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RESUMO

“PEPTIDEO ANTIMICROBIANO DENOMINADO PAPILOSINA, GENE QUE
CODIFICA O REFERIDO PEPTfDEO, VECTOR, ORGANISMO

TRANSFORMADO E COMPOSIGAO QUE O CONTEM”

A presente invencdo refere-se a um peptideo
antimicrobiano, a partir daqui denominado papilosina,
isolado a partir de um invertebrado marinho, em que a
sequéncia de aminoacidos é a seguinte:
GFWKKVGSAAWGGVKAAAKGAAVGGLNALAKHIQ, seus derivados, seus
fragmentos e um polipeptideo que o compreende. A presente
invencéo refere-se igualmente a organismos hospedeiros
transformados e capazes de produzir o peptideo da invencdio,
tais como microrganismos, células animais, células vegetais
e plantas. A presente invencdo refere-se por fim a uma

composicdo antimicrobiana contendo o peptideo da invencéo.
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DESCRICAO

“PEPTIDEO ANTIMICROBIANO DENOMINADO PAPILOSINA, GENE QUE
CODIFICA O REFERIDO PEPTfDEO, VECTOR, ORGANISMO

TRANSFORMADO E COMPOSIGAO QUE O CONTEM”

A presente invencédo refere-se a um novo peptideo
antimicrobiano, de aqui em diante denominado papilosina,
identificado e purificado a partir de um extracto de um

invertebrado marinho.

Numerosas doencas (tuberculose, pneumonias,
patologias urindrias,..), apesar de bem controladas apds o
surgimento dos antibidticos, constituem nos dias de hoje
patologias reemergentes, de prognéstico freguentemente
fatal, como consequéncia da ineficécia dos antibidticos

classicos.

Com efeito, outrora um flagelo implacavel, a
tuberculose (provocada pelo bacilo Mycobacterium
tuberculosis) tinha regredido nos Ultimos quarenta anos nos
paises industrializados, gracas ao melhoramento das
condigcbes sociais e a aplicacdo de um tratamento
antibidético eficaz. Ela reapareceu sob uma forma mais
virulenta em meados dos anos de 1980 em varios pailses,
nomeadamente em Franca e nos Estados Unidos. As “novas”

formas do bacilo sdo resistentes aos antibidticos cléssicos
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(estreptomicina, isobiazida, rifampicina), assim  como

outros antibidticos recentemente eficazes.

De igual modo, as infeccgdes ditas nosocomiais
frequentemente contraidas no ambiente hospitalar sdo as
mais frequentemente muito dificeis de controlar devido as
suas resisténcias aos antibidéticos disponiveis. 20 a 25%
dos Pneumococos isolados no ambiente hospitalar em Franca
revelaram-se muito resistentes aos antibidticos da familia
dos macrolidos e 20 a 49% dos Stapaylococcus aureus

isclados no hospital nos EUA sdo resistentes a meticilina.

A existéncia e o aparecimento constante de
bactérias cada vez mais resistentes aos antibiéticos
induzem uma pesquisa importante por parte da indastria
farmacé&utica e torna absolutamente necessaria a descoberta

de novas familias de antibidticos.

O bidtipo marinho é considerado como o mais rico
em habitats diferentes do globo, mas igualmente como o
menos conhecido dos cientistas. Ele é assim o bergo pré-
bidético do nosso planeta (3 milh&es de anos de evolugdo).
Isto tem por consequéncia uma diversidade de espécies, de
sistemas de organizagdo, de formas e de solugdes
adaptativas. ©Esta Dbiodiversidade ¢é a fonte de uma
guimiodiversidade, uma fonte potencial de compostos
naturais novos. As investigacdes j& conduziram a descoberta
de substéncias notaveis, tanto pelas suas estruturas como

pelas suas actividades bioldgicas. Muitos milhares de
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substéncias estdo hoje relatadas: mais de 150 publicacgdes,
derivadas de novos metabolitos  secundarios, surgem
anualmente desde hé& mais de dez anos. Alguns destes
metabolitos sdo objecto de ensaios clinicos ou Jj& estéo
comercializados. Outros compostos, como as toxinas de
microrganismos marinhos (ciguatoxina, brevetoxina,
saxitoxina ou tetrodotoxina) sdo ferramentas de escolha em
neurcfisiologia e, em particular, no estudo de canais

idénicos.

