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"PROCESSO PARA A PREPARACAO DE PROTEINAS ANTI-
MICROBIANAS E DE COMPOSIGUES FARMACEUTICAS QUE
A8 CcONTEM"

A presente invenc¥o efectuou-se com o apoio do Governo sob os nfime-
ros de concess¥o CA 22090 e CA 43610 do "National Cancer Institute" e sob
os némeros de concess¥o AI 07012 e AT 20516 do "U.S. Public Health Service",
C Governo dos Estados Unidos da Mmérica possui alguns direitos nesta inven-
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Antecedentes da InvencH¥o

Nesta meméria descritiva referem-se diversas publicag¢Bes por ntimeros
Arabes entre parenteses. As indicag®es completas sobre estas refer®ncias
podem encontrar-se no fim da meméria descritiva imediatamente antes das
reivindicacBes. A apresentac¥o das refer®ncias a estas publicagBes na sua
globalidade incorpora-se nesta meméria descritiva no sentido de descrever
mais compktamente o estado da téecnica ac qual pertence a presente invengdo.

Os granulécitos s¥o os componentes funéamentais de pelo menos dois
sistemas de defesa do hospedeiro contra as infecg¥es microbianas opor tunis-
ticas. Num destes sistemas, os leuchcitos poli-morfonucleares (PMNs) produ~
zem intermedidrios que reagem com o oxigénio, os quais destroem directa ou

indirectamente os microrganismos invasores.( outro sistema depende de mecanismos
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que s%o independentes das manifestacBes respiratérias (1-3). H& muito tempo

que as protefnas derivadas de neutrofilos s¥o consideradas como componentes

implicitos desta via microbiana independente das manifestag®es respiraté~

rias (4-6). Fez-se j& a sequenciag¥o de um grupo de baixo pesoc molecular

(menor do que 4kD) de péptidos antibibticos de neutrdfilos humanos, desi-

gnados por defensinas, e demonstrou-se que estdo imuno-histoquimicamente

localizados nos granulos de azurdfilo (7). Estes péptidos demonstram in

vitro efeitos anti-bacterianocs, anti-féingicos e anti-virais, os quais est¥o

altamente dependentes de muitos factores, incluindo o pH, a pottncia ibnica,

e a concentrac¥o do c4lcio e do magnésio. Além disso, o modo de acg¥o destes

péptidos e a sua contribuig¥o actual para a actividade anti-microbiana in

vivo, constituem uma matéria em debate.

Sumirio da Invencdo

A presente inveng¥o proporciona uma composi¢H¥o de material dtil como
agente anti-microbianc. Esta composig¥o de material & constitufda por pelo
menos dois polipéptidos seleccionados entre o grupo cons titufdo pelos poli-
péptidos de leucdcitos poli—morfonucleares humanos possuindo pesos molecula-
res aparentes de 3 500 daltons, 13000 daltons, 18000 daltons, 29 000 daltons
e 54 000 daltons aproximadamente. Esta composig¢¥o de material possui activida
de anti-microbiana independente da fung¥o respiratéria, contra bactérias e
fungos para valores do pH compreendidos entre cerca de 5,0 e 8,0 aproximada-
mente e para concentragBes dos iSes cllcio até cerca de 10 mM, actividade
bactericida para concentragfes do cloreto de s8dio até cerca de 0,3 M, e ac~

tividade fungicida para concentrag®es do cloreto de sédio até cerca de 0,15 M.
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A presente invenc¥o também proporciona um método para a preparag¥o de
uma composicBo de material dtil como agente anti-microbiano. Este método
consiste essencialmente em separar os leucbcitos poli-morfonucleares do san-
gue de modo a obter-se uma preparac¥o rica em leucbdcitos poli-morfonucleares,
Faz-ce uma suspens¥o da preparag¥o rica em leucbdcitos poli-morfonucleares
num tamp¥o adequado, trata-se a suspens¥o resultante com um inibidor de pro-
tease adequado, e tratam-se as células em sugpenso sob condig®es proporcio-
nadas pela lisina de modo a obter-se uma suspensZo de leuclcitos lisadose
Trata-se a suspensHo de leucbcitos lisados com um agente quelante e depois
centrifuga-se a suspens¥o tratada de modo a obter-se uma fase de nﬁcleos/cé—
lulas n%o desagregadas e um sobrenadante pds-nuclear. Recolhe-se o sobrenadan
te pés-nuclear, fracciona-se em gradiente de densidade e recolhe-se a fracc¥o
que contém os grénulos azurdfiles e faz-se uma suspensZo num tampdo que pos=—
sua um pH préximo de 7,0, Trata-se a suspens¥o resultante de grénulos azuréfi
los com um reagente que possua um pH inferior a 8,0 aproximadamente e suscep-
tfvel de solubilizar as protefnas da membrana dos azurbfilos. A suspensao'tqg
tada separa-se numa fase sflida e num sobrenadante e depois recolhe-se o so-
brenadante, obtendo-se assim a composi¢¥o de material fitil como agente anti-
-microbianc.

A presente invenco também proporciona um polipéptido purificado que

& constitufdo por um polipéptido de leucbdcitos poli-morfonucleares humanos
possuindo um peso molecular estimado de 24 823 daltons e a sequtncia de
aminodcidos apresentada na Figura 20, ou um fragmento que daf derive.

A presente inveng¥o também proporciona outro polipéptido purificado
A4til como agente anti-microbianc. Este polipéptido & cons titufdo por um Poli
péptido de leucbcitos poli-morfonucleares humanos possuindo um peso molecu-

lar aparente de aproximadamente 18 000 daltons.
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Alénm disso, ainda proporciona um polipéptido purificado @itil como
agente anti-microbiano constitufdo por um polipéptido de leucdcitos poli-
-morfonucleares humanos possuindo um peso molecular aparente &e aproxima=
damente 54 000 daltons. O polipéptido também possui actividade anti-bac-
teriana independente das manifestag®es respiratérias para valores de pH
compreendidos entre 5,0 e 8,0 aproximadamente, para concentragdes dos
iBes chlcio até cerca de 10mM, e para concentragBes de cloreto de sédio

até cerca de 0,3 M.

Proporciona também um polipéptido purificado fitil como agente an-
ti-microbtano constitufdo por um polipéptido de leucbcitos poli-morfonuclea
res humanos possuindo um peso molecular aparente de aproximadamente 29 000
daltons, actividade anti-microbiana independente das manifestag®es respira-
térias, contra as bactérias e contra os fungos para valores de pH compreen=-
didos entre 5,0 e 8,0 aproximadamente e para concentracBes dos i%es de cél-
cio até cerca de 10 mM, actividade bactericida para concentracgdes de clore=-
to de sbdio até cerca de 0,3 M, e actividade fungicida para concentragdes
de cloreto de s8dio até cerca de 0,15 M.

A presente invencHo também proporciona um polipéptido purificado
étil como agente anti-microbianc. Este polipéptido & constitufdo por um
polipéptido de leucbdcitos poli-morfonucleares humanos possuindo um peso
molecular aparente de aproximadamente 25 000 daltons. C polipéptido possui
actividade anti-microbiana independente das manifestag®es respiratérias,
contra as bactérias e contra os fungos para valores de pH compreendidos
entre 5,0 e 8,0 aproximadamente e para concentrac®es dos i%es cllcio até
cerca de 10mM, actividade bactericida para concentrag®es do cloreto de sé-
dio até cerca de 0,3 M e actividade fungicida para concentracg®es de clore=-

to de s8dio até cerca de 0,15 M.
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Breve Descric¥o das Figuras

Figura 1. Dis tribuicBo Sub-Celular de Actividade

Bactericida nos Neutrbfilos Humanos

(a) DistribuicBo de marcadores para os grénulos azuréfilos (mielopero-
xidase), grénulos especfficos (vitamina B12 ligada a protefna), e membrana de

plasma (fosfato alcalino).

(B) Perfil de actividade bactericida., Extraiu-se cada fracg¥o com 0,05 M
de glicina/HCl, pH 2,0, centrifugou-se a 10 000 x g durante 20 minutos e
incubou-se o sobrenadante com E. coli ¥12, para uma concentrac¥o de protel
na de > microgramas/hililitro. Apresenta-se aqui a percentagem de bacté-
rias mortas decorridos 30 minutos de incubagdo a 37°C. A insercgdo gré&fiw
ca (C) apresenta a quantidade de protefna de azuréfiloes purificados ()

e de grénulos especificos purificados (A) necessirias para produzir uma

redugdo de 50% nas unidades de formag¥o de coldnias bacterianas (LDSO)'

Figura 2, Perfil de Actividade Pungicida e Bactericida em

Gradiente "Percoll" de Sobrenadante Pés-Nuclear

de C&lulas HL60

(==)= turvag¥o (0D450);

Barras a cheio = perfil de actividade bactericida;

Barras tracejadas = perfil de actividade fungicida.



Figura 3. Associac¥o B Membrana de um Factor Bactericida Derivado

de Azurdfilos (ADBF)

Fez-se a lis¥%o de grénulos azuréfilos isolados em tampdo de reduc¥o

(pH 7,3, ver "Materials and Methods") por tratamento de congelagaq/des-
congelagao/éonicagﬁo e centrifugac%o. Extraiu-se a pH 2,0 o sobrenadan-

te (M), o material aglomerado (@) e os grénulos totais (A), e testou-se a sua

actividade bactericida.

Figura 4. Bfeito do pH sobre a Extracg¥o de um Factor Bactericida

a Partir de Membranas de Granulos Azurbdfilos

Fez-se a adic¥o de aliquotas de membranas de azurbfilos a diversos siste-
mas tamp¥o (0,05 M): glicina, pH 2,0-3,0; citrato, pH 4,0-6,0; fosfato,

pH 7,0. Apbs incubagZo a 25%¢ dqurante 40 minutos fez-se a centrifugacXo
das suspens®Pes a 10 000 x g durante 20 minutos e ensaiou-se a actividade
bactericida e o teor em proteinas dos sobrenadantes, As unidades de ani-
quilag¥o, UeA. (Xiling Units, X.U.) correspondem ao inverso do némero de
microgramas/mililitro de protefna necessiria para matar 105 bactérias em
30 minutos a 37°C. Em qualquer dos casos,o ensaio bactericida efectuou-se

em tamp¥o citrato 0,05 M, pH 5,5,

Figura 5. Actividade Bactericida de Extracto de Granulos Azurbfilos

em ConcentracBes Crescentes de Bactérias.

Preparou~se o extracto de gr@nulos conforme descrito em "Materials and
Methods". A cada concentrac®o bacteriana testada adicionou-se 30 micro-

gramas/mililitro (0), 3 microgramas/mililitro (4), 0,3 microgranas/mi-



lilitro (M), ou 0,03 microgramas/mililitro () do extracto de azuréfilos.

Figura 6. Cinética da Actividade Bactericida de Um Factor Bacteri-

cida derivado de Azur6filos ( ADBF)

2 CFU/ml) com 1,4 micro-

Pez-se a incubac¥o de células E. coli X12 (2 x 10
gramas/mililitro () ou 0,7 microgramas/mililitro (A) de extracto de grénu-
los azurdfilos em tampXo de citrato 0,05 M, pH 5,5, e apenas com tampdo

citrato (H).

Figura 7. Efeito do pH na Actividade Bactericida de um Factor

Bactericida derivado de Azurdfilos

2 CFU/mililitro) durante

Fez-se a incubac¥o de células E. coli ¥X12 (2,5 x 10
30 minutos a 37°C com 2,8 microgramas/mililitro (@) ou 0,7 microgramas/ml
(A) de extracto de gr®nulos azuréfilos em tamp¥o de citrato a pi 5 e 5,5

e em tamp¥o de fosfato de sddio ou fosfato de sbédio/citrato para pH entre

6’0 e 8’00

Figura 8. Efeito do pH sobre a Actividade Bactericida de um Factor

Bactericida derivado das Células HL60

Fez—se a incubac%o de células E. coli K12 (2 x 10° CFU/ml) durante 30 minu-
tos a 37°C com 1,25 microgramas/ml (@) ou 0,625 microgramas/ml (M) de
extracto de grinulos bruto de HL60 em 50mM de tamp¥o de citrato, pH 3,

5,5, € 6, € em 50 mM de tris-HCl, pH 7 e 8.
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Figura 9. Efeito dos ITes Ca2 sobre a Actividade Bactericida

de um Factor Bactericida derivado de Azurbfilos

Fez-se a incubac¥o de células E. coli ¥12 (2,5 x 10° CFU/ml) durante 30
minutos a 37°C com 2,8 microgramas/ml de extracto de gr®nulos azurbfilos
em tamp¥o de citrato 0,05 M, pH 5,5, acrescentado com CaCl, conforme se in

dica.

+
Figura 10, Efeito dos IBes Caz sobre a Actividade Bactericida

de um Factor Bactericida derivado das células HL60

2 CFU/ml) durante 30 mi-

Fez-se a incubacto de células E. coli X12 (2 x 10
nutos a 37°C com 1,25 microgramas/hl de extracto de grAnulos bruto de HL60

em tamp¥o de citrato 0,5 M, pH 5,5, acrescentado com CaClz.

Figura 11, Efeito da Concentrag¥o de Cloreto de S8dio sobre a

Actividade Bactericida de um Factor Bactericida

derivado de Azuréfilos

2 CFU/ml) durante 30 mi-

Fez-se a incubac¥o de «&lulas E. coli X12 (2,5 x 10
nutos a 37°C com 2,8 microgramas/ml (@) ou 1,4 microgramas/ml (4) de extrac
to de grfnulos azuréfilos em tamp¥o de citrato 0,05 M, pH 5,5, acrescentado

com NaCl conforme indicado. A seta indica a concentrag¥o de plasma em NaCl.
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Figura 12, Mediu-se a Actividade Fungicida de ADBF em Diversos

Momentos e para Diversas Concentracdes

(w) 1,6 microgramas de ADBF/ml
(A) = 3,2 microgramas de ADBF/ml
(D) = 8 microgramas de ADBF/ml
(0) = 16 microgramas de ADBF/ml

(o)

i

elemento de controlo

Figura 13. Cromatografia Lfquida de Elevada Resoluc¥o de

Fase Inversa do ADBF

Efectuou~se a cromatografia 1lfquida de elevada resolug¥o de fase inversa
conforme descrito em "Materials and Methods". Fezwse o controlo da coluna

a 214 nm (0,5 AUFS) e recolheram-se fracg®es de 1 ml. Para o ensaio, secaram
-se 100 microlitros de cada fracg®o num aparelho "Savant Speed—Vac°", fez-se
nova suspens@o em 100 microlitros de &cido acdtico a 0,1 %, secou~se nova-
mente e voltou a fazer-se uma suspens¥o em 160 microlitros de citrato 0,05 M,
pH 5,5, Adicionou-se 40 microlitros de células E., coli X12 para proporcio-
nar uma concentrac¥o final de 2 x 105 CFU/ml e fez-se a incubac¥o a 37°¢
durante 30 minutos. As freas tracejadas indicam as regiBes de 100 % de ani-
quilag¥o. O Painel A representa ADBF bruto; o Painel B representa ADBF pu-
rificado em TSX (pico a 50-60 XD);e o Painel C representa ADBF purificado

em TSX (pico a 10-20 XD).
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Figura 14. An&lise de Sequ®ncia N-terminal de Protefnas derivadas

de Azur8filos purificadas por Cromatografh Liquida de

Elevada Resolucdo de Fase Inversa (Designac%o por uma

Letra)

Apresenta~se os dados de sequbncia cumulativos (de diversas an&lises)
correspondentes aos principais picos de fase inversa apresentados na

Figura 13.

Pico 1 = defensina; Pico 4 = catepsina G;

Pico 5a = lisozima; e Pico 8 = elastase.

Figura 15, Cromatografia de Exclus@o de ADBF

Fez-se a experi®ncia com 1 mg de ADBF numa coluna de exclus¥o de TSX con-

forme aqui descrito.

(@) = perfil de actividade bactericida

(A) = perfil de actividade fungicida

(=) = perfil de UV.

Figura 16. Ensaio SDS-PAGE de ADBF e de Fracc®es obtidas por

Cromatografia de BExclus¥o TSX

Recolheu~se o ADBF e diversas fracg®es de ADBF do cromatograma apresentado

na Figura 15 e ensaiaram-se sob condig®es de reduc¥o em gel de 15% de
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SDS/poliacrilamida. Bandas 1 e 10 = marcadores de baixo peso molecular;
banda 2 = fraccBo 58; banda 3 = fracg¥o 41; banda 4 = fracgdo 34; banda
5 = fracc¥o 33; banda 6 = fracg¥o 32; banda 7 = fracg¥o 31; banda 8 =

fraccto 30; e banda 9 = ADBF antes da cromatografia de exclus@o.

Figura 17. Fnsaio SDS~-PAGE do Pico 9 de RPHPLC em TSX

Introduziu-se a fraccfo do Pico 9 proveniente da RPHPLC (Figura 13) em

gel de reducto de 10% de SDS/poliacrilamida.

