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ENZIMAS DE DNASE PROJETADAS E USO NA TERAPIA 

PRIORIDADE 

[001] Este Pedido reivindica o benefício e a prioridade dos Pedidos Nºs 62/611.166 

depositado em 28 de dezembro de 2017 e 62/547.220 depositado em 18 de agosto de 2017, 

cada um dos quais é incorporado por referência em sua totalidade. 

FUNDAMENTOS DA INVENÇÃO 

[002] A inflamação é uma resposta essencial do hospedeiro para controlar micróbios 

invasores e curar tecidos danificados. A inflamação descontrolada e persistente causa lesão 

tecidual em uma infinidade de distúrbios inflamatórios. Os neutrófilos são os leucócitos 

predominantes na inflamação aguda. Durante as infecções, os neutrófilos geram armadilhas 

extracelulares de neutrófilos (NETs), treliças de filamentos de DNA decoradas com histonas 

e enzimas tóxicas que imobilizam e neutralizam bactérias. A relevância das NETs na defesa 

do hospedeiro é ilustrada pelo fato de que as DNases extracelulares servem como fatores de 

virulência em várias bactérias patogênicas. No entanto, as NETs liberadas de maneira 

inadequada podem prejudicar as células hospedeiras devido à sua atividade citotóxica, pró-

inflamatória e protrombótica. De fato, as NETs são frequentemente associadas a danos 

inflamatórios ou isquêmicos nos órgãos e a infusão terapêutica de DNases limita a lesão do 

hospedeiro em vários modelos animais. 

[003] A formação da armadilha extracelular (ET) não se limita aos neutrófilos, como 

outros leucócitos, como monócitos, macrófagos, basófilos, eosinófilos, e mastócitos também 

liberam ETs. Além disso, células cancerígenas, incluindo células de leucemia promielocítica 

aguda (APL) e células endoteliais lesionadas, podem expor filamentos de DNA, que 

possuem características semelhantes a ET. 

[004] Como o hospedeiro degrada as NETs in vivo para limitar os danos nos tecidos 

durante os episódios de inflamação é pouco conhecido. Foi demonstrado que a DNase1 (D1) 

no soro digere a espinha dorsal do DNA das NETs in vitro. Outras DNases extracelulares 

foram identificadas, incluindo DNase1 tipo 3 (D1L3) em circulação, que pode digerir 

cromatina extracelular associada a micropartículas. 

[005] D1 e D1L3 formam junto com a DNase1-tipo 1 (D1L1) e DNase1-tipo 2 (D1L2) a 

família de proteínas DNase1, um grupo de enzimas homólogas secretadas pela DNase que 

são expressas em humanos e fornecem medicamentos candidatos a doenças associadas à 
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NET. No entanto, as propriedades físicas, enzimáticas e farmacocinéticas dessas enzimas 

não são ideais para terapia.   

[006] A presente invenção fornece DNases projetadas, incluindo DNase1 semelhante a 3 

e DNase1, para terapia, inclusive para prevenir ou tratar oclusões vasculares que podem 

resultar da liberação de NETs durante episódios inflamatórios agudos. 

SUMÁRIO DA INVENÇÃO 

[007] A presente invenção fornece proteínas DNase projetadas (incluindo DNase1 tipo 3 e 

DNase1) que são úteis no tratamento de condições caracterizadas por acúmulo e/ou liberação 

de armadilha extracelular de neutrófilos (NET). Em alguns aspectos, a invenção fornece 

composições e métodos para prevenir ou tratar a oclusão vascular envolvendo NETs. 

Conforme demonstrado neste documento, as NETs participam de um mecanismo não 

canônico de oclusão vascular, que não depende de fibrina ou plaquetas. 

[008] Em alguns aspectos, a invenção fornece variantes do DNase1 tipo 3 (D1L3) 

projetadas para ter propriedades físicas, farmacodinâmicas e/ou enzimáticas mais adequadas 

para a terapia, por exemplo, para reduzir ou impedir o acúmulo de NET em um indivíduo. 

Em algumas modalidades, a enzima D1L3 tem vantagens na fabricação, proporcionando a 

produção da enzima recombinante adequada para uso em terapia. Em várias modalidades, a 

invenção fornece uma variante D1L3 recombinante compreendendo uma ou mais alterações 

de aminoácidos resultando em uma ou mais glicosilações, inativação de um sinal de 

localização nuclear e/ou exclusão de toda ou parte de uma cauda C-terminal.  

[009] Em várias modalidades, a variante de proteína D1L3 aumentou a estabilidade da 

proteína, maior resistência à inibição por proteases, maior biodisponibilidade e 

substancialmente a mesma ou melhor atividade de degradação de DNA e/ou cromatina e/ou 

NET (in vitro ou in vivo) em comparação à proteína D1L3 do tipo selvagem. Em várias 

modalidades, a variante D1L3 compreende uma ou mais das seguintes propriedades em 

relação ao D1L3 tipo selvagem (por exemplo, SEQ ID NO: 2): a mesma ou substancialmente 

a mesma (ou superior) atividade de degradação de DNA livre de proteína (DNA nu), a 

mesma ou substancialmente a mesma (ou maior) atividade de degradação do DNA 

cromossômico (cromatina), resistência à protease, meia-vida circulatória aumentada e níveis 

mais altos de produção com sistemas de expressão in vitro (por exemplo, células de ovário 

de hamster chinês e/ou Pichia pastoris). 
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[010] Em algumas modalidades, a variante D1L3 inclui uma ou uma pluralidade de 

substituições de bloco da DNase1 humana (SEQ ID NO: 1), aqui descrita como substituições 

de bloco de construção. 

[011] Em alguns aspectos, a invenção fornece variantes do DNase1 (D1) projetadas para 

ter propriedades físicas, farmacodinâmicas e/ou enzimáticas mais adequadas para a terapia, 

por exemplo, para reduzir ou impedir o acúmulo de NET em um indivíduo. Em algumas 

modalidades, a enzima D1 tem vantagens na fabricação, proporcionando a produção da 

enzima recombinante adequada para uso em terapia. Em várias modalidades, a variante D1 

projetada compreende uma sequência de aminoácidos que é pelo menos 80% idêntica à 

enzima madura da sequência de aminoácidos de SEQ ID NO: 1, com uma ou mais 

substituições de aminoácidos, adições (incluindo inserções) ou deleções resultando em um 

ou mais de um sítio de ligação ao DNA mutado, um sítio de ligação à cromatina mutado, um 

sítio de ligação à actina mutado, um sótio de glicosilação mutado, adição de um sinal de 

localização nuclear (por exemplo, tendo semelhança ou identidade com NLS1 ou NLS2 de 

D1L3) e/ou um domínio C-terminal semelhante ou idêntico à cauda C-terminal de D1L3.   

[012] Em várias modalidades, a variante D1 é projetada para compreender uma ou mais 

das seguintes características em relação à enzima do tipo selvagem: a mesma ou maior 

atividade de degradação do DNA livre de proteína (DNA nu), maior atividade de degradação 

do DNA cromossômico (cromatina), semelhante ou resistência melhorada à protease, 

resistência à actina, penetração semelhante ou melhorada do sangue na urina e/ou bile e 

níveis mais altos de produção em sistemas de expressão in vitro (por exemplo, células de 

ovário de hamster chinês e/ou Pichia pastoris).  

[013] As variantes de D1 aqui descritas podem ter uma combinação de mutações pontuais, 

incluindo adição de resíduos catiônicos, e/ou podem compreender uma ou mais substituições 

de blocos de D1L3 (SEQ ID NO: 2). Tais substituições de bloco são descritas aqui e 

denominadas "substituições de bloco de construção". 

[014] Em alguns aspectos, a invenção fornece composições farmacêuticas compreendendo 

as variantes D1L3 e/ou D1, ou polinucleotídeos ou vetores que codificam os mesmos, e um 

veículo farmaceuticamente aceitável. Em várias modalidades, a composição é formulada 

para administração parenteral ou pulmonar. Em algumas modalidades, a composição é 

formulada para administração intravenosa, intra-arterial, intraperitoneal, intra-articular, 

intramuscular, tópica ou subcutânea. Em algumas modalidades, a composição compreende 
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D1L3 e D1, que são cada uma opcionalmente variantes projetadas descritas aqui. Em 

algumas modalidades, a composição compreende uma proteína quimérica contendo 

sequências de blocos tanto de D1 quanto de D1L3. As substituições de bloco exemplares 

entre D1 e D1L3 são mostradas na FIG 31. 

[015] Ainda em outros aspectos, a invenção fornece um processo para projetar enzima 

DNase, produzindo sequências quiméricas. Por exemplo, nesses aspectos, o método 

compreende o fornecimento de um alinhamento proteína-proteína das enzimas DNase 

doadora e receptora; a identificação de sequências variáveis de aminoácidos para 

transferência ("bloco de construção"). O aminoácido variável ou aminoácidos são ladeados 

por um ou mais aminoácidos conservados nas enzimas DNase doadora e receptora (a 

montante e a jusante do bloco de construção). Esses componentes podem ser trocados entre 

as proteínas receptora e doadora. A enzima quimérica é então produzida de forma 

recombinante.  

[016] Ainda em outros aspectos, a invenção fornece um método para fazer uma composição 

farmacêutica para reduzir ou prevenir o acúmulo da armadilha extracelular de neutrófilos 

(NET). Nestas modalidades, a invenção emprega um camundongo geneticamente 

modificado deficiente na atividade D1 e D1L3, e expressão heteróloga do polinucleotídeo 

G-CSF (por exemplo, em células de hepatócitos) ou que induz uma expressão endógena 

sustentada de G-CSF (por exemplo, via administração repetitiva de compostos microbianos). 

Este modelo de camundongo acumula NETs e desenvolve rapidamente oclusões vasculares 

relacionadas a NET. Nestas modalidades, a invenção compreende a administração de um 

inibidor NET candidato ou enzima DNase candidata (incluindo uma variante D1L3 ou D1 

de acordo com esta divulgação) ao camundongo geneticamente modificado e a seleção de 

um inibidor de NET ou enzima DNase que reduz o acúmulo de NETs. O inibidor ou enzima 

selecionado é formulado para administração a um paciente humano. 