Presentemente, mais de metade das moléculas de
origem marinha susceptiveis de serem utilizadas no dominio
da salde destina-se ao tratamento do cancro. Em vinte e
cinco anos, de 1970 a 1995, mais de 130 substéncias
marinhas foram certificadas no mundo pelas suas

propriedades terapéuticas.

Curiosamente, o dominio dos antibidticos foi um
poucc esquecido. A pesquisa de novos peptidecs antibidticos
nos invertebrados  marinhos s6 foi abordada muito
recentemente. Os peptideos antimicrobianos s&o moléculas em
gue o alvo é a membrana bacteriana. Por consequéncia, para
adguirir uma resisténcia em relacdo a este tipo de
moléculas, ©0s microrganismos devem alterar a composicgdo e
organizacdo dos seus lipidos membranares. Esta solugdo,
dificil do ponto de vista evolutivo, explica pocrgue &€ que a
resisténcia dos microrganismos em relacdo a este tipo de

antibidéticos é raramente referenciada.
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Deste modo, 0s trabalhos dos requerentes
permitiram colocar em evidéncia e purificar um novo
peptideo antibidtico, posteriormente denominade papilosina,
tendo em consideracdo o facto de ndo apresentar nenhuma
homologia de estrutura primaria em relacdo a outras
moléculas descritas na literatura e gue foi purificado a
partir de uma espécie de tunicado, a ascidia solitéaria
Halocynthia papillosa na qual este tipo de molécula nunca
tinha sido pesquisado. A actividade antimicrobiana da
papilosina foi avaliada no laboratdério: trata-se de uma
molécula bacteriolitica activa sobre as bactérias Gram
positivas e Gram negativas. Esta molécula é particularmente
interessante devido ao seu modo de acgdo particular. Com
efeito, este Ultimo ndo permite induzir resisténcia por

parte dos alvos bacterianos.

Nas seguéncias peptidicas relatadas em seqguida,
0s aminocacidos s&o representados pelo seu cédigo de uma
letra, mas podem ser também representados pelo seu cddigo

de trés letras segundo a nomenclatura abaixo.

A Ala alanina

C Cys cisteina

D Asp acido aspartico
E Glu acido glutémico
F Phe <fenilalanina

G Gly glicina
H His histidina

I Ile 1isoleucina
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K Lys lisina

L Leu leucina

M Met metionina
N Asn asparagina
p Pro prolina

Q Gln glutamina

R Arg arginina
S Ser serina
T Thr trecnina
Vv Val wvalina

W Trp triptofano

Y Tyr tirosina

A presente invencdo refere-se assim a um peptideo
isolado de 34 amino&dcidos cuja sequéncia de amincacidos & a
seguinte: GFWKKVGSAAWGGVKAAAKGAAVGGLNALAKHIQ (SEQ ID N° 1,
na lista de sequéncias em anexo), seus derivados e seus

fragmentos.

A titulo de «derivados» do peptidec da invencéo,
podem citar-se os peptideos que apresentam uma modificacdo
pés-traducdo e/cu uma modificacdo guimica, em particular
uma glicosilacgéo, uma amidacéo, uma acilacéo, uma
acetilacdo, uma metilacdo do mesmo modo que o0s peptideos
gue comportam um grupo protector. Entende-se por “grupo
protector”, de acordo com a presente invencdo, dqualquer
grupo que permita evitar a degradacdo do peptideo da

invencdo.
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Os derivados do peptideo da invencdo podem
igualmente ser agueles em que um ou varios aminoadcidos sdo

enantidmeros, diastereoisdmercs, aminodcidos naturals de

conformacéo D, aminodcidos raros, nomeadamente
hidroxiprolina, hidroxilisina, alo-hidroxilisina, 6-N
metilisina, N-etilglicina, N-metilglicina, N-
etilasparagina, alo-isoleucina, N-metilisoleucina, N-
metilvalina, piroglutamina, acido aminobutirico e

amincédcidos sintéticos, nomeadamente ornitina, norleucina,
norvalina, c¢iclo-hexilalanina e aminocédcidos dmega. A
invencédo cobre igualmente os retropeptideos e o0s retro-
inversopeptideos, do mesmo modo cue os peptideos nos quais
a cadeia lateral de um ou varios aminodcidos & substituida
pelos grupos gque ndo modificam a actividade antimicrobiana

do peptideo da invencéo.