1 e 3 = marcadores de pesos moleculares;
2 = Pico 9
Figura 18. Ensaio SDS~-PAGE do Pico 5b de RPHPLC em TSX

Analisaram-se fraccBes consecutivas de RPHPLC correspondentes a tempos de

eluic¥o entre 45-65 minutos, em gel de 12% de SDS/poliacrilamida.

A banda 8 contem o Pico 5b (da Figura 13C) e a banda 11 contem o material

inicial, o qual era constitufdo pela fracg¥o 42 de Pico de TSK.

Figura 19. RPHPLC de Factor Bactericida (BF) derivado das

Células HL60 Purificadas em TSK

Figura 20. Sequincias de protefna de DNA de Polipéptidos de ADBF

de 25 000 daltons/13 000 daltons
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Figura 21, Cromatografia de Exclus¥o de ADBF em Concentrac@o

elevada de sal

Analisou-se o ADBF por cromatografia de exclusFo em TSX em 50 mM de

glicina, pH 2, 500 mM de NaCl.

(0) = perfil de actividade bactericida
(M) = perfil de actividade fungicida
(=) = perfil UVyge
Figura 22, Fnsaio SDS-PAGE de Fracc®es Obtidas a Partir de Croma-

tografia de Exclus¥o em TSX em Concentrac¥do elevada

de Sal

Obtiveramwse diversas fraccBes de ADBF a partir do cromatograma apresen-

tado na Figura 21,

Bandas 1 e 3 = a extracto de ADBF; bandas 2 e 12 = marcadores de peso mole-
cular; bandas 4 e 5 = fracc®es 34 e 35, respectivamente (p54); banda 6 = frac
c¥o 36; bandas 7, 8 e 9 = fracgBes 37, 38 e 39, respectivemente (p29); ban-

da 10 = fracc¥o 43 (principalmente pl4); banda 11 = fracc¥o 45 (pl8 + pl4).

Descric¥o Pormenorizada da Invencdo

A presente invenc¥o proporciona uma composic¥o de material dtil co-
mo agente anti-microbianc. A presente composic¥o de material % constitulda
pelo menos por 2 polipéptidos seleccionados entre o grupo constitufdo por

polip8ptidos de leuchcitos poli-morfonucleares humanos possuindo um peso

-



molecular aparente de 3 500 daltons, 13 000 daltons, 18 000 daltons, 29 000
daltons e 54 000 daltons aproximadamente. Nesta meméria descritiva o termo
"jeucbcito poli-morfonuclear" significa um leucbcito poli-morfonuclear, neu
tré8filo, célula percursora de neutréfilo e célula leucémica promielocitica.
Bsta composic¥o de material possui actividade anti-microbiana independente
das manifestac¥es respiratérias, sobre bactérias e fungos para valores de
pH entre 5,0 e 8,0 aproximadamente e para concentrac®es dos i%es cllcio até
cerca de 10 mM, actividade bactericida para concentrac®es de clereto de sé-
dioc até cerca de 0,3 M e actividade fungicida para concentrac®es de cloreto

de s8dio até cerca de 0,15 M.

¥um outro aspecto da presente invenc¥o, os polipéptidos de leucbdci-
tos poli-morfonucleares humanos derivam das células HLGO; ¥outro aspecto da
presente invenc%o, os Polipéptidos de leucbdcitos poli-morfonucleares huma-—
nos derivam de c8lulas XG-l., Ainda noutro aspecto da presente invengdo, os
polipéptidos de leucbcitos poli-morfonucleares humanos derivam de gr@nulos

azurbfilos.

Ainda noutro aspecto da presente invenc%o o polipéptido que possui

um peso molecular aparente de aproximadamente 3 500 daltons & a defensina.

Noutro aspecto da presente invenc¥o, o polipéptido que possui um peso
molecular aparente de aproximadamente 13 000 daltons & constitufdo pelo
polipéptido de 12 867 daltons apresentado na Figura 20, desde o aminolcido
105 até ao amino&cido 220. Ainda noutro aspecto da presente inveng¥o, qual=
quer dos polipéptidos que Possuem pesos moleculares aparentes de 18 00C,

29 000 e 54 000 daltons aproximadamente, podem estar presentes num extracto

de gr@nulos azuréfilos.

Ainda noutro dos seus aspectos, o polipéptido que possui um peso

molecular aparente de aproximadamente 29 000 daltons & a elastase,
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catepsina G, ou um polipéptido na fracg¥o de extracto de grinulos azuréfi-
los correspondente 2os picos 6 ou 7 na Figura 13A. Consideraniio ainda um
aspecto adicional da presente invenc¥o, o polipéptido que possui um peso
molecular aparente de aproximadamente 54 000 daltons & constituido pela
sequdncia de amino&cidos N-terminal Val-Asn-Pro-Gly-Val=-Val-Val-Arg-Ile=-
-Ser-Gln-Lys-Gly-Leu~Asp-Tyr-ila-Ser-Gln-Gln-Gly-Thr-Ala~ala-Leu~Gln—X-

~X-Leu~Lys-His=Ile-Lys-Ile-Fro-Asp~-Tyr-Leu,

A composiclo da presente invengdo pode utilizar-se como conservante
desinfectante ou como agente teraptutico. As bactérias contra as quais a pre
sente composig¥o de material possui actividade bactericida, engoblam as bac
térias Gram-positivas e Gram-negativas. Os exemplos de tais bactérias Gram-

~positivas s¥o Staphylococcus aureus, Streptococcus B—hemolyticus, por exemw

plo, Streptococcus pneumoniae, e Listeria., Os exemplos das bactérias Grame

-negativas s¥o Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, e Salmonella typhi-

murium. Em adic¥o, os fungos contra os quais a presente composigHdo actua como
agente anti-microbiano, englobam leveduras. Noutro aspecto da invengdo, a le

vedura & Candida albicans,

A composic%o objecto da presente invengHo retem mais do que 80% da
sua actividade anti-microbiana independente do oxigénio, apfs armazenagem

durante 7 dias a pH 2,0 aproximadamente e a cerca de 4°c.

Também se proporcioné um método para aniquilar bactérias ou fungos.
Esse mé&todo consiste em fazer compactar as bactérias ou os fungos com uma
quantidade eficaz para aniquilar bactérias ou fungos, de uma composigdo de
material proporcionadc pela presente inveng¥do, dissolvida tipicamente num
tamp3o apropriados Os exemplos de tampBes apropriados s¥o conhecidos na eg
pecialidade e englobam o tamp%o fosfato ou a solug¥o de cloreto de sédio

tamponada com fosfato para wum pH fisiol8gico.
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A presente invenc¥o ainda proporciona uma composigdo farmactutica
fitil para o tratamento de infec¢¥®es bacterianas ou fungicas. Bsta composi
c¥o farmactutica & constitufda por ua quanitidade eficaz para aniquilar bacté
rias ou fungos, da composi¢Xo de material da presente invengdo e por um
vefculo farmaceuticamente aceitdvel. Os vefculos farmaceuticamente aceitd
veis s¥o conhecidos da técnica e est¥o descritos na Farmacopeia dos Esta-

dos Unidos e no "National Formulary'.

Dependendo das aplicacg®es especfficas contempladas, as composi=-
¢¥es farmactuticas proporcionadas pela presente inveng¥o podem formular-se
sob a forma de solug¥o, suspensio, preparacdo parental, pomada, creme, lo=-
¢do, "spray", p8, comprimido ou cépsula. As preparacBes parentais podem en
globar um vefculo tal como a &gua isenta de pirogéneos especialmente desti-
lada, tampXo de fosfatos, ou solucBo normal de cloreto de sbdio. Os unguen~
tos, cremes, loc¥es e "spraies" podem englobar um vefculo tal como um 8leo
vegetal ou mineral, parafina 1fquida, ou um &lcool de elevado peso molecu-
lar, isto & com mais de 12 &tomos de carbonos Os comprimidos ou cépsulas
podem englobar diluentes, por exemplo, lactose, agentes de ligag¥o, lubri-
ficantes, por exemplo &cido e§teérico, e um agente de desagregacg®o, por

exemplo, amido de milho.

Também se proporciona um método para o tratamento de um paciente
portador de uma infecg¥o bacteriana ou féngica, que consiste em adminis-
trar-se ao paciente uma quantidade eficaz aniguiladora de bactérias ou de

fungos, da composicHdo farmactutica da presente invencdo.

A invenc¥o proporciona ainda um método para a preparacgido de uma
composic¥o de material fitil como agente anti-microbiano. Este m&todo consiste
essencialmente em se separar os leucdcitos poli-morfonucleares do sangue de

modo a obter~se uma preparagHo rica em leucbcitos poli-morfonucleares.
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Faz-se uma suspensio desta preparac¥o num tampdo adequado, Por exemplo,
tamp¥o de fosfato, trata-se a suspens¥o resultante com um inibidor de pro
tease adequado, por exemplo, flucro-fosfato de di-isopropilo, e tratam-
-ce as células em suspens¥o sob condic¥es de lise, de modo a obter-se uma sus
pens%o de leucdcitos lisados. Trata-se a suspenso de leucbcitos lisados
com um agente quelante adequado, por exemplo, EDTA ou o agente quelante de
cilcio EGTA, e depois centrifuga-se a suspens¥o tratada, de modo 2 obter-
-se uma fase de nficleos/células n¥%o cindidos e um sobrenadante pés-nuclear.
Recolhe-se o sobrenadante pds-nuclear e fracciona-se em gradiente de densi-
dade, e recolhe-se a fracg¥o que engloba os grénulos azur8filos e faz-ge
uma suspens¥o em tamp3o que possua um PH de aproximadamente 7,0, por exem-
plo, o tamp¥o aqui descrito. Trata-se a suspensdo resultante de granulos
azur8filos com um reagente que possua um pH inferior a 8,0 aproximadamen-
te e susceptfvel de solubilizar as proteinas da membrana dos azurdfilose.
A suspens¥o tratada separa-se numa fase s§lida e num sobrenadante, e de~
pois recupera-se o sobrenadante, cbtendo-se assim a composicHo de material

ftil como agente anti-microbianoc.

Num aspecto da presente invencZo, ¢ inibidor de protease adequado
& fluoro-fosfato de di-isopropilo. Noutro aspecto da invengdo, obtem-se
a amostra sangufnea a partir de um ser humano. Ainda noutro aspecto da
presente invencHo, a preparaclo rica em leucbcitos poli-morfonucleares é
cons titufda por mais de 95% de leucbcitos poli-morfonucleares e menos do
que 3% de eosinéfilos. Ainda noutro aspecto da invencdo, trata-~ce a suse
pens¥o de leuc8citos Poli-morfonucleares por cavitacdo em azoto para pro-

porcionar uma suspens¥o de leucbcitos lisados.

Num aspecto adicional da invencgHo, o gradiente de densidade utili-

zado para fraccionar o sobrenadante ps-nuclear consiste num gradiente de
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densidade "Percoll" descontfnuo. Ainda noutro aspecto da presente invencg3o,
separa-se o material fraccionado dos granulos azurbfilos antes de se fazer

a suspens¥o, num tampdo neutro, dos granulos azurbfilos recolhidos.

Ainda noutro aspecto desta invenc¥o, Pode tratar-se a suspPens@o

de granulos azuréfilos de modo a lisar os grénulos azurbfilos e recuperam-
-se os fragmentos de membrana resultantes. Estes fragmentos de membrana
recuperados tratam-se depois com um reagente de extracgdo de modo a obter-
-se uma suspensdo de reagente de extracgao/hembrana de azuréfilos. Noutro
aspecto da presente inven¢¥o, ¢ reagente de extracgdo Possui um pH infe-
rior a 4,0. Noutro aspecto desta invencHo, ¢ reagente de extracc¥o Possui
um pH de 2,0 aproximadamente. Ainda num aspecto adicional da presente in-
vencldo, o reagente de extracgdo & um detergente n%o idnico que possui um

PH de 7,0 aproximadamente.

A presente invengH¥o também proporciona um poliréptido prurificado
ftil como agente anti-microbianc. Este polipéptido & constitufdo por poli-
péptido de leuchcitos poli-morfonucleares humanos que possui um peso mole-
cular avaliado em 24 823 daltens e uma sequtncia de aminodcidos apresentada
na Figura 20, ou um fragmento daf derivado. Também se proporciona uma mo-
lécula de DNA que codifica este polipéptido, que consiste na sequdncia nu-

cleotfdica apresentada na Figura 20.

No contexto da presente inveng#do deve subentender-se que existem
variac®es nas proteinas e &cidos nucleicos entre os individuos, por exem-
Plo, substituic¥es de amino&cidos ou nuclebtidos, delecgBes, insergdes,

e grau ou localizac¥o de glicosilac¥o, pelo que os derivados funcionais daf

resultantes est¥o englobados no @mbito da presente invenc@o.

Num aspecto da presente inven¢Ho, o Polopéptido purificado possui



um peso molecular aparente de 13 000 daltons aproximadamente. Num aspecto
preferencial da presente invenc¥o, o Polipéptido possui um peso molecular
avaliado em 12 867 daltons. Este polipéntido pode englobar a sequbncia de
amino&cidos apresentada na Figura 20, desde o aminofcio 105 até ao aminod
cido 220, Proporciona-se uma molécula de DNA que codifica este polipépti
do. Noutro aspecto, a molécula de DNA & constitufda pela sequtncia de DNA
apresentada na Figura 20, desde o nucleftido 369 até ao nuclebtido 716.

Ainda noutro aspecto da presente invenc¥o, o polipéptido Possui um peso

molecular aparente de 18 000 daltons aproximadamente. Também se proporcio

na uma mol8cula de DNA que codifica este polipéptido.

Também se proporciona um método para aniquilar um microrganismo,
por exemdlo, uma bactéria, fungo, ou um virus. Este m&todo consiste em fa-
zer-se contactar o microrganismo com uma quantidade eficaz que anula o mi-
crorganismo, do polipéptido que Possui um Peso molecular avaliado em 24 823

daltons ou um seu fragmento, proporcionados Pela Presente invengdoa.

Também se proporciona um vector que & constitufdo pela molécula de
DNA que codifica o polipéptido da presente inveng¥o Possuindo um peso mole
cular avaliado em 24 823 daltons ou um seu fragmento. Num aspecto da pre-
sente invencdo o vector engloba um plasmfdeo. Além disso, Proporciona-se
wm sistema de vector hospedeiro para a producdo do polipéptido de 24 823
daltons, ou de um seu fragmento, o qual & constitufdo por um plasmideo da
presente invencHo num hospedeiro adequado. Este sistema de vector hospedei
ro pode desenvolver-se sob condi¢®es adequadas que permitam a produgdo do
polipéptido de 24 823 daltons da presente invenco, ou de um seu fragmen=-

to, e pode recuperar-se o polipéptido resultante.

Tamb&m se proporciona um método para a preparagdo do polipéptido

purificado de 24 823 daltons, ou de um seu fragmento, o qual consiste em

8
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se fazer uma cultura de cflulas percursoras neutr8filas, recolher as célu-
las e com elas fazer uma suspens@o num tamp¥o adequado. Trata-se a suspen-
s¥o resultante de células percursoras neutrbfilas de modo a obter=se uma
suspenso de células percursoras neutrbdfilas lisadas, separa~se a suspen=
s%o de modo a obter-se uma fase de nficleos e células n%o cindidas e um
sobrenadante pés-nuclear. Recurera-se o sobrenadante pés-nuclear e trata-se
com um reagente de extracgdo Possuindo um PH inferior a 8,0 aproximadamente
e susceptfvel de solubilizar as protefinas da membrana, de modo a obter-se
uma fase de reagente de extracgdo € uma fase de membrana insolfivel. A fase
de reagente de extraccdo separa-se da fase de membrana imsolfivel de modo

a obter-se uma fase de protefna solfivel e uma fase de membrana insolfivel.
Recupera-se a fase de protefna solfivel e purifica-se de modo a obter-se

um polipéptido de 24 823 daltons da presente invengdo, ou um seu fragmento.

Num aspecto da presente invenco, as células percursoras de neutré-
£filos s%o cblulas HL60. Noutro asvecto da inveng¥o, antes de se tratar a
suspens¥o de células percursoras de neutrbfilos de modo a obter-se uma
suspens¥o de neutréfilos lisados, trata-se a suspens¥o com um inibidor de
protease adequado. Noutro aspecto da invengdo, antes de se separar a Suse
vens¥o dos neutrb8filos lisados, trata-se a susbensZ@o com um agente que-~

lante adequadoe.

Ainda noutro aspecto da presente invengHo, purifica-se a fase de
protefna solfivel por cromatografia de permuta iénica. Além disso, a fase
de protefna solfivel pode purificar-se por cromatografia de exclus@o, cro=-

matografia de afinidade ou cromatografia de imuno-afinidade.