[017] Em alguns aspectos, a invenção fornece um método para o tratamento de um 

indivíduo em necessidade de degradação da armadilha extracelular de neutrófilos (NET). O 

método compreende administrar uma quantidade terapeuticamente eficaz de um D1L3 e/ou 

D1 e/ou variantes dos mesmos de acordo com esta divulgação. A variante D1L3 ou D1 pode 

ser administrada como composições farmacêuticas compreendendo a proteína recombinante, 

ou em algumas modalidades o DNA ou RNA de codificação, ou em algumas modalidades, 

vetores compreendendo o mesmo. 
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[018] Em várias modalidades, a presente invenção refere-se ao tratamento de doenças ou 

condições caracterizadas pela presença ou acúmulo de NETs. Tais doenças ou condições 

incluem, mas não se limitam a, doenças associadas a neutrofilia crônica (por exemplo, um 

aumento no número de neutrófilos), agregação e leucostase de neutrófilos, trombose e 

oclusão vascular (por exemplo, doença das células falciformes), lesão de isquemia-

reperfusão (por exemplo, vólvulo do intestino médio, torção testicular, reperfusão de 

isquemia e reperfusão de órgãos vitais, transplante de órgãos), lesão de tecido cirúrgico e 

traumático, reação ou doença inflamatória aguda ou crônica, doença autoimune (por 

exemplo, lúpus eritematoso sistêmico (SLE), nefrite lúpica, artrite reumatoide,  vasculite, 

esclerose sistêmica), doença cardiovascular (por exemplo, infarto do miocárdio, acidente 

vascular cerebral, aterosclerose, tromboembolismo venoso, incluindo terapia trombolítica), 

doença metabólica (por exemplo, diabetes), inflamação sistêmica (por exemplo, síndrome 

da resposta inflamatória sistêmica (SIRS), sepse, choque séptico, coagulação intravascular 

disseminada (DIC) e microangiopatia trombótica (TMA)), doenças inflamatórias do trato 

respiratório (por exemplo, fibrose cística, doença pulmonar obstrutiva crônica (COPD), 

lesão pulmonar aguda (ALI), lesão pulmonar induzida por fumaça, lesão pulmonar induzida 

por transfusão (TRALI), síndrome da angústia respiratória aguda (ARDS) e asma, 

atelectasia, bronquite, empiema), doenças inflamatórias renais (doenças renais agudas e 

crônicas, incluindo lesão renal aguda (AKI) e doença renal crônica (CKD), doenças 

inflamatórias relacionadas ao tecido transplantado (por exemplo, doença do enxerto contra 

o hospedeiro) e câncer (por exemplo, leucemia, metástase de tumor e tumores sólidos).  

[019] Em algumas modalidades, o indivíduo tem ou está em risco de uma oclusão ductal 

em um sistema ductal.  Exemplos não limitativos de um sistema ductal ou de um órgão ou 

tecido que contém um sistema ductal incluem duto biliar, duto lacrimal, duto lactífero, duto 

cístico, duto hepático, duto ejaculatório, duto parótido, duto submandicular, duto sublingual 

principal, duto de bartolino, cerebral aqueduto, pâncreas, glândula mamária, duto deferente, 

ureter, bexiga urinária, vesícula biliar e fígado. Como tal, a presente invenção é útil para 

tratar um indivíduo que tem pancreatite, colangite, conjuntivite, mastite, doença do olho 

seco, uma obstrução do canal deferente ou doença renal.  

[020] Em outras modalidades, o indivíduo tem ou corre o risco de acumular NETs nas 

superfícies endoteliais (por exemplo, aderências cirúrgicas), na pele (por exemplo, 

feridas/cicatrizes, úlceras) ou nas articulações sinoviais (por exemplo, gota, artrite). Por 
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exemplo, as NETs podem contribuir para aderências cirúrgicas, por exemplo, após um 

procedimento médico invasivo. A presente invenção pode ser administrada durante a cirurgia 

para prevenir ou inibir a formação de aderências cirúrgicas. Em alguns casos, D1, D1L3 

(incluindo variantes dos mesmos), ou a combinação de D1 e D1L3 (ou variantes dos 

mesmos), conforme descrito aqui, pode ser administrado topicamente à pele para prevenir 

ou tratar feridas e/ou cicatrizes. Em outros casos, D1, D1L3 ou variantes, ou as combinações 

dos mesmos, conforme descrito neste documento, podem ser administrados às articulações 

sinoviais para prevenir ou tratar a gota e a artrite.  

[021] Em algumas modalidades, o indivíduo tem ou está em risco de uma oclusão vascular 

compreendendo NETs. 

[022] Em várias modalidades, a presente invenção refere-se ao tratamento de doenças 

tratáveis com a enzima DNase, incluindo D1 e estreptodornase. Tais doenças ou condições 

incluem trombose, acidente vascular cerebral, sepse, lesão pulmonar, aterosclerose, infecção 

viral, doença falciforme, infarto do miocárdio, infecção no ouvido, cicatrização de feridas, 

lesão hepática, endocardite, infecção hepática, pancreatite, disfunção primária do enxerto, 

reperfusão de isquemia de membros, lesão renal, coagulação sanguínea, inflamação induzida 

por alume, lesão hepatorenal, exsudações pleurais, hemotórax, coágulos sanguíneos, anemia 

pós-pneumática, úlceras, condições otorrinolaringológicas, infecções orais, lesões leves, 

sinusite, rinoplastias pós-operatórias, infertilidade, cateter da bexiga, limpeza de feridas, 

teste de reação cutânea, meningite pneumocócica, gota, úlceras de perna, fibrose cística, 

síndrome de Kartegener, asma, atelectasia lobar, bronquite crônica, bronquiectasia, lúpus, 

discinesia ciliar primária, bronquiolite, empiema, infecções pleurais, câncer, doença dos 

olhos secos, infecções do trato respiratório inferior, hematomas crônicos, doença de 

Alzheimer e doença pulmonar obstrutiva.  

[023] Ainda em outras modalidades, a invenção fornece um método para a produção 

recombinante de D1 ou D1L3, ou variantes dos mesmos, utilizando um sistema de expressão 

não mamífero, como Pichia pastoris. Em algumas modalidades, a Pichia pastoris codifica a 

enzima DNase com o peptídeo sinal nativo, permitindo a secreção das células hospedeiras. 

[024] Outros objetivos, modalidades e vantagens da presente invenção são evidentes na 

Descrição Detalhada a seguir. 

BREVE DESCRIÇÃO DAS FIGURAS 
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[025] As FIG. 1A - A FIG. 1F ilustram que DNase1 e DNase1l3 na circulação degradam 

NETs in vitro e caracterizam a atividade degradante de DNA do soro de WT, camundongos 

DNase1 -/- (D1 -/-), DNase1l3 -/- (D1L3 -/-), DNase1/DNase1l3-/- (D1/D1L3 -/-). A FIG. 

1A fornece detecção de DNase1 (D1), DNase1l3 (D1L3) e atividade total da DNase pelos 

ensaios zimográficos DPZ e SRED. A FIG. 1B fornece imagens e a FIG. 1C fornece a 

quantificação de colorações de DNA de NETs geradas in vitro após incubação com soros 

dos genótipos indicados (N = 6). Barra de escala: 50 μm. A FIG. 1C mostra a análise DPZ e 

SRED de soros de camundongos D1/D1L3 -/- expressando estavelmente um plasmídeo com 

DNase1 (D1), DNase1l3 (D1L3) ou um plasmídeo de controle (Ctrl). A FIG. 1E mostra 

imagens e a FIG. 1F mostra a quantificação da coloração de DNA de NETs geradas in vitro 

após incubação com tampão ou soro de camundongos D1/D1L3 -/- expressando D1, D1L3 

ou Ctrl (N = 5). Barra de escala: 50 μm. As imagens são representativas de dois ou mais 

experimentos independentes. Estatísticas: (FIG. 1C e FIG. 1F) ANOVA unidirecional, 

seguida pelo teste de comparações múltiplas de Bonferroni após o teste; § P <0,001 vs. todos 

os outros grupos.  

[026] As FIG. 2A-FIG. 2I ilustram que a DNase1 ou a DNase1l3 é necessária para 

tolerar neutrofilia crônica. A neutrofilia crônica foi induzida por injeção de um plasmídeo 

de expressão de G-CSF (CSF3). Os controles receberam um plasmídeo vazio (Ctrl). A FIG. 

2A mostra a contagem de neutrófilos no sangue de camundongos WT e controles após 2 

semanas (N = 3-6). A FIG. 2B mostra estruturas do tipo NET (seta) em colorações de DNA 

de esfregaços de sangue de camundongos WT após 1 semana (N = 3). Barra de escala: 20 

μm. A FIG. 2C mostra a sobrevivência de camundongos WT (N = 7), DNase1 -/- (D1 -/-, N 

= 6), DNase1l3 -/- (D1L3 -/-, N = 6), DNase1/DNase1l3 -/- (D1/D1L3 -/-, N = 6) e controles 

(Ctrl, N = 4). A FIG. 2D mostra a sobrevivência de camundongos D1/D1L3 -/- co-

expressando CSF3 com DNase1 (CSF3/D1, N = 5), DNase1l3 (CSF3/D1L3, N = 6) e 

controles (CSF3/Ctrl, N = 4). As FIGS. 2E-2I caracterizam a mortalidade durante neutrofilia 

crônica (N = 4). A FIG. 2E mostra mudança na temperatura corporal periférica.  A FIG. 2F 

fornece fotografias de plasma e urina. A FIG. 2G fornece a concentração de hemoglobina no 

sangue. A FIG. 2H fornece imagens de esfregaços de sangue. As setas apontam para 

esquistócitos. Barra de escala: 20 μm. A FIG. 2I mostra a concentração de LDH no plasma. 

UT: camundongos não tratados (N = 5-6). As imagens são representativas de três ou mais 

camundongos. Estatísticas: (FIGS. 2A, 2H, 2I) ANOVA unidirecional e (FIG. 2E) 
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bidirecional, seguida pelo pós-teste de comparações múltiplas de Bonferroni, (FIG. 2B) teste 

t de Student (FIGS. 2C, 2D) teste de classificação; # P <0,01, § P <0,001 vs. todos os outros 

grupos ou linha de base (BL). 

