) (Figura 4).
Testes:

[00211] Inflamacao das vias aéreas: 48 horas apds o desafio, lavagem
broncoalveolar lavando os pulmdes com 3 volumes de PBS frio (0,4; 0,3 e 0,3
mL, total 1 mL). Contagens totais e diferenciais de células de leucdcitos
foram determinadas em um analisador hematoldgico automatizado Sysmex
XT-2000iV.

[00212] Funcdo pulmonar: Comecando 48 horas apds desafio com
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HDM, medidas de resisténcia do pulmao e adesdo do pulmdo foram realizadas
apos desafio com metacolina (3,125 MCH1; 6,25 MCH2; 12,5 MCH3 e 25
mg/mL MCH4) por camundongos anestesiados e canulados usando o sistema
Buxco Finepoint RC de DSI. Dados sdo representados como resisténcia das
vias aéreas em metacolina de 10 mg/kg e como curvas responsivas a dose.
[00213] Amostragem de pulmdo para andlise de citocina: Apds o
término de cada BAL, os pulmdes foram removidos do térax, congelados
rapidamente em nitrogénio liquido e armazenados congelados a —80° Celsius
até andlise de concentracdo de citocina de TNF-a, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-
13 e IL-33 no homogenado de pulmdo por ELISA.

Resultados
[00214] Um aumento de valores de resisténcia do pulmao e diminuicao
de valores de adesdo pulmonar em animais tratados com o veiculo desafiado
com HDM em comparagdo com camundongos desafiados com solu¢do salina
(n3o asmaticos) foi observado. Uma resposta inflamatéria em ambos os
grupos de camundongos tratados com veiculo (oral e intranasal) foi induzida
por um unico desafio com HDM 14 dias apds sensibilizacdo com HDM. Foi
distinguida por um aumento estatisticamente significativo nas contagens totais
de células, eosinodfilos, neutréfilos, macréfagos e linfocitos em BALF
(p<0,05) em comparacdo com controles desafiados com solug¢do salina.
Também, andlise da concentracdo de sete citocinas TNF-a, IL-4, IL-5, IL-6,
IL-9, IL-13 e IL-33 nos homogenados de tecido pulmonar revelou niveis
significativamente mais altos em animais desafiados com HDM em
comparagdo com controles desafiados com solucdo salina.
[00215] hBD2, ap6s aplicacdo de TID tanto oral como intranasal,
administrada do dia 12 ao dia 14 (um total de 2,0 mg/kg em 8
administragdes), inibiu eficazmente o aumento de resisténcia das vias aéreas
(Figura 28) e diminuiu a adesdo pulmonar (Figura 29) em comparacdo com

animais tratados com veiculo desafiados com HDM. Um efeito no influxo
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celular em BALF foi observado apds aplicacdo oral, que inibiu
significativamente as contagens de neutr6filos (Figura 30). Um reequilibrio
do sistema imune com uma normalizacio completa de concentracdes de
citocina nos homogenados do tecido pulmonar foi observado nos niveis de
citocina em TNF-a (Figura 31a), IL-4 (31b), L-5 (31c¢), IL-6 (31d), IL-9 (31e)
e IL-13 (31f) apés administracdo oral. Notou-se uma tendéncia para
diminuicdo de TNF-a, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 e IL-13 ap6s hBD2 ser
administrada intranasalmente, mas 1isto nao foir estatisticamente
significativamente diferente do controle. Todos os resultados obtidos indicam
efeitos preventivos e anti-inflamatérios claros de hBD2 no modelo
camundongo dirigido por dcaro de poeira doméstica de asma alérgica.
[00216] O pulmio € o quarto 6rgdo envolvido em GVHD apéds o
intestino, o figado e a pele. Este exemplo demonstra que defensinas ndo sao
apenas capazes de preservar um sistema imune intacto, mas evitam
crucialmente um aumento de uma tempestade de citocinas de todas as
citocinas chave de GVHD, TNF-a, IL-4, IL-5, IL-6, IL-9 e IL-13, que € uma
caracteristica de GVHD aguda. A liberacdo de citocina inflamatdria ou
tempestade de citocinas foi implicada como o mediador primério da
ocorréncia e gravidade de GVHD aguda (Ball & Egeler, 2008).

Exemplo 10.
[00217] Para determinar e avaliar a eficicia de intervencao terapéutica
IN versus oral com defensinas em um modelo murino de dcaro da poeira
doméstica de asma alérgica.

Materiais e Métodos

[00218] Regime de tratamento: Camundongos BALB/c de 7 a 10

semanas de idade, fémeas, foram distribuidos aleatoriamente em 7 grupos de
estudo um dia antes do inicio do estudo e subcutaneamente (SC)
sensibilizados para 4caro de poeira doméstica (100 ug HDM em 200 pL de

solucdo salina mais adjuvante completo de Freund em soluc¢do salina a 0,9%).
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Os camundongos foram entdo desafiados intranasalmente (IN) com HDM no
dia 14 (HDM 25 pg em 50 pL de solucdo salina). Dexametasona foi
administrada oralmente (1 mg/kg BID; 50 uL. de solucdo salina tamponada
com fosfato (PBS)) no dia 14. hBD2 foi administrada IN ou oralmente (1,7
mg/kg TID IN; 0,4 mg/kg TID IN; 0,4 mg/kg TID oralmente, 50 uL de
solucdo salina tamponada com fosfato) no dia 14. A dose inicial foi
administrada 60 minutos antes do desafio, e as doses subsequentes
aproximadamente com 6 horas de intervalo (Figura 5).