A presente inveng¥o também DProporciona uma comPosigdo farmactuti-
ca que & constitufda por um polipéptido de 24 823 daltons, ou Por um seu
fragmento, aqui proporcionados e por um vefculo farmaceuticamente acei-

tével. EBsta composicdo farmactutica pode utilizar-se para tratar um



paciente portador de uma infecg¥o bacteriana ou ffingica, Por administra-

¢%o a esse Paciente de uma quantidade eficaz para aniquilar bactérias ou

fungos, da composic¥o farmactutica.

A presente invenc¥o ainda proporciona outro polipéptido purificado
Gtil como agente anti-microbiano. Este polipéptido & constitufdo por um
polipéptido de leucbdcitos poli-morfonucleares humanos que possui um peso
molecular aparente de 18 000 daltons aproximadamente, Num dos aspectos
desta invenc¥o, o polipéptido Possui actividade anti-microbiana indepen~
dente das manifestac®es respiratérias, contra bactérias e fungos, para
valores de pH compreendidos entre 5,0 e 8,0 aproximadamente e para con-
centractes dos i%es cilcio até cerca de 10mM, actividade bactericida pa-
ra concentracdes de cloreto de s8dio até cerca de 0,3 M e actividade fungi
da para concentrac®es do cloreto de sédio até cerca de 0,15 M. Noutro as-
pecto da presente invenco, o Polipéptido engloba a sequtncia de aminodci-
dos N-terminal X-Pro-Fro-Gln-Phe-Thr-X-Ala-Gln-X-Fhe-Ala~Ile-Gln~X-I1le-X-

~Leu-Asn-Pro.

Também se proporciona um método para aniquilar um microrganismo.
Este método consiste em fazer contactar o microrganismo com uma quantidade
eficaz aniquiladora de microrganismos, do péptido de 18 000 daltons da pre

sente invencdo.

Ainda se proporciona uma molécula de DNA que codifica o polipéptido
de 18 000 daltons da presente invencHo. Também se ProPorciona um vector
que incorpora a molécula de DNA da presente invengZo. Num asPecto desta
invenc¥o, o vector inclui um plasmfdeo. Além disso, Proporciona-se um sis
tema vector hospedeiro vara a produc¥®o do polipéptido de 18 000 daltons
da presente invencHo, o qual & constitufdo por um plasmideo da presente

invenc¥o num hosPedeiro adequado. Este sistema de vector hospedeiro pode

i
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desenvolver-se sob condicBes adequadas que permitam a produg¥o do polipépti
do de 18 000 daltons da presente invenc¥o, e recolhe-se o polipéptido resul

tante.

Também se proPorciona um método para a preparag¥o do polipéptido de
18 000 daltons da presente invenc¥o, o qual consiste em se fazer a cultura
de células percursoras de neutr§filos, recolher as células e fazer com
elas uma suspens®o num tampFo adequado. Trata-se a suspens@o de células
resultante, percursoras de neutr8filos de modo a obter-se uma suspens@do
de c&lulas percursoras de neutr8§filos lisadas, e separa-se a suspensdo
de modo a obter-se uma fase de nficleos e de células n¥o cindidas e um so-
brenadante post-nficlear. Recupera-se o sobrenadante post-nuclear e trata-
-se com um reagente de extracg¥o que Possua um PH inferior a 8,0 e suscep
tivel de solubilizar as protefnas da membrana de modo a obter-se uma fa-
se de reagente de extracgdo e uma fase de membrana insolfivel, A fase de
reagente de extraccdo separa-se da fase de membrana insolfivel de modo a
obter-se uma fase de protefna solfivel e uma fase de membrana insoltivel.
Recupera-se a fase de protefna soléivel e purifica~-se de modo a obter-se

um polipéptido de 18 000 daltons.

Num aspecto da presente inven¢Zdo, as células percursoras de neu=
tr8filos s¥o células HL60. Noutro aspecto desta invencdo, antes de se tra
tar a suspenso de células percursoras de neutrédfilos de modo a obter-se
uma suspens¥o de neutr8filos lisados, trata-se a suspens¥o com um inibi-
dor de protease adequado. Noutro asPecto da invengHo, antes de se separar
a suspens¥o de neutr§filos lisados, trata-se a susPens¥o com um agente

quelante adequado.

Ainda noutro aspecto desta invenc3o, purifica-se a fase de protef-
na sol@vel por cromatografia de permuta iénica. Além disso, a fase de pro

tefna solfivel pode ser purificada por cromatografia de exclusd®o, cromato-
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grafia de afinidade ou cromatografia de imuno~afinidade.

A presente invenc¥o também proPorciona uma compPosigdo farmactutica
cons titufda pelo Polipéptido de 18 000 daltons aqui proporcionado, e Por
um vefculo aceitdvel em farmicia. Esta comPosicdo farmactutica pode uti-
lizar-se para tratar um Paciente portador de uma infecg¥o Por microrganis
mos ffngicos, administrando-lhe uma quantidade eficaz letal para os micror

ganismos da comPosi¢®o farmactutica.

Além disso a presente invencFo ProPorciona ainda um polipéptido Pu-
rificado fitil como agente antimicrobiano constitufdo por um polipéptido de
leuc8citos Poli-morfonucleares humanos Possuindo um Peso molecular aparen=-
te de 54 000 daltons aproximadamente. Este polipéptido Possui actividade
anti-bacteriana independente das manifesta¢®es respiratérias, Para valores
de pH compreendidos entre cerca de 5,0 e 8,0 aproximadamente, para concentra
¢Bes dos i%es cilcio até cerca de 10 mM, e para concentractes de cloreto de
s8dio até cerca de 0,3 M. Noutro aspecto da invenc%o, o Polipéptido Possui,
adicionalmente, actividade anti-ffingica para valores de pH compreendidos
entre cerca de 5,0 e 8,0 aproximadamente, Para concentrac®es dos i¥es c8l-
cio até cerca de 10mM, e vpara concentrac®es de cloreto de s8dio até cerca

de 0’ 15 HQ

Noutro aspecto da presente inveng¥o, o Polipéptido engloba a sequ®n
cia de aminofcidos N-terminal Val-Asn-FPro-Gly-Val-Val-Val-Arg-Ile-Ser=Gln-
-Lys-Gly-Leu—Asp-Tyr-Ala-Ser-GlnfGln-GlyaThr—Ala-Ala-Leu-Gln—X—X-Leu-Lys-

~His~lle=Lys=Ile-~Pro~Asp~Tyr=Leu.

Tamb&m se proporciona um método Para suprimir bactérias ou fungos.
Este mé&todo consiste em fazer-se contactar as bactérias ou os fungos com
uma quantidade eficaz, que aniquila as bactérias ou fungos, do polipéptido

de 54 000 daltons da Presente invengdo.



També&m se proPorciona uma molécula de DNA que codifica o Polipépti-~
do de 54 000 daltons da presente inveng¥o, € um vector que engloba a molé-
cula de DNA. A presente invenc¥o também pPropPorciona um vector que incorpo-
ra o vlasmfdeo da presente inveng%o. Além disso, ProPorciona-se um sistema
vector hospedeiro para a pProduco do pPolipéprtido de 54 000 daltons da pre-
sente invenc¥o, o qual engloba um plasmfdeo da presente invenc¥o num hospedei
ro adequado. Este sistema vector hospedeiro Pode desenvolver-se sob con-
dic¥es adequadas que permitam a produc¥o do Polipéptido de 54 000 daltons

da presente invenclo e depois recupera-se o Polipéptido resultante.

Também se propPorciona um método para a preparacdo do polipéptido
de 54 000 daltons purificado, da presente invengdo, o qual consiste em
se fazer a cultura de células percursoras de neutr$§filos, recolher essas
células e com elas fazer uma suspensdo num tampdo adequado. Trata-se a sus—
pens¥o resultante de células percursoras de neutréfilos de modo a obter-se
uma suspensto de células percursoras de neutrdfilos lisadas e separa-se a
susPensio de modo a obter-se uma fase de nficleocs e de células cindidas e um
sobrenadante post-nuclear, Recupera-se o sobrenadante post-nuclear e tra-
ta~ge com um reagente de extracc¥o que Possua um PH inferior a cerca de £,0
e susceptivel de solubilizar as protefnas da membrana de modo a2 obter-se
uma fase de reagente de extraccio e uma fase de membrana inscltéivel. A fase
de reagente de extracco separa-se da fase de membrana insclfivel cde modo a
obter-se uma fase de protefna solfivel € uma fase de membrana insolfivel. A
fase de protefna solfivel recupera-se depois € purifica-se de modo a obter-

~se um polipéptido de 54 000 daltons.

Num aspecto desta invenc®o, as c8lulas percurscras de neutrédfilos
s%o células HL60, Noutro aspecto da Presente invenc¥o, antes de se tratar
a suspens%o de c8lulas pPercurscras de neutré8fileosde medo a obter-se uma

suspens®o de neutrbfilos lisados, trata-se a suspens¥o com um inibidor de



protease adequado. Noutro asPecto desta invengdo, antes de se separar a
suspens¥o de neutrbfilos lisados, trata-se a susPens@o com um agente que

lante adequado.

Ainda noutro aspecto da invenc¥o, purifica-se a fase de protefna
solfivel pPor cromatografia de permuta idnica. Além dissc, a fase de protefna
solfivel pode purificar-se Por cromatografia de exclus¥o, cromatografia por

afinidade ou cromatografia por imuno-afinidade.

A Presente invenc¥o também ProPorciona uma compPosicFo farmactutica
que & constitufda pelo Polipéptido de 54 000 daltons agora ProPorcionado,
e por um vefculo farmaceuticamente aceitével. Esta comPosic¥o farmactutica
pode utilizar-se para tratar um Paciente portador de uma infeccHdo bacteriama,
adminis trando-lke uma quantidade eficaz aniquiladora de bactérias da compo-
sic¥o farmactutica. Noutro aspecto desta inveng%o, a comPosic¥o farmactuti-
ca pode utilizar-se para tratar wn Paciente portador de uma infecg¥o bac-
teriana ou féngica administrando~-lhe uma quantidade aniquiladora de bactérias

ou de fungos da comPosigdo farmactutica.

Proporciona-se um método para eliminar fungos, que consiste em fazer
contactar os fungos com uma quantidade eficaz aniquiladora de fungos, de
wn polipéptido de leuc8citos poli-morfonucleares humaros possuirdo um Peso
molecular aparente de 29 000 daltons arroximadamente. Num dos seus asPectos,
o Polipéptido est& presente num extracto de grénulos azurbfiles. Ncutro as-
pecto o polipéptido & elastase. Ainda noutro asPecto, o polipéptido & ca=-

tepsina G.

Tamb&m se ProPorciocna uma comPosicBo farmactutica que & constitulda
por um Polipéptido de leucscitos Poli-morfonucleares humanos possuindo um
peso molecular aparente de 25 000 daltens, aproximadamente e por um velcu-

lo aceitédvel em farmdcia. Proporciona-se um método Para o tratamento de um
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paciente portador de uma infecg¥o bacteriana o qual consiste em admirnis
trar-lhe uma quantidade eficaz aniquiladora de bactérias da comPosig¥o
farmactutica. Ainda se ProPorciona um método Para o tratamento de um Pa
ciente sofrendo uma infecgBo flngica, o qual consiste em administrar-lhe

uma quantidade eficaz aniquiladora de fungos da comPosic¥o farmactutica.

Noutro aspectc ProPorciona-se um Polipéptido purificado, @itil como
agente antimicrobiano, que engloba um Polipéptido de leucdcitos Polimorfo-
nucleares humanos Possuindo um Peso molecular aparente de 25 000 daltons,
aproximadamente, actividade antimicrobiana independente das manifestag®es
respiratérias contra bactérias e fungos, Para valores de pH compreendidos
entre cerca de 5,0 e 8,0 aproximadamente e para concentrag¥es dosies cdal
cio até cerca de 10 mM e actividade bactericida para concentracBes de clore
to de sédio até cerca de 0,3 M, e actividade fungicida para concentrac@es

de cloreto de sbddioc até cerca de 0,15 M.

As composicBes, Polipértidos e métodos da presente invengdo serdo
mais facilmente compreendidos tomando como refertncia os exemplos € expe-
ritncias seguintes, os quais se aPresentam com fins ilustrativos e n%o
pretendem impPdr quaisquer limitac®es ao @mbito da Presente invencdo, a

qual & definida pelas reivindicag®es anexas.

Materiais e Mé&todos

Isolamento de neutrédfilos.

Aplicou-se um iratamento anticoagulante ao sangue obtido de doado~
res saudédveis, com 25 mM de citrato de s8dic e misturou-se com igual volu
me de dextrano a 6% em NaCl a 0,9 para aumentar a sedimentacdo de eri-

trécitos. Decorridos 60 minutos B temperatura ambiente, recolheu-se o
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sobrenadante rico em leucScitos e centrifugou-se a 200 x g durante 10 mi-
nutos. Com os agregados de células fez-se uma suspensdo em NaCl a 0,9% e
separaram-se os FMNs das células mono-nucleares por centrifugacdo atra-
vés de "Ficoll-Hypaque". Removeram-se os eritrdcitos contaminantes em
dois ciclos sucessivos de lise hipoténica conforme descrito (8, 9).
Mais do que 98% das células eram PMNs, e destas mais do que 93% eram
neutr8filos e menos do que 3% eram eosindfilos. Esta Preparac¥o foi refe-

rida como neutréfila. Uma unidade de sangue ProPorcionou 109 neutrdfilos.

Fraccionamento sub-celular de neutréfilos

Fez-se o tratamento de neutr8filos isolados em solugH¥o salina tam-
ponada com fosfato (2 x 107 células/ml) com 5 mM de flucro-fosfato de di-
~isopropilo (DFP) durante 15 minutos a 4°c. As células tratadas com DFP
foram centrifugadas a 130 x g durante 10 minutos a 4°C, e com a massa de
células resultante fez-se nova suspens%o em tampHo, arrefecido com gelo,
contendo 100 mM de XKG1, 3 mM de NaCl, 1 mM de ATP (Na),, 3,5 mM de MgCl,,
e 10 mM de "Pipes", PH 7,3 (tamp¥o de abrandamento). Provocou-se a dis-
rupcdo da suspens%o de células Por cavitac¥o com azoto, durante 20 minu-
tos a 350 psi (350x6,9x103 Pascal) numa bomba adequada (Parr Instrument
Company, Moline, IL) a 4°Cc e o Produto de cavitacHo recolheu~se no EGTA
quelante do i%o Ca2+, pH 7,4, para uma concentrac¥o final de 1,5 mM.
Com os nficleos € com as células n¥o cindidas fez-se uma massa (Pl) Por
centrifugacso a 500 x g durante 10 minutcs a 4°C. Centrifugou~se o so=
brenadante post-nuclear (Sl) durante 15 minutos a 20 000 rpm (rotor SS 34)
em gradiente de densidade "Percoll" descontinuo, conforme descrito (8)e
Recolheram-se fracc®es de aproximadamente de 1 ml a 4°C e fez-se o ensaio

para os marcadores especificos dos grénulos azurdfilos (Q-glucuronidase



e mieloperoxidase), de grénuleos especfficos (protefna que se liga % vita-
mina B12) e de membrana de plasma (fosfatase alcalina) conforme descrito
a seguir. Removeu-se o "Percoll" das fracgBes agregadas por centrifugac¥o
a 35 000 rpm (180 000 x g) durante 2 horas num rotor SW4l. Com a camada
que sedimentou acima do Percoll compactado, fez-se nova susPens¥o em tam-

pdo de abrandamento e armazenou-se em aliquotas & temperatura de 70°C.

Ensaios para os marcadores espPecificos em fracc®es sub-celulares

Para garantir solubilizac¥o completa, aliquotas de grénulos azurb-
filosAem tamp¥do de abrandamento foram dilufdas na proporc¢do 1:5 em "Triton
X-100" ( concentrac%o final de 0,05% p/%) antes dos doseamentos de enzimas
ou de protefnas. Fez-se o ensaio de fosfatase alcalina com 1 mg/ml de fosfa
to de p-nitro-fenilo como substracto em tampdo de 0,3 mM de M9012 e S50mM
de barbital s8dico, pH 10,5. Ensaiaram-se amostras de 50 microlitros diluf-
das em "Triton X-100". Fez~se a incubacHo das amostras durante 80 minutos
a 37°C na mistura de ensaio (1 m1 de volume) e interrompeu-se a reacg¥o Por
adic¥o de 100 microlitros de NaQH 1N, Fez-se a leitura imediata da absor-

véncia a 410 nm. A actividade enzim&tica calculou-se conforme descrito (10).