A titulo de «derivado» do peptideo da invencéo,
incluem-se igualmente os peptidecs de apresentam 70%, 75%,
80%, 85%, 90% e/ou 95% de identidade com o peptideo da

sequéncia SEQ ID N° 1,da lista de sequéncias em anexo.

A titulo de «fragmentos» do peptideo da invencéo,
entendem-se fragmentos de menos de 7 aminodcidos que
apresentam uma actividade antibacteriana. A actividade
antimicrobiana dos derivados e dos fragmentos do peptideo
da 1invencdo pode ser colocada em evidéncia gragas aos

testes in vitro aqui descritos abaixo nos exemplos.
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A invencdo refere-se também a um polipeptideo
isclado compreendendo o peptideo da invencdo. A invencédo
compreende mais particularmente um polipeptideo
compreendendo o peptideo da invencdo do qual uma e/ou outra
das extremidades do respectivo peptideo, compreendendo um
ou varios aminoidcidos necessarios a sua expressdo e/ou ao
seu direccionamento num organismo hospedeiro. o)
polipertideo da invencdo pode apresentar um peptideo sinal
ou de trénsito de modo a dirigir a secrecdo do peptidec ou

polipeptideo da invencdo num organismo hospedeiro.

O peptideo, seus derivados e seus fragmentos, tal
como o0s polipeptideos da invencdo podem ser sintetizados
guimicamente de acordo com as técnicas conhecidas do
especialista na técnica.

A invencédo refere-se igualmente a um
polinucledtido isolado caracterizado por codificar o
peptideo ou um polipeptidec da invencdo. Entende-se por
“polinuclebtido”, de acordo com a invencdo, uma seguéncia
nucleica de tipo ADN ou ARN, de um modo preferido ADN,
nomeadamente de cadeia dupla. O especialista na técnica
conhecendo o cdédigo genéticc e a seguéncia de aminoacidos
do peptideo da invengdo consegue isolar um polinucledtido
codificando o© peptideo da invencdo por rastreio de
bibliotecas de 4&cidos nucleicos utilizando um ou varios
oligonuclebtidos deduzidos a partir da sequéncia de
amincdcidos do peptideo da invencdo. O especialista na
técnica tem igualmente & sua disposicdo as ferramentas

informaticas capazes de, a partir de uma sequéncia de
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aminocacidos, fornecer a sequéncia nucleotidica correspon-

dente (Proteina em cddigo reverso).

A invencdo refere-se igualmente a polinucledtidos
isclados que compreendem modificagdes ao nivel de um ou
varios nucledtidos resultantes da degenerescéncia do coédigo
genético e que codificam para uma mesma sequéncia de

aminocdcidos do peptideo da invencéo.

A invencdo cobre igualmente os polinucledtidos
isclados codificando o peptideo ou um polipeptidec da
invencdo e capazes de  hibridarem nas condi¢bes de
restringéncia com o referido peptideo ou com os referidos
polipertideos. Entende-se por «condig¢des de restringénciaym,
de acordo com a presente invencdo, as condigdes referidas
por Sambrook et al. (Molecular Cloning, 1989, Noland C.

ed., New York: Cold Spring Harbor Laboratory Press).

A invencdo cobre igualmente as sequéncias
nucleotidicas complementares dos polinucledtidos isolados

definidos abaixo, assim como os ARN correspondentes.

A presente invengdo refere-se igualmente a um
vector de clonagem e/ou de expressdc caracterizado por
conter um polinucledtido de acordo com a invencdo para
transformar um organismc hospedeiro e expressar neste
Gltimo o peptideo ou um polipeptideo da invenc&do. De modo
vantajoso, © vector de clonagem e/ou de expressdo pode

conter, outro polinucledtido codificando um peptideo ou um
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polipertideo da invencdo, pelo menos um elemento escolhido
a partir do grupo de promotores constitutivos, promotores

indutiveis, elementos terminadores.