Testes:
[00219] Inflamacao de vias aéreas: 48 horas apds o desafio, lavagem
broncoalveolar foi realizada lavando os pulmdes com 3 volumes de PBS frio
(0,4; 0,3 e 0,3 mL, total 1 mL). Contagens totais e diferenciais de células de
leucdcitos foram determinadas em um analisador hematolégico automatizado
Sysmex XT-20001V.
[00220] Funcdo pulmonar: Comecando 48 horas apds o desafio com
HDM, medicdes de resisténcia do pulmdo e adesdo do pulmio foram
realizadas apds desafio com metacolina (3,125 MCH1; 6,25 MCH2; 12,5
MCH3 e 25 mg/mL. MCH4) por camundongos anestesiados, canulados
usando o sistema RC Buxco Finepoint de DSI. Os dados sdo representados
como resisténcia das vias aéreas a 10 mg/kg metacolina e como curvas
responsivas a dose.
[00221] Amostragem de pulmdo para andlise de citocina: Apds o
término de cada BAL, os pulmdes foram removidos do térax, resfriados
rapidamente em nitrogénio liquido e armazenados congelados a —80° Celsius
até a andlise de concentracio de citocina de IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-10 e IFNy
por ELISA.

Resultados
[00222] Um aumento de valores de resisténcia do pulmdo e uma

diminui¢cdo de valores de adesd@o pulmonar em animais tratados com veiculo
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desafiado com HDM em comparagdo com camundongos desafiados com
solucdo salina (ndo asmadticos) foram observados. Uma resposta inflamatdria
em ambos os grupos de camundongos tratados com veiculo (oral e intranasal)
foi induzida por um tnico desafio com HDM 14 dias apo6s sensibilizagdo com
HDM e adjuvante. Foi distinguida por um aumento estatisticamente
significativo nas contagens totais de células, eosinéfilos, neutréfilos,
macrofagos e linfécitos em BALF (p<0,05) em comparagdo com os controles
desafiados com soluc¢do salina. Igualmente, a andlise da concentracdo de cinco
citocinas IL-1B, TNF-a, IL-6, IL-10 e IFN-y nos homogenados do tecido
pulmonar revelou niveis significativamente mais altos em animais desafiados
com HDM em comparac¢ao com controles desafiados com solug¢do salina.
[00223] Tratamento com dexametasona inibiu significativamente as
contagens totais de células e eosinéfilos, mas ndo as contagens de neutrofilos,
macrofagos e linfocitos em BALF. De acordo com os dados celulares,
dexametasona nao influenciou os niveis de IL-13, TNF-a, IL-6, IL-10 e IFN-y
nos homogenados do tecido pulmonar em comparacio com o controle
HDM/veiculo. No entanto, influenciou medi¢des de AHR relacionadas as
contagens de eosinodfilos. Os resultados obtidos indicam que este modelo €
resistente a esteroide até um certo grau.

[00224] hBD2, ap6s aplicacdo de TID tanto oral como intranasal, no
dia 14, inibiu eficazmente o aumento de resisténcia das vias aéreas (Figura
32a e 32b) e diminuicdo de adesdo pulmonar (Figura 33a e 33b) em
comparagdo com animais tratados com veiculo desafiado com HDM. Um
efeito mais proeminente foi observado em alguns parametros medidos apos
aplicacdo intranasal, de modo que influxo celular em BALF, onde ambas as
doses IN (0,4 mg/kg/dia TID e 1,7 mg/kg/dia TID) inibiram
significativamente as contagens totais de células de neutr6filos e macréfagos
(Figura 34 a, b e ¢) e uma tendéncia para diminui¢ao de eosinéfilos, enquanto

a dexametasona esteroide padrdo falhou em inibir os mesmos. Efeitos

Peticéo 870200062959, de 21/05/2020, pag. 68/141



61/72

significativos similares foram observados em niveis de citocina de IFN-y (Fig.
35), IL-4 (Fig. 37), IL-5 (Fig. 38), IL-6 (Fig. 39), IL-9 (Fig. 40), e IL-10 (Fig.
41) em homogenados do tecido pulmonar com ambas as vias de dosagem.
hBD2 administrada oralmente reduziu significativamente TNF-a (Figura 36),
enquanto a hBD2 administrada intranasalmente diferiu do controle, mas nao
significativamente. Todos os resultados obtidos indicam efeitos anti-
inflamatoérios claros de hBD2 no modelo camundongo dirigido de 4caro de
poeira doméstica/adjuvante completo de Freund de asma alérgica.
[00225] O pulmio é o quarto 6rgdo envolvido em GVHD apds o
intestino, o figado e a pele. Este exemplo 10 mostra que defensinas ndo sao
capazes apenas de reequilibrar o sistema imune, mas crucialmente tratar ou
evitar uma tempestade de citocinas de citocinas chave de GVHD IFN-y, TNF-
a e IL-6, que € uma marca caracteristica de GVHD aguda. De fato, liberagcao
de citocinas inflamatérias ou tempestade de citocinas tem sido implicada
como o mediador primdrio da ocorréncia e gravidade de GVHD aguda (Ball
& Egeler, 2008).

Exemplo 11.
[00226] Para determinar e avaliar a eficcia de intervencao terapéutica
IN versus oral com administracdo de defensinas em um modelo murino de
acaro da poeira doméstica de asma alérgica.