[027] A FIG. 3A-FIG. 3G ilustra que a DNase1 e a DNase1l3 impedem a oclusão 

vascular por coágulos de NET durante a neutrofilia crônica. A análise histológica de 

camundongos DNase1/DNase1l3 -/- (D1/D1L3 -/-) coexpressando CSF3 com DNase1 

(CSF3/D1, N = 4), DNase1l3 (CSF3/D1L3, N = 4) ou um plasmídeo de controle ( CSF3/Ctrl, 

N = 4).  A FIG. 3A fornece colorações de hematoxilina e eosina (H&E) dos pulmões. Barras 

de escala: 500 μm (visão geral), 25 μm (detalhe). A FIG. 3B mostra a quantificação de vasos 

sanguíneos nos pulmões ocluídos por coágulos positivos para hematoxilina por campo de 

visão (FOV). Camundongos WT não tratados (UTWT, N = 4), camundongos D1/D1L3 -/- 

não tratados (UT; N = 4). A FIG. 3C mostra imunocoloração de vasos sanguíneos ocluídos 

para a mieloperoxidase marcadora de neutrófilos (MPO) e cromatina. As FIGS. 3D e 3E 

mostram imunocoloração para fator de von Willebrand (vWF), fibrina e DNA. Foram 

detectados três tipos de coágulos de NET (α, vWF +/fibrina-; β, vWF +/fibrina +; γ, vWF-

/fibrina-). A FIG. 3F fornece quantificação de vWF e fibrina em coágulos de NET. Dados 

mostrados como média ± SD, n = 108. A FIG. 3G mostra a sobrevivência de camundongos 

D1/D1L3 -/- expressando CSF3 tratados com IgG (N = 4), IgG anti-plaquetária (N = 5) e 

dabigatrano (N = 5). Barras de escala: 50 μm. As imagens são representativas de três ou mais 

camundongos. (FIGS. 3C, 3D, 3E) linha pontilhada indica a parede do vaso. Estatística: 

(FIG. 3B) ANOVA unidirecional seguida pelo pós-teste de comparações múltiplas de 

Bonferroni; § P <0,001 vs. todos os outros grupos, (FIG. 3G) Teste de log-rank; P> 0,05 IgG 

anti-plaquetária ou Dabigatran vs. IgG. 

[028] As FIG. 4A-FIG. 4I ilustram que a DNase1 e a DNase1l3 protegem contra lesão 

do hospedeiro na septicemia. Camundongos WT (N = 5) e camundongos com uma 

deficiência combinada em DNase1 e DNase1l3 (D1/D1L3 -/-) expressando DNase1 (D1, N 

= 7), DNase1l3 (D1L3, N = 8) ou um plasmídeo de controle (Ctrl, N = 11) foram tratados 

com lipopolissacarídeo e E. coli sacrificada pelo calor para induzir septicemia. A FIG. 4A 

mostra o tempo de sobrevivência de camundongos sépticos. A FIG. 4B mostra a 

concentração de hemoglobina no sangue. A FIG. 4C mostra fotografias de plasma e urina. 

A FIG. 4D fornece concentração de LDH no plasma. A FIG. 4E mostra a quantificação de 

esquistócitos no sangue por campo de visão (FOV). A FIG. 4F mostra a quantificação de 
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vasos sanguíneos ocluídos nos pulmões por FOV. A FIG. 4G mostra colorações de 

hematoxilina e eosina (H&E) dos pulmões. As pontas de flecha apontam para vasos 

sanguíneos ocluídos. Barras de escala: 500 μm. As FIGS. 4H e 4I mostram coloração por 

H&E de vaso sanguíneo parcial e totalmente ocluído. As setas apontam para NETs que 

cobrem o espaço intercelular. Inserções são visões gerais. Barras de escala: 50 μm. 

Estatística: (FIG. 4A) Teste de log-rank; # P <0,01 vs. todos os outros grupos (FIGS. 4B-4F) 

ANOVA unidirecional, seguida por pós-testes de comparações múltiplas de Bonferroni; § P 

<0,001, # P <0,01. 

[029] As FIG. 5A-FIG. 5E mostram um modelo de murino de neutrofilia crônica. Os 

camundongos WT com quatro semanas de idade foram injetados com um plasmídeo de 

expressão em CSF3 (CSF3) ou com um plasmídeo de controle vazio (Ctrl). A FIG. 5A 

mostra os níveis de G-CSF no plasma (N = 3-6). BL: linha de base, antes da injeção; Ctrl: 

camundongos que expressam o plasmídeo de controle sem CSF3 por 2 semanas (N = 4-5). 

A FIG. 5B mostra imunocoloração para elastase de neutrófilos de pulmões, rins e fígado. 

Barras de escala: 200 μm. A FIG. 5C mostra fotografias e pesos dos baços (N = 5-6). Barra 

de escala: 1 cm. A FIG. 5D mostra o peso corporal dos camundongos nos horários indicados 

(N = 3-5). A FIG. 5E mostra contagens de neutrófilos no sangue total e níveis plasmáticos 

de ALT, AST, BUN e creatinina 2 semanas após a injeção. As imagens são representativas 

de três ou mais camundongos. Estatísticas: (FIGS. 5A, 5C) ANOVA unidirecional e (FIG. 

5D) bidirecional, seguida pelo pós-teste de comparações múltiplas de Bonferroni e (FIG. 5E) 

teste t de Student; # P <0,01, § P <0,001 vs. (FIG. 5A) BL ou (FIG. 5C) UT. 

[030] AsFIG. 6A-FIG. 6D mostram que a DNase1 e a DNase1l3 impedem a formação 

de coágulos de NET e lesão de órgãos no fígado e rins durante a neutrofilia crônica. Análise 

de camundongos DNase1/DNase1l3 -/- (D1/D1L3 -/-) coexpressando CSF3 um plasmídeo 

de controle (CSF3/Ctrl, N = 4), com DNase1 (CSF3/D1, N = 4) ou com DNase1l3 ( 

CSF3/D1L3, N = 4). Os controles incluem WT não tratados (UTWT, N = 4) e camundongos 

D1/D1L3 -/- não tratados (UT; N = 4). A FIG. 6A mostra os níveis plasmáticos de alanina e 

aspartato aminotransferases (ALT, AST). A FIG. 6B mostra os níveis plasmáticos de 

nitrogênio da ureia no sangue (BUN) e creatinina. A FIG. 6C fornece quantificação de 

coágulos intravasculares ricos em hematoxilina em fígados por seção e em rins por campo 

de visão (FOV). A FIG. 6D fornece colorações H&E de fígado e rins. Barras de escala: 500 

μm (visões gerais), 50 μm (detalhes). As imagens são representativas de três ou mais 
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camundongos. Estatística: (FIGS. 6A, 6B, 6C) ANOVA unidirecional seguida pelo pós-teste 

de comparações múltiplas de Bonferroni; # P <0,01, § P <0,001 vs. todos os outros grupos.  

[031] AsFIG. 7A-FIG. 7C mostram que coágulos positivos para hematoxilina são 

compostos de NETs. Análise de pulmões de camundongos DNase1/DNase1l3 -/- (D1/D1L3 

-/-) com neutrofilia crônica (D1/D1L3 -/- + CSF3/Ctrl) mostrada nas FIGS. 3A-3G. A FIG. 

7A fornece coloração com hematoxilina e eosina (H&E), para DNA, e para cromatina de 

seções pulmonares consecutivas. Barras de escala: 200 μm. A FIG. 7B fornece 

imunocoloração de vaso sanguíneo ocluído para cromatina, CRAMP (peptídeo 

antimicrobiano relacionado à catelina) e DNA. Barras de escala: 50 μm. A FIG. 7C fornece 

imunocoloração de vaso sanguíneo ocluído para cromatina, histona citrulinada 3 (citH3) e 

DNA. Barras de escala: 50 μm. As imagens são representativas de três ou mais 

camundongos.  

[032] AsFIG. 8A e FIG. 8B mostram que NETs humanas formam coágulos in vitro. A 

FIG. 8A fornece uma fotografia do coágulo NET (seta) gerado por neutrófilos humanos 

ativados por PMA in vitro. Neutrófilos não tratados (UT) ou neutrófilos ativados na presença 

de DNase1 humana recombinante (PMA + D1) serviram como controle. Barras de escala: 5 

mm. A FIG. 8B fornece colorações de hematoxilina e eosina (H&E) e imunocoloração para 

cromatina e a mieloperoxidase  marcadora de neutrófilos (MPO) de coágulos NET gerados 

in vitro. Barras de escala: 200 μm. As imagens são representativas de três ou mais 

experimentos independentes. 

[033] AsFIG. 9A e FIG. 9B mostram que a degradação de NET se correlaciona com a 

atividade da doença em STEC-HUS. A FIG. 9A mostra imagens e a FIG. 9B mostra a 

quantificação da coloração de DNA de NETs geradas in vitro após incubação com tampão, 

plasma de doadores saudáveis normais (N = 7) ou plasma coletado no estado de doença 

aguda (Aguda) e em remissão (Rem.) de 11 pacientes com STEC-HUS. Barra de escala: 50 

μm. Estatísticas: ANOVA unidirecional, seguida pelo pós-teste de comparações múltiplas 

de Bonferroni após o teste; § P <0,001 vs. todos os outros grupos. 

[034] A FIG. 10 fornece uma tabela de descrições de tecido humano de vários pacientes 

examinados, como número de pacientes, causa de morte, conforme indicado no relatório de 

autópsia (ARDS, síndrome do desconforto respiratório agudo). Sexo e idade do paciente. 

Tipo de tecido analisado. Os tecidos foram analisados em um procedimento de três etapas: 

primeiro, identificação de coágulos/agregados ricos em hematoxilina nas colorações de 
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hematoxilina e eosina; segundo, identificação de NETs em coágulos ricos em hematoxilina 

por imunocoloração para cromatina e mieloperoxidase (MPO); terceiro, identificação da 

localização dos coágulos NET na arquitetura pulmonar.  