De um medo preferido, o referido vector
compreende, ligado entre eles de um modo operacional, um
promotor, um polinucledtido codificando o peptideo ou um
polipeptideo da inven¢do e um elemento terminador. Entende-
se por "ligado entre eles de modo operacional", de acordo
com a invencdo, os elementos ligados entre eles de modo a
gque o funcionamento de um dos elementos seja afectado pelo
de um outro. A titulo de exemplo, um promotor é ligadc de
um modo operacional a uma sequéncia codificante assim que
seja capaz de afectar a expressdo deste Ultimo. Os
elementos reguladores da transcricdo, da traducdo e da
maturacdo dos peptideos que o vector pode compreender s&o
conhecidos do especialista na técnica e este Ultimo & capaz
de os escolher em fun¢do do organismo hospedeiro no qual a

expressdo ou a clonagem irdo ser realizadas.

O vector da invengdo é escolhidc vantajosamente
de entre um plasmideo, um cosmideo, um bacteriéfago e um
virus, em particular um baculovirus. De um modo preferido,
0 peptideo da invenc&dc & um vector de replicacido autdnoma
comportando o0s elementos que permitem a sua manutencdo e a
sua replicacdo do organismo hospedeiro como uma origem de

replicacéo.
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Por outro lado, o vector pode comportar elementos
gque permitem a sua selecgdo no organismo hospedeiro como,
por exemplo, um gene de resisténcia a um antibidético ou um
gene de seleccdo que assegurem a complementacdo com o
respectivo gene removido ao nivel do genoma do organismo
hospedeiro. Tais vectores de clonagem e/ou de expressdo sdo
bem conhecidos do especialista na técnica e estédo

amplamente descritos na literatura.

A invencdo refere-se igualmente wum organismo
hospedeiro caracterizado por ser transformado com o auxilio
de um vector da invencdo. Por «organismo hospedeiro», de
acordo com a presente invencdo, entende-se todo o organismo
mono ou pluricelular, inferior ou superior, no qual um
polinucledétido da invencdc é introduzido para a producio de
um peptideo ou de um polipeptideo da invencdo. Especialista
na técnica conhece diferentes métodos para introduzir, de
forma eficaz um polinucledétido num organismo hospedeirc de
modo & que, no organismo hospedeiro, © peptideo ou
polipeptideo codificado pelo referido polinucledtido seja
produzido. A titulo de exemplo e de modo ndo exaustivo,
este método pode ser uma electroporacido, uma lipofeccéo,
uma transformacdo biolégica de um vegetal wutilizando

Agrobacterium tumefasciens, etc...

De acordo com uma forma preferida da invencdo, o
organismo hospedeiro & um microrganismo tal como uma
levedura, uma bactéria ou um fungo. A transformacdo desses

microrganismos permite produzir o peptideo da invencdo a
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escala semi-industrial ou industrial. O especialista na
técnica conhece tals microrganismos e sabe como transforma-

los sem necessidade de um esforco inventivo.

De acordo com uma outra forma da invencgdo, ©
organismo hospedeiro é uma célula animal tal como uma
célula de mamifero.

De acordo com uma outra forma da invencdo, o0
organismo hospedeiro é uma célula vegetal ou uma planta.
Por «célula vegetal» entende-se, de acordo com a presente
invenc&o, toda a célula proveniente de uma planta podendo
constituir tecidos indiferenciados, tais como caules,
tecidos diferenciados, tais como embrides, ©partes de
plantas, plantas ou sementes. Por «plantaw», entende-se, de
acordo com a invencdo, todo o organismo multicelular
diferenciado capaz de fotossintese, em  particular
monocotiledénias ou dicotileddénias, mais particularmente,
plantas de cultura destinadas ou ndo a alimentacdc animal

ou humana.

Por consequéncia, o organismo hospedeiro de
acordo com a invencdo é seleccionado entre microrganismos,

células animais, células vegetais e plantas.

O peptideo da invenc&o ¢& igualmente Gtil para
conferir as plantas uma caracteristica de resisténcia a
doengas microbianas. A invengdo refere-se, deste modo,
igualmente a uma célula vegetal resistente a doencas

microbianas compreendendo um polinucledtido da invencdo e
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expressando o peptideo ou um polipeptideo da invencdo. A
invencédo refere-se igualmente a uma planta compreendendo
pelo menos uma célula vegetal resistente a doencas

microbianas, tal como definido acima.