Materiais e Métodos

[00227] Regime de tratamento: Camundongos BALB/c de 7 a 10

semanas de idade, fémeas distribuidos em 4 grupos de estudo um dia antes do
inicio do estudo foram subcutaneamente (SC) sensibilizados ao 4caro de
poeira doméstica (100 ug HDM em 200 pL de solugdo salina mais adjuvante
completo de Freund em solucdo salina a 0,9%). Os camundongos foram
intranasalmente (IN) desafiados com HDM no dia 14 (HDM 25 ug em 50 pL
de solugdo salina). hBD2 foi administrada IN ou oralmente (0,4 mg/kg TID
IN; 0,4 mg/kg TID oralmente, 50 puL. de solu¢do salina tamponada com
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fosfato) no dia 14. A dose inicial foi administrada 60 minutos antes do
desafio, e as doses subsequentes aproximadamente com 6 horas de intervalo.
Testes:
[00228] Amostragem de tecido pulmonar: Os pulmdes foram
removidos do torax, congelados rapidamente em nitrogénio liquido e
armazenados congelados a —80° Celsius até a andlise de concentracdo de
citocina de IL-4, IL-5, IL-8 (KC), IL-9 e IL-13 no homogenado do pulmao
por ELISA.
[00229] Os pulmdes foram inflados in sifu em formalina tamponada a
10%, removidos do torax, colocados individualmente em formalina
tamponada a 10%, parafina embebida in toto, seccionados e coloridos com
H&E/PAS.
[00230] Amostragem de sangue: Todas as amostras de sangue
terminais foram coletadas através de sangramentos da veia jugular. Sangue foi
amostrado em tubos de Li-heparina, colocados no gelo e imediatamente
centrifugados a 4°C. Plasma foi separado e armazenado a -80°C até andlise de
SCFA potencial.
[00231] Amostragem de tecido pulmonar: Os pulmdes foram expostos
e excisados, abrindo suavemente o torax e cortando ambos os lados do esterno
e costelas e aparando atrds. Os pulmdes dos primeiros 6 animais por grupo
foram removidos do térax, congelados rapidamente em nitrogénio liquido e
armazenados congelados a -80°C até andlise de concentracdo de citocinas por
ELISA.
[00232] Pulmdes de outros 8 animais por grupo foram inflados in situ
com formalina tamponada a 10%, removidos do tdérax, colocados
individualmente em formalina tamponada a 10%, parafina embebida in toto,
seccionados e coloridos com H&E/PAS. Os blocos de parafina foram retidos
para a analise IHC.

Leituras
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* Histopatologia (H&E; PAS) (N = 8/grupos; total N = 32)

* Citocinas nos homogenados do tecido pulmonar (IL-4, IL-5,
IL-8 (KC), IL-9 e IL.-13) (N=6/grupo; total N=24)

Histopatologia
[00233] Influxo celular (mononucleares, eosinodfilos, neutréfilos) foi
avaliado semiquantitativamente em laminas coloridas com H&E

separadamente para o espaco peribronquico/bronquiolar e perivascular como

a seguir:
0 ausente
1 poucas células inflamatodrias espalhadas
2 agregados maiores
3 acumulo marcado de células
[00234] A pontuacgdo total para inflamacgdo foi calculada como a soma

de todos as pontuagdes individuais.
[00235] Metaplasia de células Goblet, separadamente em um nivel de
grandes vias aéreas e vias aéreas distais, foi avaliada em laminas coloridas
com PAS como a seguir:

0 nenhuma célula contendo muco ao longo da membrana basal

1 poucas células positivas ao longo da membrana basal com
menos do que 75% do citoplasma colorido

2 poucas células positivas ao longo da membrana basal com
mais do que 75% do citoplasma colorido

3 numerosas células positivas ao longo da membrana basal
com menos do que 75% do citoplasma colorido

4 numerosas cé€lulas positivas ao longo da membrana basal
com mais do que 75% do citoplasma colorido

Avaliacao estatistica
[00236] Os dados foram processados usando MS Excel. Andlise

estatistica foi realizada usando o software GraphPad Prism (versdo 5.04).
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Diferencas entre grupos sdo consideradas estatisticamente significativas
quando p<0,05.
[00237] Andlise estatistica de dados de valores de pontuacdo
histoldgica selecionados foi realizada usando o teste Mann-Whitney mediano
e ndo paramétrico.

Resultados
[00238] Uma resposta anti-inflamatéria em ambos os grupos de
camundongos tratados com veiculo (oral e intranasal) foi induzida por um
unico desafio com HDM, 14 dias apods sensibilizacio com HDM e adjuvante.
Foi distinguida por um aumento estatisticamente significativo na
concentracdo de cinco citocinas IL-4, IL-5, IL-8, IL-9 e IL-13 nos
homogenados do tecido pulmonar e por mudancas inflamatdrias histolégicas
graves de tecido pulmonar em animais desafiados com HDM em comparagio
com controles desafiados com soluc¢do salina.
[00239] hBD2, tanto apds aplicacdo de TID oral como intranasal, no
dia 14, inibiu eficazmente o aumento na inflamacdo histologica de tecido
pulmonar em comparagdo com animais tratados com veiculo desafiado com
HDM (Figura 43, 44, 45). Efeitos significativos foram observados nos niveis
de citocina IL-4, IL-5, IL-9 e IL-13 nos homogenados do tecido pulmonar
ap0s administracdo oral e em IL-9 e IL-13 ap6s administracdo IN. Todos os
resultados obtidos indicam efeitos anti-inflamatoérios claros de hBD2 no
modelo camundongo de dcaro de poeira doméstica/adjuvante completo de
Freund de asma alérgica.
[00240] O pulmio é o quarto 6rgdo envolvido em GVHD apds o
intestino, o figado e a pele. Este exemplo mostra que defensinas sdo capazes
nao apenas de reequilibrar o sistema imune, mas crucialmente tratar ou evitar
uma tempestade de citocinas de citocinas chave de GVHD IL-4, IL-5, IL-8,
IL-9 e IL-13, que € uma caracteristica da GVHD aguda. De fato, liberacao de

citocinas inflamatdrias ou tempestade de citocinas tem sido implicada como o
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mediador primario da ocorréncia e gravidade de GVHD aguda (Ball & Egeler,
2008).
Exemplo 12.

Sequéncias

SEQ IDNome Sequéncia
INO:
1 hBD1 DHYNCVSSGGQCLYSACPIFTKIQGTCYRGKAKCCK
2 hBD2 GIGDPVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKP
3 hBD3 GIINTLQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK
4 hBD4 ELDRICGYGTARCRKKCRSQEYRIGRCPNTYACCLRK
5 HD5 ATCYCRTGRCATRESLSGVCEISGRLYRLCCR
6 HD6 AFTCHCRRSCYSTEYSYGTCTVMGINHRFCCL
7 hBD2 PVTCLKSGAICHPVFCPRRYKQIGTCGLPGTKCCKKP

truncado

Exemplo 13.