Fez-se um ensaio dezﬁ-glucuronidase por libertacHdo de fenolftaleina
a partir de 1 mM de &cido fenolftaleina-@-monoglucurénico em 100 mM de
tamp¥o de acetato de s8dio, PH 4,4, a 37°C durante 3 horas. Fez-se o ensaio
de amostras de 25 microlitros diluidas em "Triton X-100", em 550 microli-
tros de mistura de ensaio. Interrompreu-se a reaccfo adicionando-se 200
microlitros de 1 M de glicina, 1 M de NaCl, 1 M de NaOH e fez-se a leitura
da absorvtncia a 350 nm. Calculou-se a actividade enzimética conforme descri

to (8).
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A protefna que se liga % vitamina Bl2 mediu-ce em amostras de 25,
50 e 100 microlitros, diluidas em "Triton X-100" conforme essencialmente

27 co~Vi tamina B12 misturando 5 ng/ml de

descrito em (11). Preparcu-se
vitamina Bl2 (Sigma) com 0,025 microcuries/hl de 57Co-cianocobalamina
(Amersham, sp.act. 105 cpm/hg). Misturou-se 750 microlitros de solugdo

57Co--Vitamina B1l2 e com 100

de cloreto de s8dic com 350 microlitros de
microlitros de amostra Para ProPorcionar o volume final. Depois adicio-
nou-se 0,5 ml de albumina revestida com carvio e fez-se a centrifugagHo
dos tubos de ensaio durante 2 minutos a 10 000 x g & temperatura ambien-
te. Recolheu-~se 1 ml de sobrenadante e fez-se a contagem num contador de

cintilac¥o auto-gama "Packard" (Packard Instruments Co., Downers Grove,

IL) para determinar a quantidade de 57Co-B12 em cada amostra.

Fez-se a determinag%o da protefna conforme descrito em (12) utili
zando como radr%oc albumina de soro bovinos Fara evitar a interfertncia do
Triton X-100 no ensaio, adicionou-~se 0,1% de dodecil-sulfato de s8dio & so
luc%o de cobre alcalina (13). O "Percoll" n¥o afectou o ensaio na concen-

trac%o em que se encontrava presente nas fracgles.

Para realizar o ensaio de mieloperoxidase diluiu~se 200 microlie
tros de cada fracc¥o cinco vezes em tamp¥o de reduc¥o contendo 0,2% de
"Triton X-100", e introduziu-se no compartimento da amostra de um espectro

fotémetro de feixe duplo "Perkin-Elmer 557" (Coleman Instruments Division,

Oak Brook, IL). Depois mediram-se os esPectros de absorc¥o, entre 400 e 600

nm, de fraccg¥es oxidadas versus fracgdes reduzidas com ditionite (E472 nm

=75 mt an”l) (14).

Preparac®o de um factor bactericida derivade de azur8filos (ADBF)

Agregaramese fraccdes de gradientes em "Percoll" correspondentes a
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granulos azuréfilos e removeu-se o "Percoll" por centrifugacHo corforme
descrito (8). Fez-se nova suspens¥o com a preparacdo de granulos azurd-
£ilos em tamp¥o de redug¥do e conservou-se quer sobre gelo a 4°c ou a
-70°C. Verificou-se que os grénulos azurbfilecs armazenados sobre gelo

a 4°C permaneceram intactos visto que durante 2 semanas n¥o foi Possf-
vel detectar a libertag¥o de B-glucuronidase ou de mieloperoxidase a
partir dos granulos. C congelamento dos gré@nulos azurdfilos a -70°c
originou algumas Pperdas (K20%) de ﬁ-glucuronidase, mas n¥o de mielore~
roxidase., Os grénulos azur$filos isolados extrairam-se com 0,05 M de tam
p%o glicina-HCl, PH 2,0, durante 40 minutos % temperatura de 25°c. Cen~
trifugou~se o extractovacido a 10 000 x g durante 20 minutos e utilizou-
-se o sobrenadante como fonte de ADBF. 0 sobrenadante ou foi dilufdo ou
foi submetidc adislise em meio de incubagBo antes dos ensaios bacterici
das. Para a diflise dos extractos de ADBF utilizou-se um tubo de membra-
na cam um "cut-off" de ("Spectra/Por, Spectrum Medical, Los Angeles, CA).
Extrairam~se fracc®es de gradientes de densidade em "Fercoll" seguindo

os mesmos Procedimentos; o "Fercoll" n¥o apresentou qualquer efeito sobre

a extracc¥o ou actividade do factor bactericida,

Ensaios da actividade bactericida

Procedeu-se % avaliac¥o da actividade bactericida em E. coli K12
(NC 4100) em ensaios de rotina e, sempre que indicado, em Salmonella

typhimurium LT2, Pseudomonas aeruginosa PAC e PAO, Listeria monocytoge-

nes, Staphylococcus aureus, e Streptococcus oneumoniae do tipo III, ti-

po I1 e variante n%¥o capsulada de §, pneumoniae da estirpe do tipo I1I.
Utilizou-se caldo de soja tripticase e placas de agar soja tripticase
para cultivar a maioria das bactérias. No caso da S. Pneumoniae, utili-

zou-se o meio Cy e placas de agar sangue de carneiro desfribrinado a 5% (15).



Com os organismos de uma finica colbnia em placas de agar inoculou-
-se o meio 1fquido e fez-ce a cultura durante a noite a 37°C. Com aliquo-
tas da cultura nocturna fez-se a inoculagdo de caldo nutriente fresco e
deixou~-se desenvolver até ao meio da fase exponencial. Depois fez-se a
diluic¥o das culturas bacterianas em meio de teste para proporcionar uma
concentracio apropriada. A maioria das experitncias efectuou-se em tam=-
p¥o de citrato 0,05 M, PH 5,5. As experitncias de controlo demonstraram
que este tampFo n¥o afecta a viabilidade de qualquer bactéria testada ex-
cepto P, aeruginosa e S. pneumoniae do tipo II, para as quais se utilizou
tamp¥o de fosfato 0,05 M, PH 6,0. Utilizaram-se outros tamp@es tais como
acetato, fosfato ou citrato/fosfato numa concentracdo de 0,01 M ou de

0,05 M em alguns ensaios bactericidas, conforme especificado a seguir.

4 unidades de formag@o

Fez-se a incubac¥o das bactérias (4 x 10
de colénias num volume final de 200 microlitros) durante 30 minutos a
37°C com diversas quantidades de extracto de gr@nulos azurbfilos (aDBF)
ou de extracto derivado de HL60 (BF) dilufdos no meio de incubagHo. De-
pois fez-se a diluicHo das amostras na proPorg¥o 1:100 em meio mfnimo
M63 (16), e espalhou-se sobre placas de agar. Fez-se a contagem das uni-
dades de formac¥o de colénias (CFU), apds incubacHo a 37°¢ durante 16 ho-
ras. A actividade bactericida exprimiu-se sob a forma de percentagem de
bactérias mortas apds exPosic¢Bo a ADBF ou BF quando comparadas com os ele-
mentos de controlo. Em alternativa, define-se uma unidade de actividade
aniquiladora (A«A.) (X.U.) como sendo o inverso da diluig¥o da prepara-

¢do de ADBF ou BF necesséria para matar 10° bactérias/ml em 30 minutos

% temperatura de 37°C (DL5O)'

BEnsaio da actividade fungicida

Testou-se a actividade fungicida com Candida albicans (isolado
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clinico de Columbia Presbyterian Hospital) em ensaios de rotina. Para
cultivar os fungos utilizou-se caldo de Sabauraud e placas de agar de

Sabauraud (Difco).

Com os organismos de uma tinica colénia em placas de agar fez-se
a inoculac3o em meio lfquido e a cultura durante a noite a 37°¢, Com ali-
quotas da cultura nocturna inoculou-se caldo nutriente fresco e deixou-se
desenvolver até ao meio da fase exponencial. Depois fez-se a diluigdo das
culturas de fungos em meio de teste para proporcionar uma concentracgdo
apropriada. As experitncias efectuaram-se em 10 mM de tamp¥o de fosfato,

PH 5, 5.

Fez-se a incubag¥o de C. albicans (105 unidades/hl de formacZo de
colénias) durante 60 minutos a 37°C, com quantidades vari4veis de extracto
de grfnulos azur8filos (ADBF) ou extracto derivado de células HL60 (BF)
dilufdos em meio de incubac¥o. Depois fez-se a diluigdo das amostiras na
provorc¥o 1:100 em meio minimo M63 (16), e espalhou-se sobre placas de
agar., Fez-se a contagem das unidades de formagdo de colénias (CFU) apés

incubac¢do a 37°¢ durante 30 horas.

Exprimiu-se a actividade fungicida como a percentagem de fungos
aniquilados arés a exposig¥o a ADBF ou BF quando comparados com os elemen
tos de controlo. Em alternativa, define-se uma unidade de actividade ani-
quiladora (A.A.) (K.U.) como sendo o recfproco da diluic3o da preparagio

de ADBF ou BF necessiria para matar 105 fungos em 60 minutos a 37°C

(DLSO).

Isolamento de membranas de gr¥nulos azurdfilos

A partir de células neutréfilas fez-se a cisHdo de granulos azurd-

filos isolados em tamp3o de reduc3o (pH 7,3) através de sete ciclos de



congelamento em banho de acetona/belo seco € descongelamento a 37°C, Se-
guindo-se de cada vez a imers¥o durante 10 segundos em banho de &gua so-
nicado (Bransen B3, "Heat Systems-Ultrasonic Inc. Plainview, NY). Depois
obteve~se um material agregado por centrifugac¥o dos gr@nulos lisados a
10 000 x g durante 60 minutos ou a 135 000 x g durante 6 minutos a 4°C.
Este material agregado foi referenciado como membranas de grénulos azu~
réfilos. Fez-se o ensaio da actividade AnPBF das membranas de grénulos
isolados e do teor de granulos solliveis ap8s incubacZo com 0,05 M de gli-

cina, oH 2,0, conforme descrito antes.

Caracterizac¥o de ADBF por cromatografia de exclusZo

Aplicou-se aproximadamente 1 mg de extracto de membrana ADBF a
uma coluna de exclus¥o "Bio-Sil TSX-125" equilibrada quer com 50mM de
glicina/0,1 M de NaCl, pH 2,0, quer com 50 mM de glicina/0,5 M de NaCl,
pH 2, A vartir das fracg®Bes elufdas obteve-se um perfil na D.0. 280 e
os perfis fungicida e bactericida de ADBF. Efectuou-se a electroforese
em dodecil-sulfato de sddio/gel de poliacrilamida (SPS-FAGE 15%) do ex-
tracto de membrana de AnBF e das fracc®es seleccionadas obtidas da coluna

de cromatografia de exclus@o.

Caracterizacto de ADBF por cromatografia lfquida de alta resoluc¥o de

fase inversa

Micionou-se &cido trifluoroacético (TFA) a ADBF ou ADBF purificado
em TSK vara 0,1% e fez-se a aplicac¥Bo das amostras a uma coluna de fase
inversa num equipamento "Vydac" de poros de abertura C, (250 x 4 mm) e

efectuou-se o processamento em grajiente adequado durante 92 minutos, se-
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guindo-se mais 3 minutos a 100% e depois uma lavagem de 2 minutos. O dis-
solvente A consistia em TFA aquoso a 0,1%, o dissolvente B TFA a 0,1% em

acetonitrilo de pureza HPLC., O gradiente foi o seguinte:

TEMPO DISSOLVENIE B
0-2 minutos 0%
2-62minutos 0-48%
62=-92minutos 48-100%
92-95 minutos 100%
95-~97minutos o

0 equipamento utilizado foi um sistema de HLPC de fase inversa
Beckman, constitufdo Por uma coluna de fase inversa "Vydac" de poro de
abertura C, (250 x 4 mm), duas bombas 110B, um controlador 4214, um in-
jector 210A, uma amostra auxiliar de 2 ml, um detector de comprimento
vari4vel 163, um colector de fracg¥do "2112 Redirac" e um registador de
gré&ficos "Kipp and Zonen Bn 41", O detector foi regulado para 214 nm,
na escala de absorvtncia 0-0,5 unidades (AUFS) e as fracg®es de Pico

recolheram-se manualmente,

Anflise da sequtnecia de polipéptidos derivados de ADBF

Fez-se a concentrac¥o de AnBF purificado oor RPHPLC e de ADBF
purificado por TSX/RPHPLC até 50 microlitros num equipamento "Spedd Vac®"
e carregou-se num sequenciador de fase 1lfquida por impulsos "Apdlied
Biosystems 477A". A anilise de fenil-tio-hidantoina (PTH) efectuou-se
continuamente utilizando-se um analisador da "Applied Biosystems Model

120A PTH Analyzer',



An&lise de aminoicidos de polipéptidos derivados de ADBF

A anilise de aminoicidos PTC de polipéptidos obteve-se por hidro-
lise durante 1 hora com HCl 6,0 N a 150°C utilizando um sistema "Waters

Picotag®™ equipado com um sistema de HPLC (CLER) da "Beckman".

Cultura de células HL60

As c&lulas HL60 (39, 40) desenvolveram-se em culturas em suspen-
s%o contendo meio basal (isento de soro) acrescentado com insulina e
transferrina, As células desenvolveram-se até se obter uma densidade de
2 x 106 clulas/ml e recolheram-se por centrifugag¥o. Com a massa de cé-
lulas fez-se nova suspens@ para Proporcionar 1x :1.08 células/ml para fraccio-

namento Posterior.

Fraccionamento subcelular das células HL60

As c8lulas HL60 em solucXo Ae cloreto de sbédio tamponada com

7 células/ml) foram tratadas com 5 mM de DFP durante 15

fosfato (2 x 10
minutos a 4°C. Fez-se a centrifugacio das células tratadas com DFP a
130 x g qurante 10 minutos a 4°C e depois fez-se nova suspens¥o 4a mas—
sa de células resultante em tampBo de redugdo arrefecido com gelo, con-
tendo 100 mM de XC1, 3 mM de NaCl, 1 mM de ATP (Na) 2, 3,5 mM de MgCl,,
e 10mM de "Pipes", pH 7,3. Fez-se a cis¥fo das células em suspenso por
cavitacBo com azoto dqurante 20 minutos a 350 psi (350x6,9x103 Pascal)
numa bomba a 4°C e recolheu~se o pProduto de cavitac¥o em EGTA quelante’

. 2+ . .
de i%es Ca , PH 7,4, para provorcionar uma concentragfo final de 1,5mM.

Fez-se uma massa (Pl) de ctlulas n¥o cindidas e de nficleos, por centri-
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fugacHdo a 500 x g dqurante 10 minutos a 4°¢, Centrifugou-se o sobrenadan-

te p8s-nuclear (Sl) durante 30 minutos a 10 000 x g para proporcionar uma
massa de granulos. Com esta preparac¥o bruta de granulos fez-se nova sus-
pens¥o em tampdo de redugHo e armazenou-se em aliquotas a -70°C. Em al-
ternativa, centrifugou-se o sobrenadante p8s-nuclear (Sl) durante 15 mi-
nutos a 20 000 rpm (rotor SS 34) em gradiente de demnsidade "Percoll" des—
continuo, conforme descrito em (8). Recolheram-se fracg®es de aproximada-
mente 1 ml a 4°C e ensaiou-se os marcadores especificos de grénulos azue
r8filos QZ-glucuronidase e mieloperoxidase), os grénulos especfficos (vi-
tamina Bl2 que se liga % protefna) e membrana de plasma (fosfatase alca-
lina) conforme descrito antes. Removeu-se o "Percoll" das fracc®es agregadas
por centrifugaco a 35 000 rom (180 000 x g) durante 2 horas num rotor SW4l.
Com a camada que sedimentou acima do "Percoll" compactado fez-se nova sus-

pens¥do em tamPZo de redug¥o € armazenou-se em aliquotas a -70°C.

Preparacdo de um factor bactericida (BF) derivado de células HL60

Em tampdo adequado fez-se nova suspens@do de fracgles quer de gra-
dientes em "Percoll" correspondentes % actividade de mieloperoxidase quer
de preparac¥es de gr@nulos brutos a partir de células HL60, e armazenou-se
quer em gelo a 4°c quer a -70°C. Extraiu~-ce a preparacto de grénulos bru-
ta ou os grénulos isclados com tamp¥o de glicina-HCl 0,05 M, PH 2,0, éu-
rante 40 minutos a 25°C. Fez-se a centrifugac¥o do extracto &cido a 10 000 x
x g durante 20 minutos e diluiu-se o sobrenadante ou fez-se a sua d4illise
em meio de incubagHdo antes do ensaio da actividade bactericica. Para a
diflise dos extractos de BF utilizou-se um tubo de membrana com um "cut-

~of£" de 1000 M (Spectra/For, Spectrum Medical, Los Angeles, CA).