[035] AsFIG. 11A-FIG. 11D mostram que NETs humanas formam coágulos in situ. 

Tecido pulmonar coletado na autópsia de dois pacientes com sepse (Paciente nº 6 e nº 7 na 

FIG. 10). A FIG. 11A mostra a coloração por H&E de dois coágulos intravasculares ricos 

em hematoxilina no tecido pulmonar do paciente nº 6.  A FIG. 11B mostra a imunocoloração 

da seção consecutiva para cromatina e mieloperoxidase (MPO) do vaso sanguíneo esquerdo 

mostrado no painel A. A FIG. 11C mostra o vaso sanguíneo de coloração de H&E no tecido 

pulmonar do paciente nº 7 mostra coágulos intravasculares ricos em hematoxilina. A FIG. 

11D mostra imunocoloração de seção consecutiva para cromatina e MPO. As setas apontam 

para coágulos de NETs. Barra de escala: 50 μm. 

[036] A FIG. 12 mostra que os coágulos NET ocluem vasos sanguíneos em 

camundongos sépticos. Imunocoloração de vaso sanguíneo completamente ocluído em 

camundongos sépticos DNase1/DNase1l3 -/- para DNA, cromatina e mieloperoxidase 

(MPO). As colorações de DNA e cromatina das NETs (setas) parecem mais escuras do que 

as nucleares (asteriscos) e cobrem o espaço intercelular. Barras de escala: 10 μm. 

[037] A FIG. 13A-FIG. 13F mostra que DNase1 e DNase1l3 degradam NETs por 

mecanismos distintos.  A FIG. 13A fornece colorações de DNA de NETs fixadas por PFA 

geradas in vitro após incubação com soros de camundongos WT, DNase1 -/- (D1 -/-), 

DNase1l3 -/- (D1L3 -/-), DNase1/DNase1l3 -/- (D1/D1L3-/-). Os dados são representativos 

de ≥3 experimentos independentes. Barra de escala: 50 μm. A FIG. 13B mostra a 

concentração de fragmentos de DNA sem células liberados de NETs fixados por PFA após 

incubação com soros de camundongos WT, D1-/-, D1L3-/- e D1/D1L3-/- A FIG. 13C mostra 

colorações de DNA de NETs não fixas geradas in vitro após incubação com veículo, DNase1 

de murino recombinante (rmD1) ou DNase1l3 de murino recombinante (rmD1L3). A FIG. 

13D mostra a concentração de fragmentos de DNA sem células liberados de NETs não 

fixadas geradas in vitro após incubação com veículo, rmD1 ou rmD1L3. A FIG. 13E mostra 

colorações de DNA de NETs fixadas em PFA geradas in vitro após incubação com veículo, 

rmD1 ou rmD1L3. A FIG. 13F mostra a concentração de fragmentos de DNA sem células 

liberados de NETs não fixadas por PFA geradas in vitro após incubação com veículo, rmD1 
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ou rmD1L3. Estatísticas por ANOVA unidirecional, seguida de pós-teste de comparações 

múltiplas de Bonferroni; § P <0,0001. 

[038] A FIG. 14A-FIG. 14G fornecem atividade DNase1 e DNase1l3 na circulação de 

humanos e camundongos.  As FIG. 14A-FIG. 14E mostram a atividade da DNase no plasma 

humano e murino quantificado por SRED. A FIG. 14A ilustra a suplementação de plasma 

de doadores saudáveis normais (NHD) com anticorpos policlonais contra a DNase1 humana 

(α-hDNase1), mas não com IgG, bloqueia a atividade de degradação do DNA de maneira 

dependente da concentração (*: p <0,05 vs. IgG) . A FIG. 14B mostra plasma suplementado 

com 200 μg/ml de α-hDNase1 e heparina, um inibidor da DNase1l3, bloqueia a atividade 

residual da DNase no plasma suplementado com 200 μg/ml de α-hDNase1 (*: p <0,05 vs. 

NHD). As FIG. 14C-FIG. 14E fornecem uma comparação da atividade da DNase em 

diluições em série de plasma de camundongos e NHD. A FIG. 14C ilustra que a atividade 

total da DNase de camundongos WT é aproximadamente 10 vezes maior que na NHD. A 

FIG. 14D mostra que a atividade da DNase1 no plasma de camundongos DNase1l3 -/- é 

aproximadamente 10 vezes maior que o plasma humano suplementado com 500 μg/ml de 

heparina. (E atividade da DNase1l3 no plasma de camundongos DNase1 -/- é 

aproximadamente 10 vezes maior que o plasma humano suplementado com 200 μg/ml de α-

hDNase1. (F, G) A degradação de NET in vitro é ilustrada na FIG. 14F e FIG. 14G.  A FIG. 

14F mostra neutrófilos ativados incubados com plasma apenas de NHD ou suplementados 

com 200 μg/ml de α-hDNase1, plasma de pacientes com TMA e plasma de camundongos 

WT, DNase1 -/- e DKO (barras de escala: 200 μm). A FIG. 14G mostra DNA sem células 

em sobrenadantes de neutrófilos ativados incubados com plasma de fontes indicadas (§: p 

<0,001 vs. NHD). A degradação de NET in vitro pelo plasma humano depende da DNase1, 

pois a DNase1l3 no plasma humano não é suficiente para degradar as NETs. 

[039] A FIG. 15A-FIG. 15C mostram um curso letal de neutrofilia crônica em uma cepa 

alternativa de camundongos DNase1/DNasel3 -/-. Uma cepa alternativa de camundongos 

DNase1 -/- (ver Métodos do Exemplo 1) foi cruzada com camundongos DNase1l3 -/- para 

gerar camundongos com uma deficiência combinada. A FIG. 15A fornece curvas de 

sobrevivência de neutrofilia em camundongos WT (N = 9), DNase1 -/- (D1 -/-, N = 5) e 

DNase1/DNase1l3 -/- (D1/D1L3 -/-, N = 5). A neutrofilia crônica foi induzida por injeção 

de um plasmídeo de expressão de CSF3 (CSF3). A FIG. 15B fornece colorações de 

hematoxilina e eosina (H&E) das seções pulmonares. A seta aponta para coágulos positivos 
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para hematoxilina em camundongos D1/D1L3 -/-. Barra de escala: 500 μm. A FIG. 15C 

fornece sobrevivência de camundongos D1/D1L3 -/- coexpressando CSF3 com um 

plasmídeo de controle (CSF3/Ctrl, N = 6), com DNase1 (CSF3/D1, N = 5) ou com DNase1l3 

(CSF3/D1L3, N = 6 ) Estatística: Teste de log-rank; § P <0,001. 

[040] A FIG. 16A-FIG. 16B mostram a abordagem de triagem para identificar variantes 

hiperativas da DNase1 e DNase1L3 in vitro. A FIG. 16A mostra uma biblioteca de DNases 

incluídas DNase1L3 do tipo selvagem (I, D1L3), DNase1 do tipo selvagem (II, D1) e suas 

variantes. As variantes D1 e D1L3 foram projetadas transferindo aminoácidos de D1L3 para 

D1 (III, D1V) e D1 para D1L3 (IV, D1L3V). A atividade da DNase foi testada usando a 

degradação do DNA de alto peso molecular (HMW), dsDNA e cromatina, como substrato. 

Na FIG. 16B, a zimografia mostrou atividade de degradação do dsDNA como círculos 

escuros. A atividade de degradação do dsDNA se correlaciona com o diâmetro. As amostras 

sem atividade mostram o carregamento bem como uma pequena mancha preta (por exemplo, 

D1, 0,0005 ng). D1 degrada o dsDNA aproximadamente 100 vezes mais eficientemente que 

o D1L3. A eletroforese em gel de agarose (AGE) do DNA isolado da cromatina digerida 

mostra uma mudança do DNA de alto peso molecular para o DNA de peso molecular inferior 

ou baixo que se correlaciona com a atividade de degradação da cromatina. D1L3 degrada a 

cromatina aproximadamente 100 vezes mais eficientemente que D1. Na razão de 10: 1 ou 1: 

1 (m/m), D1 e D1L3 mostram efeitos sinérgicos na degradação da cromatina. 

[041] A FIG. 17 mostra um alinhamento da sequência de aminoácidos da DNase1 

humana (SEQ ID NO: 1) e da DNase1L3 humana (SEQ ID NO: 2). São destacados o 

peptídeo sinal, aminoácidos conservados, resíduos adicionais de arginina e lisina em regiões 

variáveis de D1L3 e a cauda C-terminal de D1L3. As réguas de sequência indicam a posição 

dos aminoácidos.  

[042] A FIG. 18 mostra uma lista de resíduos de arginina e lisina que estão presentes 

apenas na DNase1L3. O aminoácido correspondente na DNase1 e a substituição de 

aminoácidos na DNase1 são indicados. Os números entre parênteses são a posição de 

aminoácidos na proteína madura sem peptídeo sinal. Os resíduos de arginina e lisina que 

estão localizados na cauda C-terminal de D1L3 são mostrados nas pistas 29-37. Este 

aplicativo testou 22 das 37 variantes possíveis do DNase1. 

[043] A FIG. 19 mostra a caracterização de variantes da DNase1 com substituições 

únicas de aminoácidos arginina e lisina listados na FIG. 18. A zimografia mostrou atividade 
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de degradação do dsDNA como círculos escuros. A atividade de degradação do dsDNA se 

correlaciona com o diâmetro. A eletroforese em gel de agarose (AGE) do DNA isolado da 

cromatina digerida mostra uma mudança do DNA de alto peso molecular para o DNA de 

peso molecular inferior ou baixo que se correlaciona com a atividade de degradação da 

cromatina. As substituições de aminoácidos que causam um aumento na atividade de 

degradação da cromatina são destacadas em azul. As amostras sem esse efeito são mostradas 

em azul claro.  