[00241] Para determinar e avaliar a eficicia de tratamento profilético

com hBD-2 oral em um modelo murino de doenca do enxerto contra
hospedeiro aguda ap0s transplante de células-tronco.
Materiais e métodos

[00242] Regime de tratamento: 12 camundongos BALB/c fémeas

foram irradiados com 4,5 Gy (2 x 498 seg.) em intervalos de pelo menos 4
horas no dia 0. Medula 6ssea foi coletada: membros traseiros retirados
assepticamente de 2 camundongos WT C57BL/6, fémeas. O musculo
esquelético foi removido e epifise cortada. Lumen do osso foi lavado com
PBS e as células granuladas e coletadas. Coleta de células T: bacos de 2
camundongos fémeas WT C57BL/6, foram peneiradas através de um filtro de
células de 100 uM em um disco cheio com PBS. As células foram coletadas
em PBS e transferidas para um tubo falcon de 50 mL e centrifugadas. Células
foram coletadas em 1 mL de PBS e 20 uL de microcontas de CD4 + 20 uL de
microcontas de CD8 por baco adicionadas para incubagao por 20 min. a 4°C.
As células foram lavadas com PBS e aplicadas a separacdo MACS a fim de
selecionar positivamente células CD4+ e CD8+. Células T selecionadas
positivamente foram contadas e coletadas. Transplante: imediatamente apés a

segunda irradiacdo, todos os camundongos recipientes WT BALB/c foram

Peticdo 870200062959, de 21/05/2020, pag. 73/141



66 /72

injetados com 5 x 1.000.000 células BM (50 uL) i.v. no plexo venoso retro-
orbital sob anestesia com isoflurano. 15 camundongos BALB/c foram tratados

com 1,2 mg de hBD2/kg BW/dia em 100 uL PBS por dia via sonda oral de

dia 0 a 10.
[00243] 15 camundongos BALB/c receberam 100 puL de veiculo PBS
por dia via sonda oral do dia 0 a 10.
Testes:
[00244] Os camundongos foram pesados diariamente durante os 7 dias

iniciais e a sobrevivéncia foi monitorada por 100 dias.
Resultados

[00245] Todos os 15 camundongos no grupo veiculo tinham morrido
no dia 35 enquanto apenas 4 ou menos do que 30% dos camundongos tratados
com hBD2 tinham morrido no dia 35 e 8 camundongos ainda estavam vivos
no dia 100 p<0,0001 (Figura 47). A pontuacdo histolégica do intestino
delgado, cdlon e figado foi, toda, altamente mais baixa estatisticamente para o
grupo tratado com hBD-2 em comparagcdo com PBS (Figura 48). Os
camundongos tratados com hBD2 perderam estatisticamente menos peso
significativamente nos primeiros 7 dias ap0ds transplante de medula Ossea
sugerindo saude intestinal e integridade intestinal melhoradas (Figura 49). O
tratamento com hBD2 reduziu a infiltracdo com leucdcitos CD45+ (anélise
FACS na Figura 50); infiltracido de células T e células mieloides (Figura 51 a-
¢) em lamina propria do cOlon. O tratamento profilatico com hBD2 também
mostrou reducdes de concentragcdes de TNF-o e IL-6 e concentragio
aumentada de IL-10 (Figura 52 a-c). O tratamento com hBD-2 mostrou
adicionalmente reducao de IL-1p de células mieloides (andlise FACS do bago
na Figura 53 a-c). Andlise FACS do bago também mostrou nimero de
neutréfilos reduzidos (Figura 54 a); producdo de citocina Thl reduzida
especialmente de TNF-a e IFN-y (Figura 54 b-f). Andlise por microarranjos

de amostras do célon mostrou inflamacdo diminuida, migracdo de células de
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leucdcitos e mieloides e remodelagem de tecido no grupo tratado com hBD-2
versus PBS (Figura 55).
Conclusao
[00246] Este exemplo 13 demonstra que tratamento profildtico com
hBD-2 por 10 dias a partir do dia de transplante de células-tronco reduz
mortalidade e aumenta sobrevivéncia a longo prazo dramaticamente.
Exemplo 14.
[00247] Para determinar e avaliar a eficicia de tratamento profilético
com hBD-2 oral versus ciclosporina em um modelo murino de doenca do
enxerto contra hospedeiro aguda apds transplante de células-tronco.
Materiais e métodos

[00248] Regime de tratamento: 20 camundongos BALB/c fémeas

foram irradiados com 4,5 Gy (2 x 498 seg.) a intervalos de pelo menos 4
horas no dia 0. Medula 6ssea foi coletada: membros traseiros retirados
assepticamente de 2 camundongos WT C57BL/6 fémeas. Miusculo
esquelético foi removido e epifise cortada. Lumen do osso lavado com PBS e
células granuladas e coletadas. Coleta de células T: bacos de 2 camundongos
WT C57BL/6, fémeas foram peneirados através de um filtro de células de 100
uM em um disco cheio com PBS. As células foram coletadas em 1 mL PBS e
transferidas para um tubo falcon de 50 mL e centrifugadas. As células foram
coletadas em 1 mL PBS e 20 pL de microcontas de CD4 + 20 uL de
microcontas de CD8 por bago adicionados para incubacdo por 20 min. a 4°C.
As células foram lavadas com PBS e aplicadas a separacio MACS a fim de
selecionar positivamente células CD4+ e CD8+. Células T selecionadas
positivamente foram contadas e absorvidas. Transplante: imediatamente apds
a segunda irradiacdo, todos os camundongos recipientes WT BALB/c foram
injetados com 5 x 1.000.000 células BM (50 uL) i.v. no plexo venoso retro-
orbital sob anestesia com isoflurano. 20 camundongos BALB/c foram tratados

com 1,2 mg de hBD2/kg BW/dia (n=7); 50 mg ciclosporina’kg BW nos dias
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0,3,6e9 (n=7) ou com frasco de 100 uL. PBS por dia via sonda oral (n=6)
do dia 0 a 10.