Finalmente, a invencdo visa rentabilizar as
propriedades antimicrobianas do peptideo da invencdo para
prevenir e/ou tratar as infec¢des microbianas tanto para o
homem como para o animal ou as plantas. No ambito da
presente invencdao, entende-se por «propriedades
antimicrobianas», bem como propriedades antibacterianas ou
propriedades antiftngicas. A inven¢do refere-se, deste
modo, vantajosamente a utilizacdo do peptideo da invencdo a
titulo de medicamento em terapia humana e animal. Refere-se
igualmente & utilizacdo do peptidec da invencido para o
tratamento de plantas contra as infecgbdes microbianas,
aplicando o vreferido peptideo directamente sobre as
plantas. A presente invencdo refere-se, deste modo, a
utilizacdo de um peptideo ou de um polipeptideoc da invencgdo
como agente antimicrobiano e, mais particularmente como
agente antibacteriano activo contra &as bactérias Gram
positivas e contra as bactérias Gram negativas. A presente
invencdo refere-se igualmente a utilizacdo de um peptideo
ou de um polipeptidec da invencdo para a preparacido de uma
composicdo antimicrobiana e, mais particularmente,
antibacteriana destinada a lutar contra as bactérias Gram

positivas e as bactérias Gram negativas.
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A invengdo refere-se ainda a uma composigdo
antimicrobiana compreendendo como agente activo o peptideo
da invencdo ou um polipeptideo da invencdo vantajosamente
associado na referida composicdo a um veiculo aceitéavel. A
composicdo actua mais particularmente contra as bactérias
Gram positivas e as bactérias Gram negativas. A composicéo
antimicrobiana da invencdo pode ainda compreender um outro

principio activo tal como um outro agente antimicrobiano.

Por "veiculo" entende-se, de acordo com a
presente invencdo, toda a substdncia que & adicionada ao
peptideo ou ao polipeptideo da invencdo para favorecer o
seu transporte, evitar a sua degradacdo substancial na
referida composicdo e preservar as suas propriedades
antimicrobianas. O veiculo é seleccionado em funcdo do tipo
de aplicacdo da composicdo. Nomeadamente, uma vez gue a
composicdo é aplicada numa utilizacdo farmac&utica em satde
humana e animal, o especialista na técnica seleccionard o
veiculo farmaceuticamente aceitavel adaptade a via de

administracdo da composicdo farmacéutica da invencdo.

Deste modo, as composi¢Bes farmacéuticas de
acordo com a invencdo s&do constituidas por, pelo menos, o
peptideo ou o polipeptideo da invencdo sob a forma livre ou
sob a forma de um sal de adigdo com um acido farmaceutica-
mente aceitédvel, no estado puro ou sob a forma de uma
composicdo na qual estd associado a qualquer outro produto

farmaceuticamente compativel. As composicgdes farmacéuticas
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de acordo com a invenc¢do podem ser empregues por via oral,

parentérica, rectal ou toépica.

A titulo de composigdes sdlidas para
administracdo oral, podem utilizar-se comprimidos, pilulas,
pds, etc... em que o peptideo ou o polipeptidec da invencgédo
sdo misturados com um ou VvArios diluentes inertes
classicamente utilizados, e eventualmente com outras
substéncias, tais como, por exemplo um lubrificante, um

corante, um revestimento, etc....

A titulo de composicdes liquidas para
administracdo oral ou ocular, podem utilizar-se suspensdes,
solugdes, emulsdes, =xaropes farmaceuticamente aceitéveis
contendo diluentes inertes c¢lassicamente utilizados e,
eventualmente, outras substéncias, como produtos

humidificantes, edulcorantes, espessantes, etc....

As composicdes  estéreis para administracao
parentérica podem ser solucdes agquosas ou ndo, suspensdes
ou emulsbes. Como solvente ou veiculo, pode empregar-se
dgua, propilenoglicol, &leos vegetais ou outros solventes
organicos convenientes. Estas composic@es podem igualmente
conter adjuvantes, como agentes humidificantes,

isotonizantes, emulsificantes, etc....

As composicdes para a administragido todpica podem
ser, por exemplo, cremes, log¢des, colirios, gotas nasais ou

oculares ou aerossol.
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Quando a composig¢do antimicrobiana da invencdo é
reservada para uma utilizacdo agroquimica, © veiculo & um
veiculo agroquimicamente aceitével adaptado a uma
administracdo sobre as plantas ou a proximidade das plantas

sem as degradar.