[044] A FIG. 20 mostra o alinhamento da sequência de aminoácidos da DNase1 humana 

(SEQ ID NO: 1), DNase1 de camundongo (SEQ ID NO: 3), DNase1 de rato (SEQ ID NO: 

4) e DNase1L3 humana (SEQ ID NO: 2). As réguas de sequência indicam a posição dos 

aminoácidos. Os peptídeos de sinal são destacados em cinza. Os resíduos de aminoácidos 

catiônicos (arginina: R, lisina: K) que estão presentes na DNase1 de camundongo/rato e na 

DNase1L3 humana, mas não na DNase1 humana, são destacados. Quatro desses resíduos 

R/K são mostrados na DNase1 do camundongo (Q31R, Q49K, Q79R, W209R). A DNase1 

de rato contém dois resíduos R/K adicionais (Q177K, G262K). 

[045] A FIG. 21A-FIG. 21B mostra uma comparação entre DNase1 murina e humana. 

(FIG. 21A) A zimografia mostra a atividade de degradação do dsDNA como círculos 

escuros. A atividade de degradação do dsDNA se correlaciona com o diâmetro. As amostras 

sem atividade mostram o carregamento bem como uma pequena mancha preta (por exemplo, 

Ctrl). A DNase1 murina (mD1) e a DNase1 humana (D1) mostram níveis semelhantes de 

atividade de degradação do dsDNA. A eletroforese em gel de agarose (AGE) do DNA 

isolado da cromatina digerida mostra uma mudança do DNA de alto peso molecular para o 

DNA de peso molecular inferior ou baixo que se correlaciona com a atividade de degradação 

da cromatina. A DNase1 murina (mD1) mostra mais atividade de degradação da cromatina 

que a DNase1 humana (D1). (FIG. 21B) A terapia genética com DNase1 humana fornece 

apenas proteção parcial da oclusão vascular letal por NETs. A neutrofilia crônica com 

formação intravascular de NET concomitante foi induzida pela expressão hepática de Csf3, 

que codifica com G-CSF. Os dados mostram a curva de sobrevivência de camundongos 

Dnase1-/- Dnase1l3-/- que expressam Csf3. Os animais foram injetados com Csf3 e um vetor 

de controle vazio (Ctrl, N = 6), com uma mistura de Csf3 e DNase1 humana (hDnase1, N = 

12) e com Csf3 e DNase1 murina (mDnase1, N = 5). Os valores de P foram calculados 

usando o teste log-rank. 
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[046] A FIG. 22A-FIG. 22B mostra a caracterização de variantes de DNase1 humana do 

tipo roedor in vivo e in vitro. (FIG. 20A) A terapia genética com variantes de DNase1 do 

tipo roedor fornece proteção total contra oclusão vascular letal por NETs. A neutrofilia 

crônica com formação intravascular de NET concomitante foi induzida pela expressão 

hepática de Csf3, que codifica para G-CSF. Os dados mostram a curva de sobrevivência de 

camundongos Dnase1-/- Dnase1l3-/- que expressam Csf3. Os animais foram injetados com 

Csf3 e um vetor de controle vazio (Ctrl, N = 6), com uma mistura de Csf3 e DNase1 humana 

(hDnase1, N = 12), como mostrado na FIG. 21. Um terceiro grupo de camundongos Dnase1-

/- Dnase1l3-/-  recebeu uma injeção de Csf3 e o gene que codifica a variante DNase1 de tipo 

murino, que contém 4 mutações de aminoácidos Q31R/Q49K/Q79R/W209R 

(Q31R/Q49K/Q79R/W209R, N = 6). Um quarto grupo de camundongos Dnase1-/- Dnase1l3-

/-  recebeu uma injeção de Csf3 e o gene que codifica a variante DNase1 do tipo rato, que 

contém 6 mutações de aminoácidos Q31R, Q49K, Q79R, Q177K, W209R e G262K 

(Q31R/Q49K/Q79R/Q177K/W209R/G262K, N = 6). Os valores de P foram calculados 

usando o teste log-rank. (FIG. 22B) A zimografia mostrou atividade de degradação do 

dsDNA como círculos escuros. A atividade de degradação do dsDNA se correlaciona com o 

diâmetro. As amostras sem atividade mostram o carregamento bem como uma pequena 

mancha preta (por exemplo, Ctrl). A eletroforese em gel de agarose (AGE) do DNA isolado 

da cromatina digerida mostra uma mudança do DNA de alto peso molecular para o DNA de 

peso molecular inferior ou baixo que se correlaciona com a atividade de degradação da 

cromatina. A variante tipo murino da DNase1 humana (Q31R/Q49K/Q79R/W209R) e a 

variante tipo rato da DNase1 humana (Q31R/Q49K/Q79R/Q177K/W209R/G262K) 

mostram dsDNA semelhante, mas mais atividade de degradação da cromatina que a  DNase1 

humana selvagem tipo.  

[047] A FIG. 23 mostra um alinhamento da sequência de aminoácidos da DNase1 

humana (D1, SEQ ID NO: 1) e da DNase1L3 humana (D1L3, SEQ ID NO: 2). As réguas de 

sequência marcam as posições dos aminoácidos. Os aminoácidos de D1 com mutações 

publicadas são destacados. O D1L3 humano contém três mutações associadas ao ganho de 

função na DNase1 humana (Q31R/T227K/A136F) e quatro mutações que não estão ligadas 

ao aumento da atividade. 

[048] As FIG. 24A-24B mostram a caracterização de variantes da DNase1 (D1V) com as 

mutações Q31R, T227K e/ou A136F. (FIG. 24A) Os sobrenadantes da cultura de células 

Petição 870200048759, de 17/04/2020, pág. 23/152



16/100 

HEK293 transfectadas foram analisados. As células HEK transfectadas com DNase1 do tipo 

selvagem (D1) e DNase1L3 (D1L3) serviram como controle. A zimografia mostrou 

atividade de degradação do dsDNA como círculos escuros. A atividade de degradação do 

dsDNA se correlaciona com o diâmetro. As amostras sem atividade mostram o carregamento 

bem como uma pequena mancha preta (por exemplo, Ctrl). A eletroforese em gel de agarose 

(AGE) do DNA isolado da cromatina digerida mostra uma mudança do DNA de alto peso 

molecular para o DNA de peso molecular inferior ou baixo que se correlaciona com a 

atividade de degradação da cromatina. O D1V que apresenta três mutações de aminoácidos 

Q31R/T227K/A136F possui atividade degradante de dsDNA semelhante, mas uma 

capacidade maior de degradar a cromatina do que D1 e D1V, apresentando Q31R, T227K, 

A136F ou Q31R/T227K. (FIG. 24B) A terapia genética com um D1V hiperativo fornece 

proteção parcial total da oclusão vascular letal por NETs. A neutrofilia crônica com 

formação intravascular de NET concomitante foi induzida pela expressão hepática de Csf3, 

que codifica com G-CSF. Os dados mostram a curva de sobrevivência de camundongos 

Dnase1-/- Dnase1l3-/-  que expressam Csf3. Os animais foram injetados com Csf3 e um vetor 

de controle vazio (Ctrl, N = 6), com uma mistura de Csf3 e DNase1 humana (hDnase1, N = 

12), como mostrado na FIG. 21. Além disso, um grupo de camundongos  Dnase1-/- Dnase1l3-

/-  receberam uma injeção de Csf3 e o gene que codifica uma variante DNase1 humana, que 

contém a mutação tripla de aminoácidos Q31R/T227K/A136F (Q31R/T227K/A136F, N = 

6). Os valores de P foram calculados usando o teste log-rank. 

[049] A FIG. 25 mostra uma comparação da DNase1 do tipo selvagem (D1) e das 

variantes da DNase1 (D1V) caracterizando as mutações Q31R/T227K/A136F. As proteínas 

purificadas foram analisadas nas quantidades indicadas. A zimografia mostrou atividade de 

degradação do dsDNA como círculos escuros. A atividade de degradação do dsDNA se 

correlaciona com o diâmetro. As amostras sem atividade mostram o carregamento bem como 

uma pequena mancha preta (por exemplo, 0 ng). A eletroforese em gel de agarose (AGE) do 

DNA isolado da cromatina digerida mostra uma mudança do DNA de alto peso molecular 

para o DNA de peso molecular inferior ou baixo que se correlaciona com a atividade de 

degradação da cromatina. A variante DNase1 que apresenta as mutações 

Q31R/T227K/A136F degrada a cromatina aproximadamente 10 a 20 vezes mais 

eficientemente do que a DNase1 de tipo selvagem.  
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[050] A FIG. 26 mostra uma comparação das variantes da DNase1 (D1V) com as 

mutações de aminoácidos A164K, A136F e A164K/A136F com DNase1 do tipo selvagem 

(D1) e tipo selvagem (D1L3). Os sobrenadantes da cultura de células HEK transfectadas 

foram analisados. A zimografia mostrou atividade de degradação do dsDNA como círculos 

escuros. A atividade de degradação do dsDNA se correlaciona com o diâmetro. As amostras 

sem atividade mostram o carregamento bem como uma pequena mancha preta (por exemplo, 

Ctrl). A eletroforese em gel de agarose (AGE) do DNA isolado da cromatina digerida mostra 

uma mudança do DNA de alto peso molecular para o DNA de peso molecular inferior ou 

baixo que se correlaciona com a atividade de degradação da cromatina. As variantes DNase1 

com A136F/A164K degradam a cromatina com mais eficiência. 

[051] A FIG. 27A-FIG. 27B mostra o desenvolvimento de uma variante DNase1 com a 

mutação A226_T227insK. (FIG. 26A) Alinhamento da sequência de aminoácidos da 

DNase1 humana (SEQ ID NO: 1) e da DNase1L3 humana (SEQ ID NO: 2). As réguas de 

sequência marcam as posições dos aminoácidos. Os resíduos críticos de arginina na 

DNase1L3 são destacados. Os aminoácidos compartilhados entre a DNase1 e a DNase1L3 

são destacados e servem como âncoras para substituir a sequência de aminoácidos ATP da 

DNase1 por VKKS da DNase1L3. (FIG. 26B) A zimografia mostrou atividade de 

degradação do dsDNA como círculos escuros. A atividade de degradação do dsDNA se 

correlaciona com o diâmetro. As amostras sem atividade mostram o carregamento bem como 

uma pequena mancha preta (por exemplo, Ctrl). O gel foi carregado com as variantes 

DNase1 (D1), DNase1 do tipo selvagem (D1V)  que apresentam as mutações 

A226_T227insK, T227K e A226_P228delinsVKKS. A226_T227insK, mas não 

A226_P228delinsVKKS, está associado a uma atividade reduzida de degradação do dsDNA. 