Testes:
[00249] Os camundongos foram pesados em intervalos regulares
durante o estudo e sobrevivéncia foi monitorada por 90 dias.

Resultados
[00250] Todos os, exceto um, camundongos tratados com PBS
morreram no dia 90, enquanto apenas 1 dos camundongos tratados com hBD-
2 morreu no dia 90 (p = 0,03, Figura 56) e 3 animais dos animais tratados
com ciclosporina morreram (p=0,16, Figura 56). Os camundongos tratados
com hBD2 e ciclosporina perderam estatisticamente menos peso
significativamente apds transplante de medula dssea em comparagdo com o0s
camundongos tratados com PBS sugerindo saude intestinal e integridade
intestinal melhoradas (Figura 57).

Conclusao
[00251] Este exemplo 14 serve para demonstrar que tratamento
profildtico com hBD-2 por 10 dias a partir do dia de transplante de células-
tronco reduz mortalidade pelo menos no mesmo nivel que tratamento anti-
GVHD padrao com ciclosporina.

Exemplo 15.
[00252] Para determinar e avaliar a eficicia de tratamento profildtico
com HDS5 oral em um modelo murino de doencga do enxerto contra hospedeiro
aguda ap06s transplante de células-tronco.

Materiais e métodos

[00253] Regime de tratamento: 22 camundongos BALB/c fémeas

foram irradiados com 4,5 Gy (2 x 498 seg.) a intervalos de pelo menos 4
horas no dia 0. Medula dssea foi coletada: membros traseiros retirados
assepticamente de 2 camundongos WT C57BL/6 fémeas. Miusculo

esquelético foi removido e epifise cortada. Lumen de osso lavado com PBS e
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células granuladas e coletadas. Coleta de células T: bacos de 2 camundongos
WT C57BL/6 fémeas foram peneiradas em um filtro de células de 100 uM em
um disco cheio de PBS. Células foram coletadas em PBS e transferidas para
um tubo falcon de 50 mL e centrifugadas. Células foram coletadas em 1 mL
de PBS e 20 pL de microcontas de CD4 + 20 uL de microcontas de CD8 por
baco adicionados para incubagdo por 20 min. a 4°C. Células foram lavadas
com PBS e aplicadas para separacio MACS a fim de selecionar positivamente
células CD4+ e CD8+. Células T selecionadas positivamente foram contadas
e coletadas. Transplante: imediatamente apds a segunda irradiacdo, todos os
camundongos recipientes WT BALB/c foram injetados com 5 x 1.000.000 de
células BM (50 pL) i.v. no plexo venoso retro-orbital sob anestesia de
isoflurano. 22 camundongos BALB/c foram tratados com 1,2 mg HDS5/kg
BWr/dia; 1,2 mg hBD-2/kg BW/dia ou com frasco de 100 uLL. PBS por dia via

sonda oral do dia 0 a 10.

Testes:
[00254] Sobrevivéncia foi monitorada por 60 dias.
Resultados
[00255] Seis dos oito camundongos tratados com PBS morreram no dia

60, enquanto 2 dos 8 animais tratados com HDS morreram (p=0,06, Figura
58) e nenhum dos animais tratados com hBD-2 morreu no dia 60 (p=0,008,
Figura 58).

Conclusao
[00256] Este exemplo 15 serve para demonstrar que tratamento
profildtico por 10 dias a partir do dia de transplante de célula-tronco ou com
HDS5 ou hBD-2 reduz a mortalidade dramaticamente.

Exemplo 16.

Efeito antimicrobiano de defensinas administradas oralmente
(HDS e hBD-2).

Método:
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Imunocoloracdo de mucinas e localizacdo de bactérias por
FISH
[00257] Imunocoloracido de muco foi pareada com hibridizacdo
fluorescente in situ (FISH), como previamente descrito a fim de analisar a
localizacdo de bactérias na superficie da mucosa intestinal. Resumidamente,
tecidos colonicos (cOlon proximal, 2 cm do ceco) sem material fecal foram
colocados em solucdo fixadora de metanol-Carnoy (60% metanol, 30%
cloroférmio, 10% 4acido acético glacial) por um minimo de 3 horas a
temperatura ambiente. Tecidos foram entio lavados em metanol 2 x 30 min,
etanol 2 x 15 min, etanol/xileno (1:1), 15 min. e xileno 2 x 15 min, seguido
por embebimento em parafina com uma orientacdo vertical. Secoes de 5 pm
foram obtidas e a cera removida por pré-aquecimeto a 60°C por 10 min.,
seguido por xileno a 60°C por 10 min., xileno por 10 min. e etanol a 99,5%
durante 10 minutos. Etapa de hibridizagdo foi realizada a 50°C durante a noite
com sonda EUB338 (5’-GCTGCCTCCCGTAGGAGT-3’, com um marcador
5' usando Alexa 647) diluido a uma concentracdo final de 10 pg/mL em
tampao de hibridizacdo (20 mM Tris—HCI, pH 7.4, 0,9 M NaCl, SDS a 0,1%,
formamida a 20%). Ap6s lavagem de 10 min. em tampao de lavagem (20 mM
Tris—HCI, pH 7.4, 0,9 M NaCl) e 3 x 10 min. em PBS, caneta PAP (Sigma-
Aldrich) foi usada para marcar em torno da secao e solu¢cdo de bloqueio (soro
bovino fetal a 5% em PBS) foi adicionada por 30 min. a 4°C. Anticorpo
primario mucina-2 (coelho H-300, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX,
USA) foi diluido 1:1500 em solugdo de bloqueio e aplicado durante a noite a
4°C. Apo6s lavagem 3 x 10 min. em PBS, solucdo de bloqueio contendo
anticorpo anti-coelho secundério Alexa 488 diluido 1:1500, isotiocianato de
faloidina-tetrametil rodamina B (Sigma-Aldrich) a 1pg/mL e Hoechst 33258
(Sigma- Aldrich) a 10 pg/mL foi aplicada na se¢do por 2h. Apos lavagem 3 x
10 min. em PBS, laminas foram montadas usando meio de montagem anti-