-



- 36 =~

PreparacHio € sondagem de bibliotecas de nNA de células HL60O

Procedeu-se ao desenvolvimento 4e cé&lulas HL60 humanas (ATCC CCL
240), conforme especificado, para proporcionar 1 x 106 células/ml em DMEM
contendo 5% de soro de vitela fetal. Para a biblioteca induzida, efectuou-
-se o tratamento das células com 1% de DMSO durante 40 horas antec de se
recolherem. Recolheram-se as células a 4°c e lavaram-ce duas vezes com so-
lucto de cloreto de sédio tamponada com fosfato (PBS). Recuperou-se a mas-
sa de células, homogeneizou-se em tampdo contendo 20 mM de comPleXo vanaw
dilo (Bethesda Research Laboratories) e 0,2% de Nonidet P-40, e centrifugou
-se durante 10 minutos a 14 000 rpm num rotor JS-13 da "Beckman". Freparou=-
-se o RNA a partir do sobrenadante utilizando-se a extracg¥o com fenol/clo~
roformio e submeteu-se o RNA total obtido a cromategrafia de afinidade oligo-

-dT para se obter mRNA.

As preparacBes totais de mRNA de cllulas induzidas e n%o induzidas
utilizaram-se como modelo para preparar bibliotecas de chNA em MAgtlQ,
conforme descrito em (41), mas efectuando~se a sintese da segunda cadeia,
de acordo com o método descrito em (42). O cPNA resultante foi ligado ao
oligonuclebtido sintético (CCGGAATTCCGG, Bethesda Research Laboratories)
e depois digerido com EcoRl. Fraccionou-se o volume 4o cONA e purificou-
-se utilizando geles de poliacrilamida e inseriu~se no sftic EcoRl de
Agtl0. A partir de RNA induzido e n%o induzido obtiveram-se diversos mi-
lh%es de bacteribfagos. Prepararam-ce filtros de sustentagHo em tripli-
cado e fez-se a sondagem dos bacteribfagos, sob condi¢®es restritas mo-
deradas (6 x SSC, 35°C) com uma mistura marcada na extremidade 5' de uma

"pool" de 14 mer de 16 oligonucledtidos preparados utilizando-se comple-



mento inverso da sequencia que codifica os amino8cidos 31-35 do Pico 5be

Jle-His~Asn-~FPhe~Asn~Ile-Asn-Tyr
CAT AAT TTT AAT AT

c ¢ ¢ ¢
SONnA 3'GTA TTA AAA ITA TA
G G G G

Resultados

nistribuicBo subcelular do factor bactericida

Para se determinar a localizac¥o subcelular de AnBF nos neutréfilos,
fez-se o fraccionamento dos neutr8fileos utilizando o método descrito (8).
Tratou-se os neutrédfilos com 5 mM de fluorofosfato de di-isoprorilo (UFP)
por se ter verificado que o nFP, & um poderosc inibidor da serina protea-
se que inibe muito eficazmente a proteolise em extractos PMN (17, 18).
Fez~ce a cis%o de 109 células tratadas com nFP, por cavitagdo com azoto, €
centrifugou-se o sobrenadante pés-nuclear em gradiente de dencidade
"Percoll" descontfnuo. Para cada fraccBo de gradiente fez-se o ensaic dos
marcadores especificos dos grénulos azuréfilos (mieloperoxidase), gréanu-
los especfficos (vitamina B12 que se liga a proteina) e membrana de plas-~
ma (fosfatase alcalina). Conforme se verifica pela figura 1, ¢ método ori-
ginou uma separacgdo eficiente destes tr®s compartimentos. Os grénulos azu-
réfilos n%¥o avresentaram qualquer contaminag¥o pelos marcadores de granu-
los especificos ou membranas de plasma. Os gr@nulos especificos n¥o foram
contaminados pelas membranas de plasmas, mas apresentaram alguma contami-

nacdo pelos gr@nulos azurbdfilos, conforme indicado pela pPresenca de 10%



de mielovreroxidase neste Pico.

A actividade bactericida, obtida por extraccdo Ae fracgBes celula-

res a pH 2,0, Aistribuiu~-se conforme indicado no quadro I.

TABELA 1

nistribuic¥o de BF em Neutr$§filos Humanos

Fase de purificag@o Volume Protefina I.U.a S.A.b Rendimento

(m1) (mg/m1) (%)

Progquto da 9,8 0,6 1500 2500 100

cavitacio

Agregado 2,0 0,6 450 750 6

s1° 8,8 0, 46 1280 2780 97

s2d 8,0 0,26 6,5 25 0,8

membrana de

Plasma 3,0 0,13 4,0 30 0,4

granulos

especificos 3,0 0,21 2,5 12,5 4,5

granulos

azuréfilos 3,0 0,20 1430 7140 86

aunidades aniquiladoras
b .o . .

Actividade especifica (XU/mg Proteina)
csobrenadante Pos t=riuclear

dcitosol
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A maioria da actividade do produto da cavitag¥Bo estava Presente

no sobrenadante pés-nuclear (Sl). Verificou-se que 6% de actividade estava
associada com a fracg¥o nuclear, devido talvez h adertncia de alguns gra-
nulos aos nficleos. A localizag®o do factor bactericida na fracg%o de gra-
nulos foi ainda indicada por uma actividade especffica durla da activi-
dade do produto de cavitac¥o n%o fraccionado. Conforme se indica na Figu-
ra 1 mais de 90% do factor bactericida estava presente na fracgdo de gra-
nulos azuréfilos. O baixo nfvel de actividade presente na fracgdo de gra-
nulos estecificos poder-se-4 atribuir aocs 10% de contaminacHo pelos gra-
nulos azuréfilos, conforme detectado pelo ensaio de mieloperoxidase (ver

a Figura I). Na realidade, & necessirio aproximadamente 10 vezes mais pro-
tefna da fraccho especifica do que da fracg¥o de granules azuréfilos para

matar 50% das bactérias (ver inserc¥o da Figura 1).

Para se determinar a localizagFo subcelular de BF nas células
HL60, fez-se o fraccionamento de células HL60 tratadas com nFP, conforme
descrito para os neutr8filos tratados com nFP, Para cada fracg3o de gra-
diente "Percoll" ensaiou-se a actividade bactericida e a actividade fune
gicida. Conforme se indica na Figura 2, o perfil dos grénulos das c&lu-
las HL60O difere do perfil dos grénulos de neutrd8filos, reflectindc Possi-
velmente o facto de as células HL60 serem células rercursoras de neutrd-
filos n%o diferenciadas. As actividades bactericidas e fungicidas foram
superiores nas fracgdes 20-22, Estas fracg®es correspondem também us con-

centracdes mais elevadas de actividade de mieloperoxidase.

Associac¥o de membrana de factores bactericidag

Para determinar a localizag¥o de ANBF no interior dos grénules azu-

réfilos neutrdfilos, os granuleos purificados intactos foram lisados a PH
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neutro através de repetidas operacgdes de congelagao/hescongelagao e sonica
c¥o. AP8s a lise dos grénulos, submeteram-se a centrifugac¥o e o contefido
solfivel dos grénulos foi separado da massa de membranas dos grénulocs. Sob
estas condic¥es, encontrou-se mais que S0% dev3-glucuroniaase e mielopew
roxidase na fracgdo sobrenadante (dados n¥o representados). Em contraste,
98% de APBF estava associado com as membranas azurbdfilas, conforme indica
do na Figura 3. O exame dos extractos de granulos brutos, a prartir de cé-
lulas HL60, também indicou a associacZo de BF a membrana. (4ados n%o revre-

sentados)e.

Também se examinou a capacidade de aiversos agentes para libertarem
AnBF a partir de membranas azuréfilas. Ensaiou-se a actividade de AnBF no
sobrenadante, e a massa obtida, ap8s centrifugac¥o das membranas azuréfilas,
tratou~-ce com tamp¥es de PH vari4vel. A Figura 4 indica que menos que 10%
de actividade AnBF foi libertada a partir da membrana a PH comPreendido
entre 5,0-7,0, 50% a pH 4,0 e 100% a PH compreendido entre 2,0-3,0. A ex-
tracc¥o do factor bactericida a partir de gr@nulos azurbfilos intactos
seguiu a mesma curva de PH (dados n%o representados). nNepois fez-ce o ensaio
dos outros agentes normalmente ﬁtilizados para solubilizar as protefnas
das membranas integrais e periféricas (ver quadro II seguinte)., Fez-ce a
incubac%o de 50 microlitros de membranas azur8filas (0,5 microgramas de
protefna/microlitro) a 25°C qurante 40 minutos em 200 microlitros de di-
versos agentes atr8s referidos. Apbs centrifugag¥ec a 10 000 x g durante
20 minutos (400), recolheram—se os sobrenajantes e fez-se a dillise em
0,05 M de citrato a pH 5,5 e testou~-se vara avaliar as protefnas e a acti-
vidade bactericida. As massas referidas foram lavadas 3 vezes com 0,05 M
de fosfato arrefecido em gelo, PH 7,0, e incubou-se a 25°C Aurante 40 mi-
nutos com glicina 0,05 M, PH 2,0, centrifugou-ce e fez-se o ensaio dos

sobrenadantes Para determinar as protefnas e a actividade aniquiladora.

Para o tratamento das membranas azuréfilas com "triton X-114" seguiu-se



o procedimento descrito em (19).
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Conforme indicado no Quadro II, o tratamento das membranas azuré-
filas com 1% de "Triton X-100" libertou a actividade de ApBF t¥o eficaz-
mente como o Acido. Em contraste, nem a ureia6 M nem o carbonato de hi-
drogénio 0,1 M a pH 11, libertaram dos grénulos o factor bactericida das

membranas.

Utiliza-se o "Triton X-114" nas membranas isoladas ou nas células
totais para separar as protefnas de membranas integrais de rrotefnas hiArofi
licas; as protefnas hidrofflicas s®o recureradas na fase aquosa, ao Dasso
que as Protefnas de membranas integrais anfifflicas se encontram na fase
detergente apds a sebarac¥o de fase deste detergente 1 temperatura de
20°C ou mais (19, 20)s Quando as membranas azuréfilas se extrafram com
"rriton X-114", 874 da actividade de AnBF revartiu-se com a fase detergen-

te,

A actividade de ADBF in vitro depende 4da libertacdo a partir da membrana

azurffila

Trataram-se as membranas azurdfilas a pH 2,0, o que solubiliza o
ADBF, ou a pH 5,5, o que representa um pH intralisossomal (21-23) mas ndo
liberta o ADBF da membrana (ver a Figura 4). nevois ensaiocu~-se a actividade
bactericida a pH 5,5 nas membranas totais, e no sobrenadante e nas frac-
c8es de massas agregadas obtidas ar8s centrifugac¥do das membranas tratadas
nara ambos os valores de pHe O ADBF Adas membranas tratadas a oH 5,5 (ADBF
ligado a membrana: 1 X.U.) foi 10 vezes menos activo do que o AMBF das
membranas tratadas a oH 2,0 (AnBF solfivel: 11,3 X.U.). & actividade bacte-
ricida poderia ser recuPerada quase completamente a vartir qe membranas
tratadas a PH 5,5, fazendo nova extracc¥o a ?H 2,0 (ver quadro II ante-

rior).
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Efeito da dose, tempo, estado de crescimento bacteriano e tampdo

A actividade de AnBF foi linear, relativamente B concentrag¥o de pro
tefna, num intervalo compreendido entre 0,3 e 30 microgramas/hl (Figura
1 e outros dados n%¥o apresentados). O efeito da concentragBo bacteriana
apresenta-se na Figura 5: até 107 bactérias/ml podem ser mortas vor 30
microgramas/ml de extracto contendo ANBF, em 30 minutos a 37°C. A morte
foi ré&pida: 50% das células foram aniquiladas em 5 minutos a 37°¢ pelo ex-
tracto 4e granulos azurdfilos contendo 1,4 microgramas de proteinqﬁnl (Fi-
gura 6). 0 estado fisiol8gico das bactérias incubadas no meio de ensaio
n%o afectou a sua susceptibilidade em relac%o ao AnNBF. Assim, as bactérias
em crescimento exponencial ou em fase estacioniria demonstraram ser iguale
mente sensfveis. A adic¥o de glicose (20mM) ao meio de incubaco n¥o afec-
tou a actividade de AnBF., A actividade aniquiladora de ADBF foi aproxima-
damente a mesma quando se utilizou como tampHo de sais de citrato, acetato

ou fosfato (dados n%o representados)-

Efeito 4e pPH e cati®es divalentes

Uma vez que se demonstra que os fagossomas atingem rapidamente e man-
ttm um valor de PH 5,5 durante a morte intracelular d4e bactérias in vivo
(21-23), examinou-se o efeito Ao pH na actividade bactericida de AMBF e de
BF in vitro. © APBF e o BF foram eficazes em amplos limites de pH (aesdae
5,0 até 8,0) (Figura 7 e 8 resmectivamente)s Os meios mais 4cidos 4o que
PH 5,0, que s¥o bactericidas de per si, n¥o puderam ser utilizados para

ensaiar a aniquilagdo por AnNBF.

. . 2+ 2+
Uma veZz que os i®es tais como Mg e Ca  desemPenham uma fungdo

crftica na fagocitose (24) e afectam também as Probriedades de suberfi-



cie das bactérias gram-negativas (25) examinou-se também o efeito destes
j%es sobre a actividade bactericida de ANBF e de BF, Os i%es Mg2+ antago~
nizaram mas n¥o bloquearam completamente a actividade de anBF. 0 efeito
dos i%es Hg2+ foi maximo para 1mM, com uma redug¥o de 25% na actividade
bactericida (dados n%o redresentados)- Em contraste, os iBes Ca2+ inibi-
ram toda a actividade de APBF e de BF para uma concentrac¥o Ae 25mM e 20 mM
(figuras 9 e 10 resvectivamente). A diminuig¥o de ectividade bactericida
foi grosseiramente linear relativamente % concentracdo de célcio num ine
tervalo compreendido entre 1 e 25 mM. Uma vez que o meio utilizado para
estes ensaios contém citrato, o qual provorciona a quelag¥o dos catides
divalentes, a concentracfo de cati¥es livres na solugdo é inferior 4 da
concentracHo nominal. Contudo, o citrato ndo liga quantidades significa-
tivas de magnésio e de cdlcio para valores baixos de PH (26)s A agigdo de
EpTA (1-25 mM) ao meio de incubac¥o (Para quelatar os catiBes) n¥o afectou
a actividade de ADBF ou de BF {dados n¥o representados). O cloreto de sb-
dio inibiu a uma concentrac¥o de 0,3 M ou superior (figura 11). As con-
centrac®es fisiol8gicas de cloreto de sédio ou de cloreto de Potissio ndo
inibiram a actividade de ADBF quando se testou este @ltimo Para uma concen-

trac¥o de 2,8 microgramas/ml ou suPerior.

Espectro bacteriano de aniquilacdo Por ANBF

0 APBF mata tanto as bactérias gram-positivas como as gram-negati-

vas (ver quadro III seguinte).

LA X )



Espectro anti-bacteriano de ANBF

QUAPRO III

Organismo Estirpe ou tipo Actividade de ANBF
Staphylococcus aureus 527 +
Staphylococcus aureus 450 +
Staphylococcus aureus 755-1° +
Staphylococcus aureus TSS--2b +
Streptococcus pneumoniae Tipo III -
Streptococcus pneumoniae Tipo II +
Streptococcus pneumoniae R6 +
Listeria monocytogenes 450 (+)
Pseudomonas aeruginosa PAC +
Pseudomonas aeruginosa PAO 103-0 +
Salmonella typhimurium LT2 +
Escherichia coli X12 MC 4100 +

a - . .
A actividade de AnBF avalia-se de acordo com oS mlcrogramas/hl de

protefna em extracto azurbfilo, necessérios Para aniquilar 10~ bac-
térias em 30 minutos a 37°C: +, 0,1 a 0,3 microgramas/hl; (+), 1la

2,5 microgramas/ml; -, 20 microgramas/ml.

b . . . R .
Isolados clinicos de dois pacientes com sindrome de choque téxico.



As bactérias gramebositivas susceptfveis de aniquilag@o por EDBF

englobam diversas estirpes de Staphylococcus aureus (d0is isolados de

pacientes com sfndrome de choque téxico), streptococcus P-hemoliticus
(com a excepclo dos estreptococcus encapsulados do tivo III) e de algum

modo Listeria monocytogenes. Todas as bactérias gram-negativas testadas

foram aniquiladas t¥o eficazmente como E. coli.

Actividade fungicida de ADBF

A Figura 12 demonstra que o ADBF possui actividade fungicida no in-

tervalo compreendido entre 3,0 microgramas/ml e 16,0 microgramas/ml.