[052] A FIG. 28 mostra a estrutura da DNase1 humana [4AWN]. A folha beta do N-

terminal e a folha beta do C-terminal são destacados e o motivo S272/D273/H274, que é 

conservado entre os membros da família da proteína D1. 

[053] A FIG. 29 mostra o conceito de engenharia de blocos de construção de proteínas 

homólogas. A tecnologia transfere aminoácidos variáveis únicos ou múltiplos, que são 

ladeados por aminoácidos variáveis únicos ou múltiplos conservados, entre uma proteína 

doadora e receptora. 

[054] A FIG. 30 mostra um alinhamento de sequência de aminoácidos de DNase1 e 

DNase1L3 de camundongo (SEQ ID NOS: 3 e 34), rato (SEQ ID NOS: 4 e 35), chimpanzé 
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(SEQ ID NOS: 36 e 37) e humano (SEQ ID NOS: 1 e 2). O peptídeo sinal N-terminal e os 

aminoácidos conservados são destacados. Os aminoácidos variáveis não são destacados e 

servem como blocos de construção que podem ser transferidos da DNase1 para a DNase1L3 

e vice-versa. Abreviações: AA, aminoácido. 

[055] As FIG. 31A-FIG. 31B mostram listas de blocos de construção na DNase1 humana 

(D1) e na DNase1L3 humana (D1L3). A FIG. 31A mostra aminoácidos que são conservados 

em D1 e D1L3, que servem como âncoras N e C, respectivamente. Os blocos de construção 

são aminoácidos variáveis em D1 e D1L3. As mutações que transferem os Blocos de 

Construção de D1L3 para D1 são mostradas. A FIG. 31B mostra âncoras N e C em D1L3. 

As mutações que transferem os Blocos de Construção de D1 para D1L3 são listadas. AA: 

aminoácido. 

[056] A FIG. 32 mostra uma aplicação da engenharia de blocos de construção de 

proteínas homólogas. O aplicativo usa como uma etapa inicial de triagem a transferência de 

grupos de blocos de construção entre um doador homólogo e uma proteína receptora. As 

etapas opcionais adicionais são a transferência de blocos de construção individuais, seguida 

pela transferência de aminoácidos individuais. Em uma etapa final (não mostrada), vários 

aminoácidos, blocos de construção e aglomerados de blocos de construção podem ser 

combinados para degenerar uma enzima quimérica. 

[057] A FIG. 33 mostra a caracterização de variantes da DNase1 (D1V) que apresentam 

blocos de construção da DNase1L3 (D1L3). A zimografia mostrou atividade de degradação 

do dsDNA como círculos escuros. A atividade de degradação do dsDNA se correlaciona 

com o diâmetro. As amostras sem atividade mostram o carregamento bem como uma 

pequena mancha preta (por exemplo, Ctrl). A eletroforese em gel de agarose (AGE) do DNA 

isolado da cromatina digerida mostra uma mudança do DNA de alto peso molecular para o 

DNA de peso molecular inferior ou baixo que se correlaciona com a atividade de degradação 

da cromatina. As substituições de blocos de construção que causam um aumento na atividade 

de degradação da cromatina são destacadas na sombra escura. As amostras sem esse efeito 

são mostradas em leve nuance. Uma variante da DNase1 que caracteriza a combinação dos 

blocos de construção 11, 12-14, 26, 41-48 e 49 mostra atividade degradante da cromatina 

semelhante à DNase1L3 do tipo selvagem. 

[058] A FIG. 34A-FIG.34B mostra o desenvolvimento de uma variante DNase1L3 sem 

a cauda C-terminal da DNase1L3 do tipo selvagem. A FIG. 34A mostra um alinhamento da 
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sequência de aminoácidos da DNase1 humana (SEQ ID NO: 1) e da DNase1L3 humana 

(SEQ ID NO: 2). As réguas de sequência marcam as posições dos aminoácidos. A cauda C-

terminal da DNase1L3 é destacada e seu sinal de localização nuclear é encaixotado. Os 

aminoácidos compartilhados entre DNase1 e DNase1L3 são indicados. Os aminoácidos 

localizados após o motivo SDH conservado foram trocados pelo grupo de blocos de 

construção 60-62 entre DNase1 e DNase1L3. A FIG. 34B mostra zimografia mostrando 

atividade de degradação do dsDNA como círculos escuros. A atividade de degradação do 

dsDNA se correlaciona com o diâmetro. As amostras sem atividade mostram o carregamento 

bem como uma pequena mancha preta (por exemplo, Ctrl). A eletroforese em gel de agarose 

(AGE) do DNA isolado da cromatina digerida mostra uma mudança do DNA de alto peso 

molecular para o DNA de peso molecular inferior ou baixo que se correlaciona com a 

atividade de degradação da cromatina. Os géis foram carregados com DNase1 (D1), variante 

DNase1 (D1V) do tipo selvagem que apresenta o grupo BB 60-62 de D1, variante DNase1L3 

(D1L3V) que apresenta o grupo BB 60-62 de D1 e um D1L3V com duas mutações (K301A, 

K303A) foram feitas para desativar o NLS2. O D1L3V com o grupo BB 60-62 de D1 mostrou 

atividade degradante da cromatina aumentada em comparação com o D1L3 do tipo 

selvagem. 

[059] A FIG. 35A-FIG. 35B mostra o desenvolvimento de variantes de DNase1L3 

glicosiladas (D1L3V). A FIG. 35A mostra o alinhamento da sequência de aminoácidos da 

DNase1 humana (SEQ ID NO: 1) e da DNase1L3 humana (SEQ ID NO: 2). As réguas de 

sequência marcam as posições dos aminoácidos. Os motivos de glicosilação N40-X-T42 e 

N128-X-T130 da DNase1 são destacados. Os sítios fazem parte do bloco de construção (BB) 

4 e do grupo de construção (BB) 23-25. Os aminoácidos compartilhados relevantes entre 

DNase1 e DNase1L3 são destacados. (FIG. 35B) A zimografia mostrou atividade de 

degradação do dsDNA como círculos escuros. A atividade de degradação do dsDNA se 

correlaciona com o diâmetro. As amostras sem atividade mostram o carregamento bem como 

uma pequena mancha preta (por exemplo, Ctrl). A eletroforese em gel de agarose (AGE) do 

DNA isolado da cromatina digerida mostra uma mudança do DNA de alto peso molecular 

para o DNA de peso molecular inferior ou baixo que se correlaciona com a atividade de 

degradação da cromatina. Os géis foram carregados com DNase1L3 tipo selvagem (D1L3), 

variante DNase1L3 (D1L3V) que apresenta BB4 de D1 e variante DNase1L3 (D1L3V) que 

apresenta o grupo BB 23-25 de D1. Um Western Blot (WB) com anticorpos contra D1L3 
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detectou que D1L3V apresentava quantidades aumentadas de proteínas maiores. As duas 

variantes da DNase1L3 glicosilada (D1L3V) mantiveram sua capacidade de degradar a 

cromatina. 

[060] A FIG. 36A-FIG. 36F mostra o efeito terapêutico da DNase1L3 (SEQ ID NO: 2) 

e uma sua variante (SEQ ID NO: 17) contra NETs in vivo. A FIG. 36A mostra uma coloração 

de H&E de um coração de camundongo com um coágulo denso de NETs rico em 

hematoxilina dentro de uma câmara cardíaca. A FIG. 36B mostra uma linha do tempo 

começando com a indução de NETs, levando à oclusão vascular por NETs e morte. 

Hematúria e hipotermia são sinais externos para coágulos de NET in vivo. (FIG. 36C) 

Esboço do desenho experimental: Csf3 foi expresso em  Dnase1-/- Dnase1l3-/- para induzir 

coágulos vasculares de NETs. Os camundongos que apresentaram hematúria e hipotermia 

foram randomizados por injeção de veículo (N = 3), dornase alfa (D1, N = 3), DNase1L3 

purificada (D1L3, N = 3) ou uma variante DNase1L3 purificada (SEQ ID NO: 17, D1L3V, 

N = 3). Após 30 minutos, foram coletados pulmões e soro. A terapia com D1L3 ou D1L3V, 

mas não com solução salina ou D1, reduziu significativamente a oclusão vascular por NETs 

nos pulmões (FIG. 36D) e aumentou os níveis de DNA no soro (FIG. 36E).  A FIG. 36F 

mostra oligo-nucleossomos no soro de camundongos que recebem a terapia D1L3. Os 

camundongos que recebem D1L3V mostraram mono- e di-nucleossomos menores. Isolados 

de DNA do soro de camundongos que receberam terapia D1 mostraram leves manchas de 

DNA de vários tamanhos, enquanto nenhum DNA pôde ser isolado do soro de camundongos 

injetados com veículo. 

[061] A FIG. 37A-FIG.37C mostra o efeito terapêutico de uma variante DNase1L3 

(SEQ ID NO: 17) em um modelo de rato de lesão de isquemia-reperfusão (IR). (FIG: 37A) 

Esboço do desenho experimental: Um testículo de ratos machos do tipo selvagem foi 

submetido a torção testicular. O procedimento causa uma lesão no tecido isquêmico. Os 

camundongos foram randomizados. Foi realizada uma torção do testículo, seguida por uma 

injeção de veículo (N = 6), dornase alfa (D1, N = 6) ou uma variante DNase1L3 purificada 

(SEQ ID NO: 17, D1L3V, N = 6) . O testículo não tratado e o isquêmico foram coletados 

após 7 dias. A FIG. 37B mostra que a terapia com o D1L3V, mas não com solução salina ou 

D1, reduziu significativamente a atrofia no testículo isquêmico.  A FIG. 37C quantificou a 

lesão tecidual macroscópica. Todos os testículos não tratados são acastanhados e 

vascularizados, indicando tecido saudável (Ctrl, pontuação: 0). Torção testicular seguida de 
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tecido danificado por reperfusão, que parecia esbranquiçado (IR, Pontuação: 4). A terapia 

com D1L3V, mas não com solução salina ou D1, reduziu substancialmente a lesão tecidual 

e 4/6 dos testículos não mostraram sinais de lesão. Barra de escala: 1 cm.   