esmaecimento (Life Technologies, Carlsbad, CA, USA). Observagdes foram
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realizadas com um microscépio confocal Zeiss LSM 700 com software Zen
2011 versao 7.1. Este software foi usado para determinar a distancia entre
bactérias e monocamadas de células epiteliais, assim como a espessura do
muco.

Resultados:
[00258] Uma diferenca altamente significativa estatisticamente na zona
de lise entre a parede intestinal e a populacdo bacteriana foi observada. A
distancia foi pequena para camundongos alimentados tanto com uma dieta
com baixo teor de gordura, assim como uma dieta ocidental, enquanto HDS e,
em particular, hBD-2 tiveram um efeito profundo na distancia (Figura 59).

Conclusao
[00259] Este experimento demonstra que HDS e hBD-2 humanas
administradas oralmente em um camundongo exerce seu efeito modulador da
microbiota na superficie epitelial do camundongo como se fossem produzidas
pelas células epiteliais do proprio camundongo e ndo primariamente no limen
do intestino, como se poderia esperar apds administragcdo oral.
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REIVINDICACOES

1. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso na prevencao
ou no tratamento de doenca do enxerto contra hospedeiro (GVHD) aguda em
um paciente que recebeu ou esta prestes a receber um transplante de células-

tronco hematopoiéticas alogénicas, caracterizada pelo fato de que a -

defensina e/ou a-defensina humana € administrada por administracdo oral,
bucal, sublingual, retal, vaginal, intratraqueal, intrapulmonar, intranasal ou
dérmica..

2. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo
com a reivindicacdo 1, caracterizada pelo fato de que a B-defensina e/ou a a-
defensina humana € selecionada dentre SEQ ID NO: 2, SEQ ID NO: 5, SEQ
ID NO: 1, SEQ ID NO: 3, SEQ ID NO: 4, SEQ ID NO: 6,e SEQID NO: 7 ¢

variantes de sequéncia diferindo a partir de SEQ ID NO em menos do que 5,
tal como menos que 4, por exemplo, menos que 3, tal como menos que 2
amino4cidos.

3. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com qualquer uma das reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de

que dita B-defensina e/ou a-defensina humana € selecionada dentre um grupo
consistindo em hBD2 (SEQ ID NO: 2), HDS5 (SEQ ID NO: 5), HD6 (SEQ ID
NO: 6), hBD1 (SEQ ID NO: 1), hBD2 truncado (SEQ ID NO: 7), hBD3 (SEQ
ID NO: 3) e hBD4 (SEQ ID NO: 4).

4. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo
com a reivindicacdo 3, caracterizada pelo fato de que dita B-defensina e/ou o-

defensina humana € hBD2, hBD?2 truncada, ou HDS.

5. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com qualquer uma das reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de

que mais do que uma B-defensina e/ou a-defensina humana, tal como duas -
defensina e/ou o-defensinas humanas, tal como trés P-defensina e/ou o-

defensinas humanas, tal como quatro B-defensina e/ou a-defensinas humanas,
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tal como cinco B-defensina e/ou a-defensinas humanas sdo administradas.
6. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com a reivindicagdo 5, caracterizada pelo fato de que ditas duas B-defensina

e/ou a-defensinas humanas sdo hBD2 e HDS.
7. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com qualquer uma das reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de

que administragao de dita B-defensina e/ou a-defensina humana ao paciente é
iniciada no dia de transplante de células-tronco hematopoiéticas alogénicas.
8. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com qualquer uma das reivindicacdes 1 a 6, caracterizada pelo fato de que

administracdo de dita B-defensina e/ou a-defensina humana ao paciente é
iniciada quando sintomas de GVHD aparecem apods o transplante de células-
tronco hematopoiéticas alogénicas.

9. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com a reivindicagdo 7 ou 8, caracterizada pelo fato de que administracao de -

defensina e/ou a-defensina humana é continuada até o paciente estar livre de
sintomas causados pelo transplante de células-tronco hematopoiéticas
alogénicas, tal como durante pelo menos uma semana, por exemplo, pelo
menos duas semanas, tal como pelo menos 3 semanas, por exemplo, pelo
menos 4 semanas, tal como pelo menos 2 meses, por exemplo, pelo menos 3
meses, pelo menos 4 meses, pelo menos 6 meses.

10. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com qualquer uma das reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de

que dita B-defensina e/ou o-defensina humana compreende adicionalmente
pelo menos uma por¢do adicional selecionada dentre um grupo consistindo
em um peptideo de penetracdao celular (CPP), uma porcdo de ligacdo a
albumina (ABM), uma por¢do detectavel (Z), e um peptideo de extensdo de
meia-vida.

11. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo
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com a reivindicagcdo 10, caracterizada pelo fato de que a porcao adicional é

um peptideo de extensdo de meia-vida.
12. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com a reivindicacdo 11, caracterizada pelo fato de que o peptideo de extensao

de meia-vida € selecionado dentre um grupo consistindo em uma molécula
capaz de ligacdo a um receptor de Fc neonatal (FcRn), transferrina, albumina
(HAS), XTEN® ou PEG, um polimero de homo-aminodcido (HAP), um
polimero prolina-alanina-serina (PAS), ou um peptideo semelhante a elastina
(ELP), 4cido hialurébnico, um peptideo altamente sialilado negativamente
carregado, tal como o peptideo carboxi-terminal (CTP) de cadeia [ de
gonadotropina coridnica (CG), IgG humana, e CH3(CH2)nCO- em que n € 8
a?22.

13. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com qualquer uma das reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de

que a B-defensina e/ou a a-defensina humana ¢é administrada em combinagdo
com prebidticos, probidticos, triptofano, dcidos graxos de cadeia curta,
glucocorticoides, ciclosporina, anti TNF-0, integrinas, antibi6ticos,
imunossupressores, transplante fecal, irradiacdo ou uma combinacdo dos
mesmos.

14. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com qualquer uma das reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de

que a dosagem didria é entre 0,1 e 10 mg defensina/kg, tal como entre 0,5 e 5
mg defensina/kg, tal como entre 1 e 2 mg defensina/kg, tal como 1,2 mg
defensina/kg por dia.

15. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com qualquer uma das reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de

que dita B-defensina e/ou a-defensina humana é administrada pelo menos uma
vez por dia, tal como pelo menos duas vezes por dia, tal como pelo menos trés

vezes por dia, tal como pelo menos quatro vezes por dia, tal como cinco vezes
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por dia ou continuamente
16. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com qualquer uma das reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de

que dita administracd@o € oral, intrapulmonar ou dérmica.

17. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com qualquer uma das reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de

que dita administragdo intrapulmonar, intratraqueal ou intranasal € por um
inalador, nebulizador ou vaporizador.
18. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com qualquer uma das reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de

que a administracdo € oral.
19. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com qualquer uma das reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de

que o paciente tem um ou mais sintomas selecionados dentre: severa
inflamagdo intestinal e do figado (por exemplo, distinguida por dor
abdominal, ndusea, vOmito e ictericia) e perda da defesa mucosal, tempestade
de citocinas, perda de peso, sepse, erup¢do cutanea, comichdo e vermelhidao.
20. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com a reivindicacdo 19, caracterizada pelo fato de que um ou mais de ditos

sintomas sdo melhorados apds tratamento.
21. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com qualquer uma das reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de

que o tratamento diminui mortalidade e aumenta a sobrevivéncia a longo
prazo.
22. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com qualquer uma das reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de

que o tratamento reequilibra o sistema imune e previne ou trata a tempestade

de citocinas através da normalizacdo da produgio de citocinas no tecido.
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23. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com qualquer uma das reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de

que a permeabilidade intestinal e sepse sdo tratadas através da normalizacdo
da defesa mucosal ou atividade de mieloperoxidase nos intestinos.
24. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com qualquer uma das reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de

que complicacgdes respiratdrias, capacidade pulmonar, inflamagcdo pulmonar e
sepse sdo tratadas.
25. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com qualquer uma das reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de

que inflamagdo pulmonar histologica, inflamacdo peribronquial e
perivascular, assim como migracdo de células inflamatérias em fluido de
lavagem broncoalveolar sao reduzidas.

26. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com qualquer uma das reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de

que inflamacdo e fibrose dos pulmdes e pele, tal como bronquiolite obliterante
e escleroderma, sao tratadas ou evitadas.
27. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com qualquer uma das reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de

que a riqueza de genes, o nimero de filos, a presenca bacteriana, a abundancia
bacteriana e/ou a producdo de acido graxo de cadeia curta, e/ou producdo de
butiratos sdo aumentados e/ou em que a producdo de acetato a partir da
microbiota do intestino ou pulmao de dito paciente € diminuida.

28. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com qualquer uma das reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de

que uma microbiota normal no intestino ou pulméo ou pele de dito paciente €
amadurecida, mantida ou estabilizada.
29. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com qualquer uma das reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de
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que a abundancia de Allobaculum, Alloprevotella, Akkermansia, Barnesiella,
Bifidobacteriaceae, Faecalibacterium, Lachnospira, Rothia e Veillonella no
intestino ou pulmado de dito paciente € aumentada.

30. B-defensina e/ou a-defensina humana para uso de acordo

com qualquer uma das reivindicacdes anteriores, caracterizada pelo fato de

que a ingestao de alimentos e ganho de peso no dito paciente sdo aumentados.
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Tratamento diario com hBD2

Administracdo diaria de DSS 2% pela agua potavel

Dias 1 a 8 10
e e e
| Anticorpo anti-TNF Sacrificio e célon removido para histologia
Fig. 1

Tratamento diario com hBD2 (0.1 mg/kg SC)

Administracdo diaria de DSS 2% pela agua potavel

= . ———
g Anticorpo anti-TNF E Sacrificio e célon removido
para histologia

Fig. 2
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“ Sensibilizagéo !De/safio | D-Tra:im?rgo ia Medicbes e
g N d:r;,c, i.n ca.mun ongo 1as 11, e amostragem 48 h
g (dia 0) Dia 14 apos desafio (dia 16)
100 pL de CFA
1 12 dissolvidoem oy 4o colueho salina o
solucao salina , e AHR (resisténcia e
adesao;
Buxco) N=6/grupo
2 12 Veiculo /7. ok BAFL (contagené
de celulas totais
e diferenciais)
100 ug ; ‘
3 12 HDM/0.2 mL Veiculo p.o. N=12/grupo
de solucao salina + ' .
CFA/ camundongo - 25,9 HDM/50uL e Puimoes (congelados
' o - - para concentracao de
de solucao salina hbD2 /1. citocinas)
4 12 1.2 mg/kg/dia ‘
(0.4 mg/kg TID) N=12/grupo
hbD2 p.o.
5 12 1.2 mg/kg/dia
(0.4 mg/kg TID)
Fig. 4
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Sensibilizagéo Desafio Tratamento
s.C. i.n/camundongo .
¢ Dia 14
(dia 0) Dia 14

Regime de dosagem
e via a ser combinada

Medicoes e
amostragem

48 h apos
desafio (dia 16)

100 pl de CFA
~emsolucao salina 50 pL de solugéo salina .