Nas  composic@es  antimicrobianas objecto da
presente invencdo, a quantidade de peptideo ou de
polipeptideo objecto da invencdo utilizado vantajosamente
estd compreendida entre 0,1 e 50 uM, de acordo com as
aplicagdes. Contudo, ¢é evidente que o especialista na
técnica saberad adaptar esta quantidade em func&o do tipo de
composicBes antimicrobianas 1. e., composicdes farmacéuti-
cas ou composicdes agroguimicas e em funcdo do modo de

administracdo das referidas composicdes.

A presente inveng¢do refere-se igualmente a um
método para prevenir e/ou tratar uma infecg¢édo microbiana e,
mais particularmente, wuma infeccdo bacteriana provocada
tanto por bactérias Gram positivas comc Gram negativas. O
presente método compreende a administracdo a um individuo
de uma quantidade eficaz de um ©peptideo, de um
polipeptideo, de um polinucledtido ou de uma composicgdo de
acordo com a presente invencdo. Por «individuo», entende-
se, no ambito da presente invencdo, qualquer animal ou
gqualguer ser humano ao qual foi diagnosticada uma infeccdo
microbiana, mas igualmente qualquer animal ou qualquer ser

humano susceptivel de sofrer dessa infeccgéo.
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Os exemplos gue se seguem permitem ilustrar a
presente 1invencdo e ndo devem ser interpretados como
limitantes da sua utilizacdo. Estes exemplos fazem mais
particularmente referéncia & caracterizacdc da papilosina,

sua purificagdo e sua actividade antibacteriana.

I. Isolamento da papilosina.

A caracterizacdo bioquimica desta molécula esté
completa. A papilosina foi isolada a partir de células
circulantes (hemdcitos) de ascidia. Ela foi purificada por
cromatografia liquida de elevado desempenho (HPLC) seguindo
a sua actividade através de testes realizados in vitro ao

longo do protocolo de purificacgdo.

I. 1. Isclamento a partir de hemédcitos de ascidias.

A recolhea de hemolinfa foi efectuada, apéds
lavagem em etanol de ascidias (eliminacdo de mucilagens),
por seccdo ao nivel do pé. A separacdo dos dois
compartimentos sanguineos (o plasma e os hemdcitos) faz-se
por centrifuga¢do de hemolinfa (1000 g durante 10 minutos).

Sd40 assim obtidos hemécitos no sedimento.

O sedimento celular é homogeneizado em 10 volumes
de acido acético a 2 M utilizando um homogeneizador, apds o
homogenato ser deixado durante 12 horas sob agitacdo a 4
°C. De seguida, este homogenato é centrifugado a 10 000 g

durante 20 minutos a 4 °C. O sobrenadante é agora submetido



PE1601769 -17-

a um primeiro fraccionamento numa coluna Sep-Pak C1l8 de
fase inversa (Sep-Pak Vac 1l2c¢c, Waters Corporacdo, USA,
ref: WAT036915). O sobrenadante & aplicado na coluna e sdo
eluidas trés fraccles de polaridade decrescente gracas a 3
solucdes preparadas a partir de agua ultrapura (EUP) e
acetonitrilo (ACN, HPLC Grau ©para Gradiente, ACROS
Organics, ref: 32573-0025) s&o adicionados acido

trifluorcacético a 0,05% (TFA, Fluka Chemika, ref: 91707):

ACN a 10% + EUP a 90% + TFA a 0,05%
ACN a o60% + EUP a 40% + TFA a 0,05%

ACN a 80% + EUP a 20% + TFA a 0,05%

Os extractos hemocitdrios s&o assim separados em
trés fraccbes. Estas diferentes fracedes sdo de seguida
congeladas a -80 °C, liofilizadas e ressuspensa em 1 mL de
EUP adicionado com TFA a 0,05%. E realizada seguidamente
uma centrifugacdo (10 000g, 20 minutos a 4 °C). O
sobrenadante constitui o material que sera utilizado para a

HPLC.

I. 2. Purificag¢do por HPLC.

Todas as etapas de purificacdo sio efectuadas com
um HPLC de tipo Waters (modelo 1525 HPLC Binary Pump)
equipado com um detector espectrofotométrico (modelo 2487
Dual A absorbance detector, Waters), um forno

termoestatizado com efeito Peltier (modelo 560-CIL, Cluzeau
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info labo) e ligado a um sistema de aquisigdo dos dados
(programa informético Breeze). As moléculas eluidas da
coluna sdo analisadas ao nivel do detector de UV em dois

comprimentos de onda (224 e 280 nm).