PurificagBo de ADBF

A cromatografia 1fquida de alta resoluc¥o de fase inversa (RPHPLC)
do extracto de ADPBF originou um perfil reprodutfvel contendo pelo menos 9
picos caracterfsticos, alguns dos quais se apresentam como dubletos (ver
figura 13A). Sempre que se secou uma Porgdo de cada fracgdo para remover
os dissolventes da fase inversa e devois se fez nova susPensdo € se en-
saiou, identificaram-se dois picos de actividade conforme demonstrado Pelas
&reas tracejadas da figura 134, O rrimeiro Pico de actividade sobrepBe-se
aos dois picos de UV principais, designados por pico 5 e pico 6, o segundo
pico de actividade estd associado com um dnico »ico de U¥, designado por
pico 9. A sequtncia de aminoicidos do Pico 5 revelou duas protefnas, uma
de sequtncia idtntica a lisozima (5a) e outra (5b) com a sequtncia N-ter-
minal apresentada na figura 14. O pico 6 continha uma finica sequ®ncia no-
va com hom8logia com a superfamflia da tripsina (ver figura 14). O pico 9
continha pelo menos duas protefnas, isto &, 9a e 9b, possuindo as sequbn-

cias representadas na figura 14.
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Uma vez que as sequéncias designadas por 5b e 9b s¥o idtnticas e
Porque ambos os Picos est¥o associados com actividade bactericida, os
requerentes pPensam que esta sequéncia em conjunto com a de 9a, é respon-

sAvel por tal actividade bactericida.

A actividade de AnBF purificou-se parcialmente por cromatografia de
exclus%o numa coluna "Bio-Sil TSX-125" conforme se indica na figura 15.
Fluiu-se conjuntamente a actividade fungicida e bactericida na coluna com
dois Picos de actividade, migrando o Pico principal na regitfo 50-60 kn
(fraccBes 31 e 32) e o pico menor na regif¥io 10-20 kn (fracc¥o 42). 0 ma-
terial inicial para a cromatografia de exclus¥o em TSK (AnBF) e rara di-
versas fracc®es de cromatografia de exclusHo em TSX analisou-se DPor electro-

forese em gel de poliacrilamida (15%) conforme indicado na figura 16.

A RPHPLC do pico de excluso da regifo 50-50 (fracc¥es 31~32) originou
dois Picos de actividade, um pico de actividade menor associado com a regido
que engloba os picos 4, 5 e 6, e um pico de actividade princiral associado
com o pico 9 (figura 13B). A anélise da sequtncia de amino&cidos do Pico
4 demonstra identidade com a catepsina G humana (ver figura 14). 0 pico 9
corresponde a uma fnica sequ®ncia N-terminal qesignada por 9a na figura l4.
A comPosic¥o de aminodcidos do Pico 9a purificajos apresenta-se no quadro IV

seguinte.

ess
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QUANRO IV

An&lise de aminodcidos do pico 9a purificado

Amino&cido Mol (%)
Asp 7,3
Glu 7:4
Ser 8,8
Gly 7,3
His 1,8
Arg 4,7
Thr 4,2
Ala 11,2
Pro 6,2
Tyr 2,6
val 8,1
Met 2,5
Ile 5,1
Leu 10,4
Phe 5,5
Lys 7,3

A anAlise SPS-PAGE (10%) do Pico 9 demonstra que a banda de protef-
na principal possui um veso molecular de aproximadamente 54 000 daltons

(figura 17).

A RPHPLC do Pico de exclusZo da regi¥o 10-20 kp (fracc¥o 42) origi-
nou um finico pico de actividade associado com o pico 5 (figura 13C) e pos-
suindo uma sequéncia finica N-terminal id®ntica % de 5b (figura 14). A ané-
lise SPS~-PAGE do pico 5 revelou uma banda finica em SnS~-PAGE com um Peso

molecular aparente de 13 000 daltons (ver figura 18).

A resoluc¥o arerfeigoada obteve-se por cromatografia Ae excluso

em TSK utilizando um tamp¥o constitufdo por 50 mM de glicina, pH 2, 500 mM
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de Nacl (ver figura 21). Sob estas condic¥es, obteve-se a separac¥o vir-
tualmente completa da banda de 54kn a partir das bandas de 29 kn. Os per-
£is de actividade indicam que a orotefna de 54 kn (fracgBes 34-36) demons-
trou apenas actividade bactericida e nenhuma actividade antiftingica. Uma
regi%io contendo predominantemente duas Proteinas de 13 kn e 4e 18 kn (frqs
¢Bes 42-45) continha a maior Parte da actividade antiffingica, para além de
actividade bactericida, A figura 22 apresenta os resultados do ensaio SDS-

-PAGE correspondientes ¥s diversas fracgBes.

0 BF derivado de células HL60 purificou-se a partir de granulos (re~
colhidos ap8s centrifugagdo em gradiente "Percoll") por cromatografia de ex-
clus%o em TSK e por RPHPLC conforme descrito para o AnBF. A RPHFLC (figura
19) revelou um Pico de actividade que ap8s a andlise sequencial corresbon-

de u sequtncia 9a (figura 14) com alguma contaminacHo de elastase (pico 8)

Fez-se a sondagem das bibliotecas de cONA das c&lulas HL60 huma-

nas com uma sonda derivada de uma sequdncia constitufda pelos aminoécidos
31-35 do Pico 5b conforme descrito antes. Purificaram-se da contaminag®o

16 clones a partir da biblioteca induzida. Cada clone foi digerido com a
enzima Sau3a e os fragmentos foram inseridos no bacteribfago M13. de cadeia
simples. Fez-se a sondagem dos bacteri8fagos Por hibridac¥o para a "pool"

de polimeros de ordem 14 e estabeleceu-se a sequdncia dos bacteribfagos M13
Positivos utilizando o método de terminacHdo de cadeia didesoxi conforme des=—
crito em (43). Um destes clones, P-7, continha uma sequtncia que se adaptava
exactamente com o Previsto Para a sequéncia Protefnica até a um donto entre
o resfduo 13 e 14 de aminoAcido, onde se inseriu o oligonuclebtido sintéti-

03

co. Utilizou-se o fragmento BcoRl do clone P-7 para voltar a sondar a biblio
teca n¥o induzida, a partir do que se isolou os clones 8 de cPNA. Um destes
clones, designado por P-FL2, inseriu-se em vectores M13 e sequenciado. Tam-
bém se fez a sequenciagBo de um segundo clone de cPNA (P-FL1). Apresentou=-

-se idtntico ao P-FL2 com a excepc¥o da sua extremidade 5' comegar num Ponto

43 pares de base depois da extremidade 5' do clone P=FL2,
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Ambos os clones (P-FL1 e P-FL2) continham cadeias de leitura aber-
tas idtnticas que codificam 220amincécicdos com um Pesc molecular avalia-
do em 24 823 daltons (figura 2C). Ests Presente um sftic de glicosilag¥o
N-ligado (Asn-85) que Poderia originar uma molécula maior. Os resfduocs
Trloo--Ile144 corresbondem exactamente B sequbneia aminc-terminal obtica

para o Pico 5b. 0 Peso molecular avaliado Para a Porg¥o C-terminal da molé

cula (Tr -~Tir ) é de 12 867 daltons, semelhante ao pesc molecular aba-

105 220
rente do Pico 5b em SnNS~PAGE.

DiscussZo

Desde os estudos mais antigos efectuados por Hirsch (27-29), Lenims €
feito a descric¥o de diversas protefnas bactericidas, em alguns casos isola
das a partir de neutr8files (7, 18, 30-34). A localizac¥o subcelular des-
tas ou de outras protefnas bactericidas derivadac de neutr8files humancs
n%o est4 fixada. Conforme agora descrito, trataram-se os neutréfiles huma-
nos com NDFP para evitar a Proteolise. Estes neutrdfilos tratados foram frac
cionados utilizando um esquema que origina uma sevaragBo clara de citosol,
membrana de plasma, gr2nulos estecificos, e gré@nulos azuréfilos, com Pro-
teolise mInima ou com minima alteracdo da densidade e integricdade dos gra-
nulos. Determinaram—se as condicBes 8ptimas Para as extracg®es e ensaio de
ADBF; fez-se a extracc¥o mé&xima de ADBF vpara valores de pH entre 2,0-3,0 e
ensaiou~se vara pH 5,5 (pH fagolisossomal). Perante estas condig®es, fez-
-se a sondagem de todos os compartimentos celulares e desccobriu-se que a
maiofia de actividade bactericida (97%) estava associada ao sobrenadante
p8s-nuclear (Sl) enquanto aproximadamente 90% da actividade migrou conjun-

tamente com a PorPulag¥o de grénules azurbfiles ards centrifugagdo de Sl em



grajientes de densidade em "Fercoll". Nem o citosol nem as fracgBes de mem
brana plasmitica arresentaram actividade significativa. O baixo nfvel de
actividade (5-10%) na fracc¥o de gr2nulos especificos Pode ser atribufdo
aos 5-10% de contaminaco, desta fracg¥o, pelos granules azurbfiles mie-
loveroxidase~-positivos. Os dados abPresentaram uma fnica localizag¥o para

o BF de neutréfiloc humano, nomeadamente, o gré@nulos azuréfilc.

Como suporte Para estes resultados, descobriu-se uma finica localizagH¥o
para o ARBF nos neutréfilos humanos, em que a actividade bactericida estava
exclusivamente localizada numa grande Pobulag®o de granulos mielcreroxida=
se-positivos (35). Além disso, verificou-ce que um dos factores bacterici-
das derivados de neutr8filos (BPI) se pode recuverar (90%) ras fraccBes ce-
lulares contendo granules azurdfiles (36). Em contraste, Rest e outros (37)
descobriram um factor bactericida, tanto nos gré@nules azuréfilec como nos
granulos especfficos de neutr8filos humanos. Uma vez que utilizaram uma téc
nica diferente de fraccionamento (homogeneizagéo em sacarose e centrifuga-
¢%o isoricnica em gradientes de densidade de sacarose), assim como métodos
diferentes de extraccHBo e doseamento, os seus resultados n%o s¥o directa-

mente compariveis com os resultados agora descritos.

0 ADBF est4 associado com a membrana azuréfila., Submetendo-~se o gré-
nulos azurbdfiles a lise vpara valcres neutros de PH, o que solubiliza 90% da
mielobPeroxidase, 90% do ANBF Permaneceu na massa que continha as membranas.
Todo o ADBF associado us membranas Pode ser extraldo a PH 2,0 e libertado
sob a forma solfivel aP8s centrifugacdo Aas membranas tratadas com &cidce
As Possiveis explicacBes rara ¢ efeite de solubilizac¥o do &cido sdo:

(1) o 4cido induz um fenémeno proteolftico; (2) ¢ 4cido induz variagBes
conformacionais que Provocam a lis%o da associag¥oc do ADBF com a membrana

dos granules; ou (3) o &cido pProporciona uma interacg¥o de cargas entre o



ADBF e a membrana., N¥o & estritamente exigfvel um pE baixo para a solubi-
lizac3o do ADBF. 0 "Iriton X~100" para valores neutros de PH também pode
libertar o APBF. (s agentes normalmente utilizados para solubilizar as
protefnas da membrana pPeriféricas, tais como NaCl 2 M, ureia 6 M ou car-
bonato de hidrogénio e sédio 0,1 M a pH 11, rdo foram adequados para dis-
sociar o ADBF da membrana azuréfila. Isto significa que ¢ AnBF estd inti-
mamente associado com a membrana azuréfila ou que revresenta um constituin
te integral da mesma. Na verdade, ao tratar-se as membranas azuréfilas com
"Triton ¥114", o ADBF comportou-ce como um constituinte da membrana inte-

gral, por se ter revartido na fase detergente.

Também se abordou a quest¥o de se saber se a libertac¥o de um factor
bactericida a partir de uma membrana & necessériopara a actividade bacte~
ricida., O ADBF ligado % membrana apresentou-se dez vezes menos activo do que
o ADBF solfivel, sugerindo uma ligag¥o in vitro entre a solubilizagdo do ANBF
e a sua actividade., Ainda fica Por se comPreender o mecanismo molecular de

activac®o do ADBF in vivo.

Com base nos resultados de localizacFo agora descritos, utilizarame-
~se granulos azuréfilos pwrificados, intactos, como fonte de ADBF e fez-se
o estudo das suas propriedades. Isto contrasta com os trabalhos antericres
em que as Protefnac bactericidas foram obtidas a Partir de uma fracg¥o rica
em grinulos heterogéneos, Por extracg¥o com &cido durante longos verfodos de
tempo (7, 18, 31) na austncia de inibidor de vrotease (7, 31), O ADBF asse-
melha~se a algumas das vrotefnas bactericidas anteriormente descritas Por ser
extrafvel com acido e associado acs grénulos. Em particular, ¢ ANPBF vartilha
muitas das caracteristicas da fagocitina derivada de neutr8filos de coelho
(28, 29, 38): (1) as variag®es no meio de teste tais como uma variagH¥o no
tamp¥o, a adic¥o de glicose e a inclus®o de um agente de ligag¥do metdlice

Possui um fraco efeito na actividade bactericida do ADBF; e (2) os cati¥es



divalentes (Mg++, Ca++) ndo foram necessidrios para a sua accXo letal (rara
uma concentrac¥do elevada estes i%es antagonizaram ou, no caso <o Ca++, ini
biram completamente o efeito bactericida DISO para Ca++ = 10 mM). Tal como
a fagocitina, o ADBF foi mais activo para um baixo valor de PH (5,0-5,5),
que & o valor de pH fagolisossomal estimado durante a morte intracelular

das bactérias.

0 ADBF difere de outras protefnas anti-microbianas derivadas de neu=-
tréfilos estudadas, por diversas vias. O ADBF & activo num amplo intervalo
de valcres de pH, com actividade §ptima para pPE 5,5 e & relativamente in-
sensfvel a uma pottncia ibmica elevada. Isto contrasta com o factor de au-
mento da permeabilidade bacteriana (BPI) que possuli uma actividade Sprtima
para PH 7,0, e com as defensinas que exigem estritamente um valor de DH
entre 7,0-8,0 e condig¥%es de baixa pottncia iénica rara a actividade bac~
tericida (7, 31, 34, 35). Pelo seu espectro antimicrobiano, ¢ ADPBF difere dos
factores purificados tais como o BPI ou as protefnas antimicrobianas cati8-
nicas, os quais apenas s¥o activos sobre as bactérias gram-negativas (18,

31, 34).

O ADBF & extremamente activo: 0,1 a 0,3 microgramas/ml Podem matar

105 bactérias por ml, utilizando uma variedade ampla de organismos de pPro-
va - bactérias gram-positivas e bactérias gram-negativas. Os factcres bacte
ricidas purificados espPecificos para as bactérias gram-negativas, tais como
o BPT (31,34) e a protefna antimicrobiana catifnica de 57 kb (18) possuem
actividade comparével, ao passo que outras , tais como as defensinas, avenas
parecem ser activas para concentracdes superiores (50 microgramas/ml), so-
bre as bactérias gram-positivas e gram-negativas (7, 34). Além disso,.o ADBF
aniquila as bactérias rapidamente: mais ainda a aniquilag¥o feita pelo ADBF

parece ndo envolver os sistemas derendentes de H202, uma vez que a catalase



(500 U/ml) n¥o reduz significativamente a sua actividade (dados n%o re-
presentados) e Porque mais do que 90% da mieloreroxidase & libertada na

fracc¥o solfivel ao isolar-se o ADBF d4a membrana.

A cromatografia do APBF em HPLC de fase inversa revela 9 ricos de
proteina princivais envolvendo relo menos 10 poliréptidos diferentes, Al-
guns conttm sequtncias amino-terminais id®nticas ¥s dos polipéptidos co-

nhecidos, englobando:

Pico 1 nefensina

Pico 4 Catepsina G

Pico Ja Lisozima

Pico § Elastase

Pico 9a Protefna de crescente

permeabilidade/bactericida (BPI)

Aniquilag¥o de E, coli associada aos perfis de actividade através
das fraccBes de cromatografia de fase inversa dos extractos de granulos
azurbfilos e de ADBF purificado parcialmente, com Picos 5b e 9a., heste
modo, Podem identificar-se dois polipértidos Purificados com sequerncias
amino~-terminais distintas. O BPI, tal como descrito na literatura (31, 44),

apenas & activo contra as bactérias gram-negativas.

A vartir da sequtncia de aminoacidos derivada do pico 3b, fez-se a
clonagem de um novo cDNA de comPrimento compPlete que cedifica um polivértido
de 220 amino&cidos, com um Peso molecular avaliado em 24 823 daltons. Esta
protefna representa um vPercursor para o Poliréptido de 13 kp descrito pelo
pico 5b o qual Pode ser Processado no neutréfilo ou durante a opurificagdo.:
0 facto de essa sequtncia do Pico 5b também avaracer no Pico 9 (sequtncia
designada por 9b na figura 14) pode explicar-se por diversas formas: 1) de-

gradacto do C-terminalj 2) diferengas conformativas ou 3) processamento P8s-
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-coluna de um Percursor bloqueado no N-terminal.