Veiculo
199 19 hbD2 p.o.
HDM/0.2 mL
259 HDM/50uL 1.2 mg/kg/dia

de solucao salina + d UGS i
CEA/ camund e solucao salina
e 9 (0.4 mg/kg TID)

hbD2 i.n.
1.2 mg/kg/dia

(0.4 mg/kg TID)
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GIINTLQKYYCRVRGGRCAVLSCLPKEEQIGKCSTRGRKCCRRKK
————— ELDRICGYGTARCR-KKCRSQEYRIGRCPN-TYACCLRK-
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koo kK * .k kK . K ek oKk
——————— AFTCH-----CR-RSCYSTEYSYGTCTVMGINHRFCCL---
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————— ELDRICGYGTARCR-KKCRSQEYRIGRCPN-T---YACCLRK-

* * * * ok * ok

Peticéo 870200062959, de 21/05/2020, pag. 90/141



6/44

Descricéo Pontuagéo
Mudanga em peso corporal:
<1% 0
1-5% 1
>5-10% 2
>10-15% 3
>15% 4
Sangramento retal:
Negativo 0
Positivo 4
Consisténcia das fezes:
Normal 0
Fezes soltas 2
Diarréia 4
Fig. 7
Descricao Pontuagéo
Nao foram observadas mudangas 0
Infiltrados de células inflamatérias mucosais, espalhadas, minimas, com ou sem
hiperplasia epitelial minima. I

Infiltrados de células inflamatérias espalhadas leves a difusas, as vezes se estendendo
na submucosa e associadas a erosdes, com hiperplasia epitelial minima a leve e
deplecé@o de mucina minima a leve de células goblet.

3

Infiltrados de células inflamatérias leves a moderados que eram as vezes transmurais,
com frequéncia associados a ulceracao, hiperplasia epitelial moderada e deplecao de
mucina.

(A3 ]

Infiltrados de células inflamatérias marcados que eram com frequéncia transmurais 4
e associados a ulceracao, hiperplasia epitelial moderada e deplegao de mucina.

Inflamagéao transmural marcada com severa ulceragéo e perda de glandulas intestinais. 5

Fig. 8
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Pontuacgéo de Histologia de Colon Distal

Fig. 9

-26
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MUDANCA DE PESO CORPORAL (%)

Fig. 10
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Tempo (Dias)
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Pontuagao Histolégica

Fig. 12
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Pontuagéo

Grupo A Grupo B Grupo C Grupo D Grupo E Grupo F Grupo G
Grupos de tratamento

Fig. 13

1001

Comprimento do célon (mm)

1.2 mg/kg PO 0.3 mg/kg SC

hBD2

DSS

Fig. 14
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4-
g NEG
wiim 1SS
e CSA
31 == hBD2 0.6 mg/kg BID (p.o.)
=g= hBD2 0.4 mg/kg TID (p.o.)
4]
g heD2 0.15 mg/kg BID (s.c.)
= == hBD2 0.1 mg/kg TID (s.c.)
2
5]
=}
<
o
o
1-
0% = = - ,
0 2
Dias
Fig. 15
@z Veiculo de controle (PBS) uma vez por dia s.c.
B Anti-TNF-z (300 ug/camundongo i.p. 3 vezes)
EEEA Dexametasona (1 mg/kg) uma vez por dia i.p.
[ hBD2 {0.1mg/kag) Duas vezes por dia s.c.
| {0.1mg/kg) Uma vez por dia s.c.
| {1.2mg/kg} Umavez por diai.v. emdias 8,10 e 13
EE DSS - Sem tratamento 14+7 dias
B -

Pontuagdo de Histologia de Célon Distal
e

Fig. 16
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3,50 4| —¢— nBD2 0,1 —=—! nBD2 1

—&— hBD2 3  —s¢— Veiculo
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RESUMO

B-DEFENSINA E/OU A-DEFENSINA HUMANA PARA USO NA
PREVENCAO OU NO TRATAMENTO DE DOENCA DO ENXERTO
CONTRA HOSPEDEIRO AGUDA

A presente invengao refere-se a métodos para tratamento e/ou
prevencdo de doenca do enxerto contra hospedeiro (GVHD) aguda, assim
como cronica, e, em particular, a métodos para diminuir mortalidade e
aumentar especialmente a sobrevivéncia a longo prazo; complicacdes agudas
associadas com GVHD tal como diarreia, perda de peso e sepse com base em
normalizacdo de microbiota de intestino, figado, pulmio e pele e defesa
mucosal; reequilibrio do sistema imune com normalizacdo de producdo de
citocinas de IFN-y, TNF-a, 11-4, IL-5, IL-6, IL-8, 1L-9, IL-10 e IL-13 e
prevencgdo e/ou tratamento de tempestade de citocinas; complicagdes cronicas
associadas com GVHD, tal como bronquiolite obliterante e escleroderma, o
método compreendendo administracdo oral, subcutanea, intrapulmonar e/ou
dérmica/transdérmica de uma ou mais defensinas de mamiferos selecionadas
dentre o grupo de o- e P-defensinas em um paciente que recebeu ou estd
prestes a receber um transplante de células-tronco hematopoiéticas

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

Cédigo de Controle

Campo 1

9 7B 4 7BE1527551AE

Campo 2

0B783BC1C57 467 14

Outras Informacées:

- Nome do Arquivo: 58487632.txt
- Data de Geracgéo do Cdédigo: 21/12/2020
- Hora de Geracéo do Cdédigo: 14:44:31
- Cédigo de Controle:
- Campo 1: 97B47BE1527551AE
- Campo 2: 0B783BC1C5746714
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