A primeira etapa de HPLC é aplicada a fraccéo
Sep-Pak 6¢0% que contém a papilosina. A eluic&o é realizada
em fase inversa numa coluna Sephasil C18 (250*%4, 6mm,
Waters, ref: WAT054275) seguindo um gradiente binario
linear: ACN e EUP adicionados com TFA a 0,05%. O gradiente
varia de 2% a 72% de ACN ao longo de um tempo de 90

minutos, o débito aplicado & de 1 mL/minuto.

As fraccdes eluidas s&0 detectadas rela
visualizacdo de picos de absorvéncia no monitor e séo
recolhidas em tubos de polietileno (tubos de baixa ligacédo
Minisorp, Merck eurclab, ref: 13183.01). Estas fraccles séo
a sequir congeladas, liofilizadas e recolocadas em EUP TFA

0,05%.

Estas sdo a seguir testadas quanto as suas
actividades antibacterianas. A fraccéo contendo a
papilosina & submetida a uma Ultima etapa de purificacgédo
efectuada em fase reversa numa coluna Sephasil (8
(150*%2.1mm, Waters, ref.: WAT056955). O gradiente de
eluicdo wutilizado inclui a percentagem de eluicdo da
fraccdo respectiva como a etapa de separacido precedente

(29% ACN): a Janela de eluicdo estd situada entre as
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o) o)

percentagens de acetonitrilo de -5% a + 5% em relacdo a

percentagem eluicédo obtida anteriormente.

Além disso, ¢é efectuado um intervalo de gradiente
ao longo do tempo (10% em 40 minutos) a fim de obter uma
separacdo mais fina. Esta segunda etapa de HPLC permite a
obtenc&do do produto puro. A eluicdo é efectuada em 40
minutos, com um débito de 0,3 mL/minutc, com um gradiente

bindrio linear: ACN/TFA e EUP/TFA.

II. Caracterizacido da papilosina.

ITI.1. Testes de actividade antibacteriana ao longo das

etapas de purificacéo.

Os testes de actividades antibacterianas, que permitem
sequir a actividade bioldégica ac longo das etapas de
purificacdo, s8o realizadas em microplacas (96 pogos,
Becton Dickinscon, USA, ref: 18572). As diferentes fraccgdes
recolhidas apdés a separacgio (Sep-Pak ou HPLC) sdo

congeladas, liofilizadas depois colocadas em EUP/TFA.

Estas sdo depois depositadas numa proporgdo de 10
BL em cada pog¢o da microplaca e é-lhes adicionado 100 pL de
cultura bacteriana (E. c¢oli) em meio Poor Broth (1%
bactotriptona, 0,5% de NaCl, pH 7,5) em que a densidade
dptica (DO) & levada a 0,001. Tudo & colocado sob agitacéo

(250 rpm) a 37°C durante 12 horas.
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II.2., Caracterizacdo bioquimica da papilosina.

Apds purificacdo, uma combinacdo de técnicas de
espectrometria de massa e de degradacdo de Edman, permitiu
ao Requerente obter a caracterizag¢do bioquimica completa
deste peptideo. Trata-se de um peptideo de 34 aminoédcidos
em que a sequéncia segue:
GEWKKVGSAAWGGVKAAAKGAAVGGLNALAKHIQ (SEQ ID N° 1 na listagem
de sequéncias em anexo). Este peptideo é uma molécula
catidnica (ponto isoeléctrico estimado: 10,60) que se
estrutura provavelmente em hélice o anfipdtica como sugerem

as previsbdes de estrutura secundéaria.

IT.3. Actividade antibacteriana da papilosina.

Para determinar o© espectro de actividade da
papilosina, foram realizados testes complementares. A
concentracdo minima de (MBC) para cada estirpe bacteriana
testada & determinada da forma seguinte: o peptideo &
dissolvido numa solucdo contendo 0,01% de 4&cido acético e
0,2% de albumina de soro bovino (BSA); depois foram
preparadas diluigdes seriadas de 2 em 2, na mesma solugdo
0,01% de acido acético e 0,2% de BSA. Sdo incubados 10 uL
de cada diluicido em placas de 96 pogos estéreis (Becton
Dickinson, USA, ref: 18572) na presenca de 100 pL de uma
suspensido de bactérias preparada com uma densidade oOptica
de 0,001 a 600 nm em meio de Mueller Hinton (MHB, SIGMA,