Uma vez que os leucbcitos Polimorfonucleares maduros ndo se Podem
desenvolver em cultura durante um temPo Prolongado, investigou-se a uti-
lizac%o de células percursoras de neutréfilos pafa a produgdo de factores
bactericidas. A investigacFo do factor bactericida (BF) derivado das cé-
lulas HL60 revelou um perfil de gr@nulos diferente do obtido a partir de
neutr8filos apbs separacho em gradientes de "Percoll". Contudo, verificou-se
que estava presente um dico de actividade bactericida e fungicida que se
sobrevunha ao pico da actividade Aa mieloperoxidase (um marcador de gré-
nulos azur8filos em neutrdfilos maduros). A actividade do BF derivado de
HL60 & essencialmente idtntica % do ADBF na sua pot®ncia (nancgramas Por
ml necessirios Para matar um nfmero fixo de bactérias), perfil de actividade
em fun¢¥o do PH, sensibilidade ao CaClz, migrag¥o na cromatografia de exclu
s%o em "Superose 12 FPLC" e associag¥o % membrana. Deste modo, a Produgdo
de BF a partir das cé&lulas HL60Q provorciona um meio alternativo mara gerar

grandes quantidades de BF para utilizac¥o comercial.
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1.- Processo para a preparagio de composigles utiliziveis
como agentes antimicrobianacs, caracterizado pelo fasto:
a) 3e se separarem,leucécitos substancialmente polimorfonu-
cleares a partir do sangue Ilara.se. obler uma. preparagdo
‘de leucdcitos polimcrfenucleares enriquecida;
b) de se suspender a préparaqao enriquecida de leucdcitas
polimorfonucleares el um agcente tampfo aprozriado;
¢c) de se tratar, com um agente inibidor 3a protease apropria~-
do a suspeasdo de leucdcites polimorfonucleares obtida;.
d) se tratar a suspenso de leucdcitos polimorfonucleares

rara se promover a 1ise dos leuc8citos em suspensdo;
¢c) de se tratar a suspensdo de leucbcitos lisados assim

cotida com um agente quelante aprorriado;
f) de se centrifugar a suspens¥o de leucScitos lisados assim .

tratada para se obter uma fase de células intactas/ndclecs
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e uma fase sobrenadante pds-nuclear;
g) de se isolar a fase pés-nuclear sobrenadante;

h) de se fraccionar a fase pds-nuclear sobrenadante em um
gradiente de densidade;

i) de se recolher a fracgdo constituida pelo gradiente de den
sidade que inclui grinulos azuréfilos;

J) de s® suspender granuios azuréfilos obtidos em um agen-
te tamp3o com um p:i de cerca de 7;

1) de se tratar a suspens¥o de grirulos azurd§filos resultante

com nm reagente de extracg¢lc com um pH inferior a cerca de.

8,0 e capaz de solubilizar as protelnas da.membrana azuré-

fila para se obbter uma suspensao de reagente da extracgldc/

[remsruna azurs§fila;

m) de se sezarar a suspensfio coemsvitufda por reagente de ex-
tracgdo/membrana azuréfila para se obter uma fase sélida
e uma fase sodbrenadante;-e

n) de se isolar a fase schrenadante.

2.~ Processc de acordo com a reivindicdg¢¥o 1, caracterizado

pelo facto de se utilizar fluorofosfato de diisopropilo como.

agente inibidor da protease.

3,- DProcesso de acordo com a reivindicagZo 1, caracteriza-
do pelo facto de a amostra de sangue ser obtida a partir de um

ser nhumano,



4 .- Processo de acorda com. 2 reivirdicagfo- 1, caracterizado

pelo facto de a preparagido enriquecida de leucdcitos polimorfonu

cleares concistir em mais de cerca de 95% de leucScitos polimor-
fonucleares e menos de cerca de 3% de eosinéiilos.

g,- Processo de acordo com 2 reivindicagdc 1, caracteri-

zado pelo facto de se tratar a suspencfo de leucdcitos polimor-

fonucleares por cavitagldo com azoto para se obter uma suspensfo

de leuc8citos lisados.

6.- FProcezso de acordo com 2 reivindicag3c 1, caracteriza-
do pelo facto de se utilizar, como gradiente de densidade, um

gradiente de densidade descontinuo de Fercoll.

7.~ Processo de acordo com & reivindicag®o 1, caracteriza-

do pelo facto de se serarar O material fraccionado. do. gradiente

je densidade dos grinulos azuréfilos antes da fase j).

8.~ Processo de acordo com 2 reivindicac%o 1, caracteriza-

do pelo facte de se lisarea os grinulos azuréfilos em suspensio,

de se recolherem os fragmentos da membrana e de se tratarem <ccm

um reagente de extracgfo, antes da fase d), para se obter uua

suspensfo de membranas de azurdfilos/reagente de extracglo.

9.- Processo de acordo com a reivindicac®o 1, caracteriza-



do pelo facto de-o reagente de extracgdo ter um pH inferior a

“,Oo

10.- Processo-de acordo com a reivindicagfo 9, caracteri-
zado pelo facto de o reagente de extracgZo possuir um pi de cer-

ca de 2,0.

11.- Processo de acordo com a reivindicagZo 1, caracteri-

zado pelo facto de o reazente de extracgZo conzistir em um deter—

gente n3o ifnico com um pH igual a cerca de 7.

12,- Processo de acordo con a reivindicagdo 1, carzcteri-
zado pelo facte de a composig¥o consistir em pelo xmencs dois poll
peptidos escolhidesno grupo comstitufdo por polipeptidos de leu-
c8citos polimorfonucleares humanos com um peso molecular aparente
de cerca de 3.500 daltons, cerca de 13,000 daltons, cerca de
18.000 daltons, cerca de 29,000 daltons e cerca de 54,000 daltozns
de a composicdo possuir uma fung¢3o de respiragido indepeniente,
uma actividade antimicrobiana contra bactérias e fungos a um pH

de cerca de 5,0 atd cerca de 8,0 e para concentragles do iflo
c&lcio de até cerca de 10mlf, actividade bacteriara para concen-

trag8es de cloreto de sédio até cerca de 0,3y ¢ actividade fun-
gicida para concentragBes de cloreto de sédio iguais a cerca de

0,15M, e de se incorporar uma quantidade eficaz de pelo menos de

0,01 microgramas da referica composigZo por 10~ bactérias ou



fungos,

13.,- Processo de acordo com & reivindicacZo 12, caracteri-

zadc pelo facto de os rolipeptidos de leucScitos polimorfonuclea

res huzonos serem derivados de células HI~40.

14,-Processo de acordo com & reivindicag¥%o 12, caracteriza-

o pelo facto de os polipetidos de leuc8citos polimorforucleares

nuranos serem derivadcs de células KG-1.

15,~ Processc de acordc cox & reivindicag%o 12, caracteri-
zado pelo facto de os polireptidos de leucdcitos polimerfonu-

cleares humancs serem derivados de grinulos azurdfilos.

16.~ Frocesso de acordo com & reivindicagZc 12, caracte-

rizado pelo tacto de © polipertido de leuecdeitos polimorfenuclea

res humancs com.ur peso molecular aparente de cerca de 25C0 dal-

tone ser a defensina,

17.- PFProcesso de acordo com & reivindicacfo 12, caracte-
rizado pelo facto de o polipertido de leucdcitos polimorfonuclea
res humsncs cow um peso molecular aparente de cerca de 13,000
daltons compreender o polipertido com 12.867 daltoms rerresenta-

Jdo a seguir:



60 70 80 90 100 110
arcIaacrcccbrIacrtcrcccIcrrcrarrrécaccaarrrérccrCTTCAICTAAGG
10 20
g;gLysLeuPrcLeuLeuLcuAlaLeuLluPheclyAlaVaISerAlaLeuHisLeuALg
120 130 140 150 160 170
TcréAcAcrrccaécrrrcAGAcéctrwcccraérAAGAcscwéccraaccATéAasacA
10 40

' | |
$erGIuThrSerThrPheGluThrLeuTrpValLeuArgArgCysLeuArggg;ArgArg

18? 19? 200 210 220 230
I | | I
CACCAGAGCAGGAGATGGAGGAGACCTTGCAGGGAGCTGGAGGAAGAGGAGGAGTGGGGC
50 60

| ' ]
HisclnserArgArgTrpArgArgProCysArgGluLeuGluGIuGluGIucluTrpGly

240 250 260 270 280 290
TCTéGAAGTGAAGLTGCCTCCAAéAAAGATGGGéCTGTTGAGTéTATCTCAGTGCCAGAT
70 80
SerclySerGIuAspAlaSerLysLysALpGlyAlaValGluSerIleSerValPrcALp
300 310 320 330 340 350
ATGéTGGACAAAALCCTTACGTGICCTGAGGAAéAGGACACAGIAAAAGTGGT&GGCATC
90 100

I
ggIValAspLysAsnLeuThrCysPrcGIuGluGluAspThrValLysVaIValGlyIle

35? 370 380 390 400 410

| | | | I
CCTGEGCGCCAGACCTGCCGCTACCTCCTGGTGAGAAGTCTTCACACGTTTAGTCAAGCT
110 120

I
ProGlyArgGlnThrCysArgTereuLeuValArgSerLeuGlnThrPheSerGlnAla



h“"b,

420 430 440 4.5? 45? 470
| l | I
TGGTTTACTTGCCGGAGGTGCTACAGGGGCAACCTGGTTTCCATCCACAACTTCAATATT
130 140

I ] .
TrpPheThrCysArgArgCysTyrArgGlyAsnleuValSerIleHisAsnPheAsnlIle

480 490 500 510 520 530
| l I l | I
AATTATCGAATCCAGTGTTCTGTCAGCGCGCTCAACCAGGGTCAAGTCTGGATTGGAGGE
150 160

o I
AsnTyrArgIleGlnCysSerValSerAlaLeuAsnGlnGlyGlnValTrpIleGlyGly

540 550 560 570 580 590

| l I l
AGGATCACAGGCTCGGGTCGCTGCAGACGCTTTCAGTGGGTTGACGGCAGCCGCTGGAAC
170 180

ArgIleThrGlySerGlyArgCysArgArgPheGlnTrpValAspGlySerArgTrpAsn

60? 61? 62? 630 640 650
I |
TTTGCGTACTGGGCTGCTCACCAGCCTGGTCCCGCGGTGGTCACTGCGTGGCCCTGTGTA
150 200

l
PheAlaTyrTrpAlaAlaBisGlnProGlyProAlavalvalThzAlaTrpProCysval

ss? 670 680 690 700 710
| I | |
CCCGAGGAGGCTACTGGCGTCGAGCCACTGCCTCAGAAGATTCCTTTCATCTGTTCCTAC
210 220

I
ProGluGluAlaThrGlyvalGluProLeuProGlaLysIleProPhelleCysSerTyr

TGA

desde © aminoidcido 1G5 atd ao aminodcido 22Q,

“x
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16.- Processo de acordo coz a reivindicagdo 12, caracteri-

zado pelo factc de ¢ polipeptido de leucdcites polimorfonu-
cleares humanos, com ur pesd molecular aparente igual a cerca

de 18.000 daltons, estar presente no extracto de grinulos azu-

réfiles.

19.- Processc de accrdc com & reivindicagdo 12, caracte-
rizado pelo facto de ¢ polipertido ce leuc8citos polimorfonu~
cleares humanos com um peso molecular aparente de cerca de 29.000

daltons estar presente nc extracto de grinulos azuréfilos.

20.- TFrocesso de acordo cem a reivindicaglo 19, caracte-
rizado pelo facto de c polireptidc de leucdcitos polimorfocuclea
res humanos com um peso molécular aparente de cerca de 29.000

daltcns ser a elastase,

21.- Processo de accrdo cor a reivindicagd3c 19, caracte-
rizado pelo tacto de o rolipertido de leucdcitos polimcrforuclea

res humancs com um peso molécular aparente de cerca de 29.000

daltons ser a catepsizna G.

22.- Processo de acordo com a reivindicag#o 12, caracte-

rizado pelo facto de c polipeptido de leucdcitos polimortfonu-

cleares humanos comr um peso molécular aparente de cerca de

54,000 daltons estar prec-nte nc extracto de granulos azurdfilos.



23.- Frocesso de acordc com a reivindicac%o 22, caracte-
rizado pelo facto de o polipeptido de leucdeitos polimorfonu-
dleares numanos cog um peso molecylar aparente de cerca de
54,0C0 daltons compreender 2 séquéncia de aminodcidos Val-isn-
-Pro-Gly—Val~Val—Val-Arg-Ile-Ser-Gln-Lys—Gly~Leu-Asp—Tyr—Ala~
—S&r—Gln-Gln—Gly-Thr-AlarAla:I@urGlanrXrLeu-Lys-His—Ile-LySw

~Tle-Fro-Aisp-Tyr-Leu de L-terminal.

&

24,- Frocesso de acordo com & reivindicagZo 12, caracte-
rizado pelo facto de as bactériss serea Gram-pesitivas ou

Gram-negativas.

25.- Processo de acordc com 3 reivindicagfo 24, caracte-
rizado pelo facto de as vactérias Gram-positivas sered Staphy-

lococcus aureus, Streptococcus F-hemolyticus‘ou Licteria e de

as bactérias Gram-negativas serem Bseudcmonas asrusinosa,

Escherichia coli ou Salmcrnelis Tve iTouliiiu.

26.- Processo de~acordo com 2 reivindicagic 12, caracte.i-

zado pelo facto de © fungo ser uma levedura.

27 .- Processc de accrdo com a.reivindicag8o 26, caracte-

rizade pelo facto de a levedura ser Canlida albicans.

ara eliminar bactérias ou fungos, caracte-
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rizado pelo facto de se fazer contactar as bactérias ou fungos
com ums quantiijade éficaz para matar as referidlas hactérias ou
fungos, igual a pelo menos 0,0lag do rolireptido por 107 vacté-

rias ou fungos, de uma composig¥o prejarada pelo processc de

acordo com a reivindicagdo 1.

29,.,- ©Processo para a_préparaqéo de polipeptidos de leucd-
citos polimorfonucleares humancs com um peco molecular grevieto
de 24,823 dalténs, un peso molecular aparente de cerca de 18,000
galtons e 2 sequéncia de amincdcidos rerresentada amverioruente
na reivindicagfc 17, ou um seu fragmento, caracterizado pelo
facto de se deseavolver um sistema vector hospedeiro sot con-
dig8es apropriadas que peraitem a predugdo de polipeptiiocs de
leucdcitos polimorfonucleares humanos, de se isolarem os geli-
peptidos de leucdcites polimorfonucleares aurancs resultantes,
compreendendc o referido sistema vector nospedeiro um' plasmideo
em um nospedeirc aproprisdc, incorporandc o dito plasmfiec uma
polécula de Iii que inclui, pels menos, uma fracgo da seguéncia

nucleot{dica representada naz reivindicag3o 17, a gqual codifica

os referidos peclipeptidos.

30,- Processo de acordo com a.reivindicagBo 29, caracteri-
zado pelo facto de o polipeptido ter um peso molecular aparente
de cerca de 12,000 daltons e de incorporar a sequéacia de amino-

fclios representada na reivindicagfo 17, desde o aminodcidc 105



até ao aminofcido 220, e de a molécula de DN4 incorporar a
sequéncia de DNA rerres<ntada na reivindicacfio 17 desde o nucleo-

tido 369 até ao nucleotido 716.

%]1,- FPrccesso de acordio com a reivincicac3o 30, caracte-

rizado pelo facto de o polipeptido ter um peso molecular previs-

to de 12.867 daltons.

32,- Prccesso para eliminar microrganismos, caracterizado
pelo facto de se fazer contactar os micrcrganismos com uma quan=
tidade eficaz para os eliminar de um polipeptido preparado pelo
processo de acordo com & reivindicagZo 29, quantidace essa que é

igzual a pelo menos 0,01 zg de polipeztido por 15" microrganismos.

3% ,.,- DProcesso para a preparacgio de polipeptides purifica-
dos utilizéveis como agentes antimicrobianos que compreendem

polireptidos de leucdcitos polimorfonucleares humanos com um

ssc molecular previsto de on 923 Jdaltcas e a sejuéneia de ami-
4

Le}

noécidos indicada na reivindicag8c 17, ou ur seu ffagmento, ca-~
racterizadc pelo facto:
a) de se cultivarem célulac precursoras de neutréfilos;
b) de se recolherem as células precursoras de neutréfilos cul-
tivadas;
¢c) de se suspenderem as células precursoras de neutrS§filos

em ut azente tampZo apronriaso;



d) de se tratar a suspens3o de células precursoras de neutrd-
filos resultahte para se obter uma suspeasfo de células
precursoras de neutrdfilos lisadas;

¢) de se separar a suspensidc tratada de células precursoras
de neutrdfilos lisadas para se obter uma fase de células
intactas e ndclecs e uma fase sobrenadante pés-nuclear;

f) de se isolar a fase sobrenadante pés-nuclear;

g) de se tratar a fase soorenadante pbs-nuclear com um reagen
te de extrazg¢3o tendo uam pH mencr dc que cerca de 2,0 e
capaz de solubilizar as protefnas da meabrana parza se obter
uma fase reagente de extracg3o e uma fase de membrana in-

sclivel;

h) de se separar a rase reagente de extracglo da fase de
memd>rans insoldvel para se obter uma fase de proteina so-
1fivel e uma fase de membrana insoldvel;

i) de se isolar a fase de proteina solivel; e

i) de se rurificar a fase de zrotelna solfivel sara se obter

uw peolizeptido purificado com 24.8<3 daltons ou um seu

fragmento,

34,- Processo de acordo com a reivindicagZoe 33, caracteri-
zado pelo facto de das células precursoras de neutrdéfilos serem

células HI~60,



35, = Processc de acordo com a reivindicacsc 33, caracte-
rizadc pelo facto de se tratar a suspensZfo de células prscurso-

ras de neutréfilos com um ageate inibidor da procteass apropria-

do, antes da fasze d).