[062] As FIG. 38A-FIG. 38C mostram os níveis de expressão de DNase1, DNase1L3 e 

variantes dos mesmos. (FIG. 38A) Conjuntos estáveis de células CHO produzindo DNase1 

do tipo selvagem (D1), uma variante do mesmo (D1V, SEQ ID NO: 7), D1L3 do tipo 

selvagem e uma variante do mesmo (D1L3V, SEQ ID NO: 17) foram cultivadas em 

biorreatores. As amostras foram coletadas periodicamente e analisadas por Western Blot. A 

expressão de D1 e D1V foi detectada, mas apenas baixos níveis de D1L3 e  D1L3V. (FIG. 

38B) A expressão robusta de D1L3 e D1L3V foi alcançada em Pichia pastoris. (FIG. 38C) 

A zimografia mostrou atividade de degradação do dsDNA como círculos escuros. A 

atividade de degradação do dsDNA se correlaciona com o diâmetro. As amostras sem 

atividade mostram o carregamento bem como uma pequena mancha preta (por exemplo, 

D1L3, 0,0005 ng). A eletroforese em gel de agarose (AGE) do DNA isolado da cromatina 

digerida mostra uma mudança do DNA de alto peso molecular para o DNA de peso 

molecular inferior ou baixo que se correlaciona com a atividade de degradação da cromatina. 

D1L3V degrada a cromatina aproximadamente 10 vezes mais eficientemente que D1L3.  

[063] A FIG. 39 ilustra certas variantes da DNase de acordo com esta divulgação. São 

listadas as mutações de aminoácidos na DNase1 e DNase1L3 com peptídeo sinal, bem como 

as proteínas maduras sem peptídeo sinal. As mutações que foram geradas usando a 

Engenharia de blocos de construção são marcadas com “+” e os Blocos de construção são 

indicados entre colchetes. 

DESCRIÇÃO DETALHADA DA INVENÇÃO 

[064] A presente invenção fornece proteínas DNase projetadas, membros da família de 

proteína DNase1 (incluindo DNase1 tipo 3 e DNase1) que são úteis no tratamento de 

condições caracterizadas por acúmulo e/ou liberação de armadilha extracelular de neutrófilos 

(NET). Em alguns aspectos, a invenção fornece composições e métodos para prevenir ou 

tratar a oclusão vascular envolvendo NETs. Conforme demonstrado neste documento, as 

NETs participam de um mecanismo não canônico de oclusão vascular, que não depende de 

fibrina ou plaquetas.   

[065] Como usado aqui, o termo "armadilha extracelular de neutrófilos" ou "NET" refere-

se a qualquer armadilha extracelular ("ET") compreendendo DNA extracelular formado por 
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células como, mas não limitado a, neutrófilos, monócitos, macrófagos, basófilos, eosinófilos, 

mastócitos células, células cancerígenas, células lesionadas (por exemplo, células endoteliais 

lesionadas) e semelhantes. A menos que o contexto indique o contrário, os termos NET e ET 

são usados aqui de forma intercambiável. 

[066] Existem duas enzimas extracelulares de DNase encontradas na circulação de 

humanos e camundongos, DNase1 (D1) e DNase1 tipo 3 (D1L3). Essas enzimas podem ser 

deficientes em sua capacidade e mecanismo de degradar NETs in vitro e in vivo e são 

encontradas em concentrações relativamente baixas em humanos e camundongos. As 

enzimas naturais não possuem propriedades físicas, enzimáticas e/ou farmacodinâmicas 

ideais para terapia recombinante e, particularmente, para terapia sistêmica.  

[067] D1 e D1L3 pertencem, junto com DNase1 tipo 1 (D1L1) e DNase1 tipo 2 (D1L2), à 

família de proteínas DNase1. D1 e D1L3 são expressos em uma variedade de espécies, 

incluindo humanos, primatas e roedores. Em humanos e camundongos, D1 e D1L3 mostram 

uma similaridade proteica de 49-52%. No entanto, apesar de sua homologia, D1 e D1L3 

diferem na origem celular, na sensibilidade aos inibidores e na afinidade do substrato. D1 

preferivelmente cliva DNA livre de proteínas (por exemplo, DNA bacteriano, DNA de 

plasmídeo), enquanto D1L3 tem como alvo a cromatina, o complexo de DNA e histonas, 

que é comumente encontrado no núcleo das células eucarióticas. A atividade D1 é inibida 

por ligação à actina monomérica e sensível a concentrações fisiológicas de sal. Além disso, 

D1 é glicosilado em N40 (corresponde a N18 na enzima madura sem peptídeo sinal) e N128 

(N106), que torna a enzima resistente à inativação por proteases séricas. Ao contrário, o 

D1L3 carece de sítios de glicosilação e de ligação à actina, o que causa sua suscetibilidade 

a várias proteases e resistência à actina, respectivamente. 

[068] Em alguns aspectos, a invenção fornece variantes D1L3 projetadas para ter 

propriedades físicas, farmacodinâmicas e/ou enzimáticas mais adequadas para a terapia, por 

exemplo, para reduzir ou impedir o acúmulo de NET em um indivíduo. Em várias 

modalidades, a invenção fornece uma variante de proteína D1L3 recombinante 

compreendendo: uma ou mais glicosilações, uma ou mais alterações de aminoácidos 

resultando em maior afinidade do substrato, inativação de um sinal de localização nuclear, 

exclusão de toda ou parte de uma cauda C-terminal, pegilação e fusão a uma proteína ou 

porção transportadora. Em várias modalidades, a variante D1L3 aumentou a estabilidade da 

proteína, aumentou a resistência à protease, aumentou a biodisponibilidade, aumentou a 
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meia-vida em circulação e/ou substancialmente o mesmo ou melhor DNA e/ou cromatina 

e/ou atividade de degradação da NET, maior produção níveis com sistemas de expressão in 

vitro (por exemplo, células de ovário de hamster chinês e/ou Pichia pastoris) em comparação 

com a proteína D1L3 de tipo selvagem da SEQ ID NO: 2. 

[069] Em várias modalidades, a variante D1L3 compreende uma sequência de aminoácidos 

com pelo menos 80% de identidade de sequência com a enzima definida pela sequência de 

aminoácidos da SEQ ID NO: 2, com uma ou mais modificações de aminoácidos em relação 

à SEQ ID NO: 2 como aqui descrito. Em algumas modalidades, a variante D1L3 compreende 

uma sequência de aminoácidos com pelo menos 90% ou pelo menos 95% ou pelo menos 

97% ou pelo menos 98% de identidade de sequência com a enzima DNase definida pela SEQ 

ID NO: 2. 

[070] Tal como aqui utilizado, quando se refere à identidade de sequência com enzimas 

DNase do tipo selvagem e, salvo indicação em contrário, sequências referem-se a enzimas 

maduras sem o peptídeo sinal. Além disso, salvo indicação em contrário, as posições dos 

aminoácidos são numeradas em relação à sequência completa da DNase traduzida, incluindo 

o peptídeo sinal, para maior clareza. Desta forma, por exemplo, a referência à identidade de 

sequência com a enzima da SEQ ID NO: 2 refere-se a uma porcentagem de identidade com 

a enzima madura que tem M21 no N-terminal. Do mesmo modo, a referência à identidade 

de sequência com a enzima da SEQ ID NO: 1 (D1 humano) refere-se a uma identidade 

percentual com a enzima madura tendo L23 no N-terminal. 

[071] A semelhança das sequências de nucleotídeos e aminoácidos, isto é, a porcentagem 

de identidade de sequência, pode ser determinada através de alinhamentos de sequência, 

como conhecido na técnica. Tais alinhamentos podem ser realizados com vários algoritmos 

conhecidos na técnica, como com o algoritmo matemático de Karlin e Altschul (Karlin & 

Altschul (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90: 5873-5877), com hmmalign (pacote 

HMMER, http://hmmer.wustl.edu/) ou com o algoritmo CLUSTAL (Thompson, J.D., 

Higgins, D.G. & Gibson, TJ (1994) Nucleic Acids Res.22 4673-80).  Algoritmos exemplares 

são incorporados nos programas BLASTN e BLASTP de Altschul et al. (1990) J. Mol. Biol. 

215: 403-410. Ao utilizar programas BLAST, são utilizados os parâmetros padrão dos 

respectivos programas.  

[072] Em algumas modalidades, a variante da proteína D1L3 recombinante compreende 

uma ou mais sequências de consenso de glicosilação, por exemplo, NX (T/S). A enzima de 
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tipo selvagem humana (SEQ ID NO: 2) não contém uma sequência de glicosilação de 

consenso. No entanto, o projeto de uma sequência de consenso de glicosilação em D1L3 

pode fornecer glicosilação (e resistência à protease) sem impacto substancial na atividade da 

enzima. Em algumas modalidades, a sequência de consenso de glicosilação inclui uma 

substituição D38N e uma substituição N40T ou N40S e/ou uma substituição A127N e uma 

substituição V129T ou V129S da sequência do tipo selvagem (por exemplo, SEQ ID NO: 

2). Em algumas modalidades, a enzima D1L3 recombinante possui um, dois, três ou quatro 

sítios de glicosilação. A sequência de consenso pode ser introduzida na proteína em um sítio 

que não afeta sua atividade enzimática e, em algumas modalidades, está localizada perto de 

partes da enzima importantes para manter a estrutura da enzima (por exemplo, nos 

aminoácidos 25 a 289 e, em algumas modalidades, dentro dos aminoácidos 24 a 150).  

[073] Em algumas modalidades, a invenção fornece uma enzima DNase compreendendo 

uma sequência de aminoácidos que é pelo menos 80% idêntica à sequência de aminoácidos 

da enzima definida pela SEQ ID NO: 2, em que a enzima tem uma substituição de asparagina 

na posição correspondente para a posição 38 e/ou posição 127 da SEQ ID NO: 2, e o N38 

e/ou N127 é glicosilado. Em algumas modalidades, a substituição na posição 38 e/ou 127 é 

feita através de uma substituição de bloco de construção da SEQ ID NO: 1, como aqui 

descrito. 