ref: M-9677).
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O crescimento bacteriano ¢é controlado apds 18
horas de dincubacdo sob agitagcdo. A MBC ¢é determinada
intervalando o contetdo dos trés primeiros poces onde ndo é
observado qualquer crescimento bacteriano; este intervalo é
feito sobre caixas de Petri contendo um agar preparado a
partir do meio de Mueller Hinton. Estas caixas sdo a seguir
incubadas durante 18 horas. A MBC corresponde a
concentracdo mais baixa em peptideo para a gual nenhuma
coldénia Dbacteriana ¢é observada nas caixas incubadas. A
tabela 1 dé& o espectro de actividade da molécula. Em
resumo, a papilosina possul uma actividade bacteriolitica

potente sobre as bactérias Gram positivas e Gram negativas.

Tabela 1:
Espectro da actividade da papilosina

(Valores de MBC expresscs em uM)

Bactéria MBC

Bactérias Gram positivas

M. luteus 0,125-0,25

S. aureus 0,5-1

Bactérias Gram negativas

E. coli DH5a 0,25-0,5

LISTAGEM DE SEQUENCIAS
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REIVINDICAGCOES

1. Peptideo isolado cuja sequéncia de
aminodcidos ¢é a seguinte: GEWKKVGSAAWGGVKAAAKGAAVGGLN-
ALAKHIQ (SEQ ID N°. 1 na lista de sequéncias em anexo),
seus derivados apresentando pelo menos 70% de identidade
com a seqguéncia acima, seus derivados apresentando uma
glicosilacdo, uma amidacdo, uma acilacdo, uma acetilacdo,
uma metilacdo ou contendo um grupo protector e fragmentos
do referido ©peptideo <com peloc menos 7 aminoacidos,
apresentando os referidos derivados e fragmentos uma

actividade antimicrobiana.

2. Polipeptideo isolado compreendendo um

peptideo de acordo com a reivindicacdo 1.

3. Polinucledétide isolado caracterizado por
codificar um peptideo de acordo com a reivindicacdo 1 ou um

polipeptideo de acordo com a reivindicag¢do 2.

4. Vector de clonagem e/ou de expressdo
caracterizado por conter um polinucledétido de acordo com a

reivindicacdo 3.

5. Vector de acordo com a reivindicacdo 4,
caracterizado por conter por outro lado, pelo menos um

elemento seleccionado no grupo dos promotores
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constitutivos, dos promotores indutiveis, dos elementos

terminadores.
6. Vector de acordo com gualquer uma das
reivindicagdes 4 ou 5, <caracterizado por <comportar

elementos que permitem a sua manutengdo e a sua replicacdo

num organismo hospedeiro.

7. Organismo hospedeiro transformado com ©
auxilio de um vector de acordo com uma das reivindicacdes 4

a 6.

8. Organismo hospedeiro, com excepcdo do ser
humano, no gual um polinucledtido de acordo com a
reivindicacdo 3 é introduzido para &a producdo de um
peptideo de acordo com a reivindicacdo 1 ou de um

polipeptideo de acordo com a reivindicacdo 2.

9. Organismo hospedeiro de acordo com qualquer
uma das reivindica¢bes 7 ou 8, caracterizado por ser
seleccionado entre microrganismos, células animais, células

vegetais e plantas.

10. Célula vegetal resistente a doencas
antimicrobianas compreendendo um polinucledtido de acordo
com a reivindicacdo 3 e expressando um peptideo de acordo
com a reivindicacdo 1 ou um polipeptideo de acordo com a

reivindicacdo 2.



PE1601769 -3 -

11. Planta caracterizada por compreender pelo

menos uma célula vegetal de acordo com a reivindicacdo 10.

12, Utilizacdo de um peptideo de acordo com a
reivindicagcdo 1 ou de um polipeptideo de acordo com a
reivindicacdo 2 para a preparacdo de uma composicédo
antimicrobiana, mais particularmente, antibacteriana
destinada a lutar contra as bactérias Gram positivas e as

bactérias Gram negativas.

13. Composicdo antimicrobiana compreendendo como
agente activo um peptideo de acordo com a reivindicacdo 1
ou um polipeptideo de acordo com a reivindicacdo 2,
vantajosamente associado a um veiculo aceitével na referida

composicéo.

Lisboa, 03 de Agosto de 2007
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