36. = Frocesso de acordo com & reivindicagfo 33, caracte-

rizado pelo facto de se tratar a suspensfo de neutréfilos lise-

dos*com um agente quelante apro riado, antes dea fase e).
& ’

37, = Prccesso de acsrdo com a reivindicag3o 33, caracteri

zadc pelo facto-de ze purificar a fase de protelaa soluvel per

cromatografia de permuta idénica.

38, = Prccesso de accrdo com 2 reiyindicagZo 33, caracte-

rizado pelo facto de se purificar a fase de proteina soldvel por

cromatografia 2e exclusZoc.

329, - Frocessc de acocrdo coam a reivindicagdc 33, caracte-

. . po e 4.
rizadc pelo factc de se purificar a fase de provelns soluvel

por cromatografia de afinidade.

4G. - Frocesso de acordo com a reivindicugdo 33, caracte-
rizado pelo fuZto de se purificar a fase ds protefna soclivel

por cromatcirafia de imunoafinidade.



41 ,- DProcesso para a preparagfo de polipeptidos de leucd-
citos polimorfonuclearés humanos com um peso molecular aparente

de cerca de 12.¢00 daltons, caracterizado pelo facto de se de-
senvolver um sistema vector hospedeiro sob.condig¢les aprepriadas
que permitem a produgfo de polipeptidos de leucédcitos polimor-

fonucleares humanos e de se isolar os referidos polipertidos,
compreendendo o referido sistema vector gczpedeiro um plasmideo

em um hospedeiro apropriado e incorporando o referido plasmideo

uma molécula de DMA gque cclifica o polipeptido,

42 .- Processo de acordo com a reivindicac¥c 41, caracteri-
zado pelo facto de ¢ polipertido possuir uma fung3o respiratdria
indépendente, actividade antimicrobiana contra bactérias e fungos
para um pH desde cerca de 5,0 até cerca de £,0 e para upa concen-
tracZo até 1lOmi! de iZes célcio, actividade bacterizna para con-
centrag8es de cloreto de sédio até cerca de 0,3 e actividade

antifingica para ccncentragdes de cloretc de sédio até cerca de

0,154,

43 - Processo par:s eliminar microrganismos, . .caracterizado
pelo facto de se fazer contactsr os referidos microrganismos com
ura quantidade eficaz de pelc menos 0,0lmg de um polirestido pre-

parado pelo processo de acordo com a reivindicagZo 41, por 10

microrganismos.



4
-77-

Processo para a preparagZo de polipetidos purificados

44 -
com um peso molecular aparente de 18.00D0 daltons, caracterizadc

pelo tfacto:

a) de se cultivarenm células precursoras de neutrdfilos;
b) de se recelherem as células precursoras de neutrdfiles

cultivadas; : ,
¢) de <ce suspenderem as referidas células precursoras de neu

tr§filos cultivadas em um agente tamp3o apropriado;
d) de se trafar a suspensZo de células precursoras de neutré~

filos resultantes-para se obter uma suspensfo de células
precursoras de neutrdfilos lisadas;
e) Je se separar a suspensfo tratada de .células precursoras
de neutréfilos lisadas para se obter uma fase de células
intactas e nicleos e uma fase sobrenadante pés-nuclear;
f) de se isclar a fase sobrenadante pbs-nucleur;
g) de se tratar a fase sotrenadante pés-nuclear com um reagen
te de extracgio tende um pri inferior a cerca de 8,0 e caraz
e solupilizar as protefnas dz2 membrana, para se ooter uma
fase reagente de extracg3o e numa fasé de membrana insolidvel;
h) de se separar a fase reageate de extracgdc da fase.de mem-

brana insoldvel, para se obter uma fase_de proteina soldvel

e uma fase de membrana insoldvel;

i) de se isolar a fase de proteina solfvel; e
J) de se purificar 4 fase de proteina soldvel isolada pera se

cbter um polipeptido purificado com 18,000 daltons.



45,- Processo de acordo com a reivindicaglo 44, caracteri-

zado pelo facto de as células precursoras de neutréfilos serem

células HI~&0.

46,~ DProcesso de acordo com a reivindiczg#o 44, caracteri-

zado pelo facto de se tratar a suspens3o de células precursoras

de neutrdfilos com um agente inibidor da protease,antes da fased)

47 - Processo de acorde com & reivindicagdo 44, caracteri-~
zado pelo fa&to ds se tratar a suspensZc de neutréfilos lisados

com um agente quelante, antes da fase e).

48 - Processo de acordo com a reivindicag3d #4, caracteri-

zado pelo fasto de se purificar z fase de proteina coldvel por

cromatografia de permuta idnica.

49 - Processo de accrdo com a reivindicagfo 44, caracteri-

zaic pelo facto de se purificar a-fase de proteina soldvel por

cromatografia cde exclusZo.

50.- Processo de acordo com a reivindicagfc 44, caracteri-

zado pelo facto de se purificar a fase de protefna soléivel por

cromatografia de afinidade.

=1,- Procesgo de acorio com a reivindicag3o 44, caracteri-
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zado pelo 1acto de se purificar a fase de proteina soldvel =eoz

cromatografia ds imunoafinidade.

52,- Processo para a preparacio de polipeptidss de leucd-
citos polimorfonucleares fumanos €O2 uUm DESO mclecular aparente
de cerca de 54,000 daltons, funglo respiratdériz independente,
actividade antibacteriana paré um p3 compreendido entre cerca de
5,0 e cerca de 8,0, para concentragdes de ifes célcio até cerca

de 1024 e de ‘cloretc 2 sédio até cerca de C,3 M, caracterizaio

pelo facto de se desenvolver um sistema vector hospedeiro, sod
vonii¢¥es aproprisdas que Permifed 2 produc3c de polipestidos de
leucdcitos polimorfonucleares humanos e de se isalar os. polipepti
dos de leucdcitos polimorfonucleares humaros resultantes, com~
preendendo o referidc sistema vecter hospedeiro um plasmideo em

un aocpedeiro apropriado contendo o referido plasmfdeo uma molé-

cula de DNA que codifica o polipeptice.

53,- DPrtcessc de acorio com & reivirdicagfic 52, caracteri-
zado pelo facto de ¢ polipeptido purificadc incorporar a sequén-
cia de amino4cidds de férmula geral Val-Asn~Pro-Gly-Val-Val-Val-
—Arg—Ile-Ser—Glp—Lys—GlyuLeu—Asp—Tyr—Ala—Ser—Glanln-Gly-Thr-

-A;a—Ala—Leu-ﬁln—X—X—Lbu—Lys-His-Ile-Lys—Ile-Prc-Asp—Tyr—Leu no

N-terminal.

54,- Frcresso parz a preparagfo de solipeptilos purifica-
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dos com um peso ‘molecular aparente de 54.000 daltons, caracteri-

zado pelo facto:

a) de se cultivarem células precurcoras de neutrdfilos;
n) de se recolherem as células precursoras de neutréfilos cul-
tivadas;

¢c) de se suspenderem as células precurscras de neutrdfiles cul
tivadas er um agente tampdo aéropriadc;

¢} de se tratar @ suspensio de células precurzoras de neutrd-
filos, rezultante para se cbter uma sué?ensao de células precur-
soras de neutrdfilos lisadas;

e) de se separar a suspens3o de células precursoras de neutrd
filos lisadas tritada para se. cbter uma face de células intactas

L 4

e nfcleos e uma fase sobrenadante pds-ruclear;
f) 3% se isolar a fase sobrenacante pés-nuclear;

) de se tratar a fase sobrenadante pés-nuclear com um reagen-

™

te de extracg¥o tendo um pH infericr a cerca de 5,0 e capaz de
colubiliizar as protefnas da membrzna, para se obter uma face
r-agente de extracgfo e uma fase de membrana insolivel;

“a) de se separaf a fase reagente de extracgic da fase de mem-
vrana insollivel para se obter uma fase de protefna Sollivel e uma
fase de membrana insoldvel;

i) de se isolur a fase de prrotefna colivel; e
j) de se purificar a fase de rrotefra sclivel isolada rara €€

obWter um polipeptidec purificals com 54.03C daltons.



%5,- Processo de acordo com a reivizdicacBo 5%, caracteri-

zado pelo factc de as células precursoras de neutrdfilos serem

cédlulas HI~4O.

56.- Processo de acordo con 2 reivindicacg®o 54, caracteri-

zado pelo facto de se tratar a cuspensfo das células precursoras

de geutréfilos com um agente inividor da protease apropriade,

‘antec da fase d).

57.- Processo de acordo com a yeivindicag2o 54, caracteri-

zado pelo facto de se tratar a suspersic dos neutréfilos lisados

com um agente quelanté‘apropriado antes da fase e)

58 ,- FProcessc de acordo com a reivindicagdo g4, caracteri-
zade pelo factc de se purificar a fase de protefna soldvel por

cromatografia de permuta iénica.

59,- Frccesso de accrdc com 2 reivindicagZo 54, caracteri-
zado pelo facic de se purifizar a fage de proteina solivel por

cromatografia de exclusfo de tamanhos,

60.- TFrocesso de acordc com 2 reivindicac#io 54, caracteri-
zado pelo facto de se purificar a fase de proteina sollvel por

cromatosrafia de afinidade.
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61.- ZFrocecso de acordo com a reivindicag8c 54, caracteri-

zado pelo facto de se purificar a fase de protefna sclivel por’

cromatografia de imunoafinidade.

62,~ TFrocesgso para a preraragdo de polipeptidces de leucdci~
tos polimorfonucleares humanos cOL um peso rolecular aparente de
cerca de 29.000 daltons, fungBo respiratéria independente, acti-
vidade antimicr viana contra bactérias e fungos a um i compreen-
diéc entre cerca de 5,0 e cerca de 8,0 e para uma concentragdo
a+& cerca de 10mX de iZes cdlcio, actividade hactericida até
cerca de 0,3M de concentragles de cloreto de cbdio e actividade
fungicida até cerca de C,151 de concentragdes de cloreto de sbédio,
carscterizado pelo facto de se desenvelver um ristera vector hos-
pedeirc gque incorpora um rlasmfdec ex uz hospedeiro aprorriade e
de o referidc pldsmideo conter uma mclécula de DNi que codifica
o polipeptido, cob condigles que~permftem a produgdo de rolipe-
ctidos de leucdcitss polimerfonucleares humance e de sé isolar

iferois os pclipepticdos de leucdcitcs polimorfonucleares humancs

recultantés.

€3.- FProcesso para eliminar funges, caracterizaic pelo facto

de ce fazer ccntactar os referidos fungos com uma quantidade

: , 5 : .
eficaz de pelo itaros J,0lmg por 10” fungos, de um polipeptildo de
leucécitos polimcrfonucleares humanos, preraradc pelo processo

de acurdec ccm a reivindicagfc &1,
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64.- Frocesso de.scerdo rem 2 reivindicagle 67, caraeteri-
zado pelo facic de © polipeptido de ieucdcitos polimorfonuclea-

res estur presente em um extracto Ge graaulcs azurdfilos.

65.- Frocessc de acordc com a reivindi.cagdo CJ, caralue~

an

3
i

zado pelo factc de o polipeptido de leucbcitos polimorfonu-

cleares humanos ser a elastase,

66.~ Freccesso de accrde ccm @ reivindicacZc &7, caracte-
rizado pelo facto de © polipeptido de leucéeitos polimorfonuclea

res buzancs ser a catepsina G,

Tisboa, 12 de Maio de

A A,
PPN

1988

)

gt e ’

R
/V”L/_.



TN

RESUMO

"Processo para a pre aracao de com osicoes
P

que contem proteinas antimicroblanas e sua

vtilizagac"

A presente invengao proporciona um processo para a'preparacéo
de uma composicdo de matéria Util como agente antimicrobiano.
Esta composicdo de matéria & constituida por pelo menos dois poli-
peptidos escolhidos no grupo constituido por polipeptidos do leu-

cScito poli-morfonuclear humano que possui um peso molecular apa-

rente de cerca de 3.500 daltons, cerca de 13.000 daltons, cerca

de 18.000 daltons, cerca de 29.000 daltons e cerca de 54.000 dal-
tons. A composicdo de matéria possui uma actividade antimicrobia-
na independente das manifestacdes respiratdrias, para as bactérias
e fungos, para um pH compreendido entre cerce de 5,0 e cerca de
8,0 e para concentracoes do iG0 calcio até cerca de 10mM, activi-

dade bactericida para concentragoes de cloretc de sédio ate cercs

de 0,3 M, € actividade fungicida para concentracces de cloretc ce
c&dio até cerca de 0,15 M. Também se prcporciona um método para
a preparacao de polipeptidos purificados (teis como agentes anti-

microbianos.

Lisboa, 26 de llovembro de 1987
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FIGURA 20A

60 70 80 9? 100 110
| | I |
ATGAAACTCCCCTTACTTCTGGCTCTTCTATTTGGGGCAGTTTCTGCTCTTCATCTAAGG
10 20

|
METLysLeuProLeuLeuLeuAlaLeuLeuPheGlyAlaValSerAlaLeuHisLeuArg

12? 13? 140 150 160 170
I I I
TCTGAGACTTCCACCTTTGAGACCCTTTGGGTGCTAAGACGCTGCCTGAGGATGAGGAGA
30 40

|
SerGluThrSerThrPheGluThrLeuTrpValLeuArgArgCysLeuArgMETArgArg

18? 190 20? 210 220 23?
I I |
CACCAGAGCAGGAGATGGAGGAGACCTTGCAGGGAGCTGGAGGAAGAGGAGGAGTGGGGC
50 60

HisGlnserArgArgTrpArgArgProCysArgG1uLeuG1uGluGluGluG1uTrpGly

240 250 260 270 280 290
| | f
TCTGGAAGTGAAGATGCCTCCAAGAAAGATGGGGCTGTTGAGTCTATCTCAGTGCCAGAT
70 80

SerGlySerGluAspAlaSerLysLysAspGlyAlaValGluSerIleSerValProAsp

300 310 320 330 340 350

I | I | | I
ATGGTGGACAAAAACCTTACGTGTCCTGAGGAAGAGGACACAGTAAAAGTGGTGGGCATC
90 100

|
METVa1AspLysAsnLeuThrCysProGluG1uGluAspThrValLysValValGlyIle

360 370 380 390 400 410
| | | | |
CCTGGGCGCCAGACCTGCCGCTACSTCCTGGTGAGAAGTCTTCACACGTTTAGTCAAGCT
110 120

I |
ProG1yArgGlnThrCysArgTereuLeuVa1ArgSerLeuGlnThrPheSerGlnAla



FIGURA 20B

42? 43? 44? 45? 46? 470
TGGTTTACTTGCCGGAGGTGCTACAGGGGCAACCTGGTTTCCATCCACAACTTCAATATT
130 140

TrpPheThrCysArgArgCysTyrArgG1yAsnLeuValserI1eHisAsnPheAsnIle

48? 490 500 510 520 530
I
AATTATCGAATCCAGTGTTCTGTCAGCGCGCTCAACCAGGGTCAAGTCTGGATTGGAGGC

150 160

I
AsnTyrArgIleGlnCysSerValSerAlaLeuAsnGlnGlyGlnValTrpIleGlyGly

540 550 56? 57? 58? 590
I I
AGGATCACAGGCTCGGGTCGCTGCAGACGCTTTCAGTGGGTTGACGGCAGCCGCTGGAAC

170 180

Ath1eThrG1ySerGlyArgCysArgArgPheGlnTrpValAspGlySerArgTrpAsn

600 610 620 630 640 650
| | |
TTTGCGTACTGGGCTGCTCACCAGCCTGGTCCCGCGGTGGTCACTGCGTGGCCCTGTGTA
190 200

PheAlaTerrpAlaAlaHisGlnProGlyProAlaValValThrAlaTerroCysVal

660 670 680 690 700 710
CCCGAGGAGGCTACTGGCGTCGAGCCACTGCCTCAGAAGATTCCTTICATCTGTTCCTAC
210 220

ProGluGluAlaThrGlyValGluProLeuProGlnLysIleProPheIleCysSerTyr

TGA
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FIGURA 22
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