[074] Em várias modalidades, as variantes de D1L3 com uma ou mais glicosilações exibem 

maior resistência à degradação da protease sérica e/ou uma meia-vida sérica aumentada em 

comparação com a proteína D1L3 do tipo selvagem (SEQ ID NO: 2). 

[075] Em algumas modalidades, a variante de proteína D1L3 compreende uma inativação 

de um sinal de localização nuclear (NLS). O D1L3 apresenta dois sítios de localização 

nuclear (NLS1, NLS2), que direcionam a enzima para o núcleo durante a apoptose. De fato, 

o D1L3 é necessário para a fragmentação do DNA nuclear em células apoptóticas e 

necróticas in vivo. NLS1 está localizado próximo ao N-terminal (cerca das posições de 

aminoácidos 80 a 96 em relação à SEQ ID NO: 2). NLS2 (posições de aminoácidos 291 a 

304 em relação à SEQ ID NO: 2) é incorporado dentro de uma cauda C-terminal (posições 

de aminoácidos 283 a 305 em relação à SEQ ID NO: 2) que é exclusiva para D1L3 e não 

está presente em D1. Pensa-se que a cauda do C-terminal seja necessária para o D1L3 

degradar diferentes substratos do DNA extracelular, a saber o DNA encapsulado em lipídeos 

e a cromatina nos corpos apoptóticos. Os lipídeos encapsulam o DNA durante as 
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transfecções. Em resumo, cDNA, DNA livre de proteínas e lipídeos catiônicos formam um 

complexo que penetra através da membrana plasmática das células-alvo. D1L3 interfere nas 

transfecções e a cauda do C-terminal é crítica para esta função. Os substratos fisiológicos de 

D1L3 são corpos apoptóticos, vesículas lipídicas extracelulares cheias de cromatina de 

células apoptóticas. A cauda do C-terminal permite que o D1L3 penetre através das 

membranas lipídicas dos corpos apoptóticos e degrade a carga da cromatina. Pensa-se 

também que a cauda do C-terminal seja necessária para a degradação da cromatina 

extracelular sem lipídeos por D1L3. Assim, a cauda do C-terminal, uma característica 

molecular única de D1L3, parece ser responsável pelas afinidades de substrato distintas de 

D1 e D1L3. 

[076] A inativação de um ou mais NLSs melhora a disponibilidade e/ou atividade da 

enzima na circulação. Em algumas modalidades, a inativação do NLS é por exclusão de todo 

ou parte de NLS1 e/ou NLS2. Em algumas modalidades, o NLS é inativado por substituição 

e/ou exclusão de aminoácidos no NLS1 e/ou NLS2. Em algumas modalidades, o NLS2 é 

excluído, total ou parcialmente. Em algumas modalidades, a variante de proteína D1L3 

compreende uma exclusão de toda ou parte da cauda do C-terminal e/ou substituição de um 

ou mais aminoácidos na cauda do C-terminal.  

[077] Em certas modalidades, a variante D1L3 contém uma ou mais, por exemplo, 1, 2, 3, 

4, 5 ou mais substituições, adições (por exemplo, inserções) ou deleções de aminoácidos no 

domínio NLS1. O domínio NLS2 ou uma porção dele pode ser excluído. Em certas 

modalidades, a variante de proteína D1L3 contém uma ou mais, por exemplo, 1, 2, 3, 4, 5 

ou mais substituições, adições ou deleções de aminoácidos no domínio da cauda do C-

terminal.  O domínio da cauda do C-terminal ou uma porção do mesmo pode ser excluído. 

Em várias modalidades, a variante de proteína D1L3 contém uma ou mais, por exemplo, 1, 

2, 3, 4, 5 ou mais substituições, adições ou deleções de aminoácidos no domínio NLS2 que 

está localizado no domínio da cauda do C-terminal. O domínio NLS2 ou uma porção dele 

pode ser excluído na variante de proteína D1L3.  

[078] Em vários aspectos, a invenção fornece uma tecnologia de projeto de proteínas que 

se baseia na transferência de um único aminoácido ou de aminoácidos adjacentes múltiplos, 

denominados "blocos de construção", entre dois membros de uma família de proteínas, como 

membros da família de proteínas DNase1 para gerar variantes enzimaticamente ativas dos 

membros da família da proteína DNase1 (incluindo a variante de D1 e D1L3). Um "bloco de 
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construção" é definido pelos aminoácidos que são variáveis entre dois ou mais membros da 

família da proteína DNase1. Esses aminoácidos variáveis são ladeados por aminoácidos que 

são conservados entre dois ou mais membros da família da proteína DNase1 ("âncoras"). A 

variável de aminoácido único ou vários aminoácidos contíguos ("blocos de construção") são 

trocados entre membros da família de proteínas DNase1, implantando-os entre um único 

aminoácido conservado ou vários aminoácidos contíguos ("âncoras").  

[079] Essa abordagem é referida aqui como "projeto de proteínas de blocos de construção". 

Onde três ou mais aminoácidos são transferidos, até 1/3 dos aminoácidos pode ser 

posteriormente substituído. Por exemplo, onde três ou seis aminoácidos são transferidos 

como um bloco de construção, um ou até dois resíduos podem ser substituídos 

adicionalmente, respectivamente. Em algumas modalidades, quatro ou mais aminoácidos são 

transferidos como uma substituição de bloco de construção e até 25% dos aminoácidos 

transferidos são substituídos adicionalmente, por exemplo, com modificações conservadoras 

ou não conservadoras de aminoácidos. Por exemplo, onde quatro, oito ou doze aminoácidos 

são transferidos, um, dois ou três aminoácidos (respectivamente) podem ser substituídos 

adicionalmente na substituição do bloco de construção. 

[080] Em vários aspectos (incluindo em conexão com as modalidades descritas 

anteriormente), a variante D1L3 compreende pelo menos uma substituição de bloco de 

construção de D1. A FIG. 31 ilustra 62 substituições de blocos de construção entre D1 e 

D1L3.  

[081] As substituições exemplares de blocos de construção de D1 incluem uma ou mais 

dos seguintes:  

[082] substituição de 1-20 (MSRELAPLLLLLLSIHSALA) da SEQ ID NO: 2 por 1-22 

(MRGMKLLGALLALAALLQGAVS) da SEQ ID NO: 1; substituição de 21-25 (MRICS) 

da SEQ ID NO: 2 por 23-27 (LKIAA) da SEQ ID NO: 1; substituição de 28-30 (VRS) da 

SEQ ID NO: 2 por 30-32 (IQT) da SEQ ID NO: 1; substituição de 33-34 (ES) da SEQ ID 

NO: 2 por 35-36 (ET) da SEQ ID NO: 1; substituição de 36-45 (QEDKNAMDVI) da SEQ 

ID NO: 2 por 38-47 (MSNATLVSYI) da SEQ ID NO: 1; substituição de 47-51 (KVIK) da 

SEQ ID NO: 2 por 49-53 (QILS) da SEQ ID NO: 1; substituição de 52 (C) da SEQ ID NO: 

2 por 54 (Y) da SEQ ID NO: 1; substituição de 54-58 (IILVM) da SEQ ID NO: 2 por 56-60 

(IALVQ) da SEQ ID NO: 1; substituição de 60-61 (IK) da SEQ ID NO: 2 por 62-63 (VR) 

da SEQ ID NO: 1; substituição de 63-70 (SNNRICPI) da SEQ ID NO: 2 por 65-72 
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(SHLTAVGK) da SEQ ID NO: 1; substituição de 72-74 (MEK) da SEQ ID NO: 2 por 74-

76 (LDN) da SEQ ID NO: 1; substituição de 77-84 (RNSRRGIT) da SEQ ID NO: 2 por 79-

84 (QDAPDT) da SEQ ID NO: 1; substituição de 86 (N) da SEQ ID NO: 2 por 86 (H) da 

SEQ ID NO: 1; substituição de 88-89 (VI) da SEQ ID NO: 2 por 88-89 (VV) da SEQ ID 

NO: 1; substituição de 91-92 (SR) da SEQ ID NO: 2 por 91-92 (EP) da SEQ ID NO: 1; 

substituição de 96-97 (NT) da SEQ ID NO: 2 por 96-97 (NS) da SEQ ID NO: 1; substituição 

de 101 (Q) da SEQ ID NO: 2 por 101 (R) da SEQ ID NO: 1; substituição de 103 (A) da SEQ 

ID NO: 2 por 103 (L) da SEQ ID NO: 1; substituição de 105 (L) da SEQ ID NO: 2 por 105 

(V) da SEQ ID NO: 1; substituição de 107-110 (KEKL) da SEQ ID NO: 2 por 107-110 

(RPDQ) da SEQ ID NO: 1; substituição de 113-116 (VKRS) da SEQ ID NO: 2 por 113-116 

(AVDS) da SEQ ID NO: 1; substituição de 118 (H) da SEQ ID NO: 2 por 118 (Y) da SEQ 

ID NO: 1; substituição de 120 (H) da SEQ ID NO: 2 por 120 (D) da SEQ ID NO: 1; 

substituição de 122-127 (YQDGDA) da SEQ ID NO: 2 por 122-128 (GCEPCGN) da SEQ 

ID NO: 1; substituição de 129 (V) da SEQ ID NO: 2 por 130 (T) da SEQ ID NO: 1; 

substituição de 131 (S) da SEQ ID NO: 2 por 132 (N) da SEQ ID NO: 1; substituição de 

135-136 (FV) da SEQ ID NO: 2 por 136-137 (AIV) da SEQ ID NO: 1; substituição de 138 

(W) da SEQ ID NO: 2 por 139 (R) da SEQ ID NO: 1; substituição de 140-143 (QSPH) da 

SEQ ID NO: 2 por 141-144 (FSRF) da SEQ ID NO: 1; substituição de 145-148 (AVKD) da 

SEQ ID NO: 2 por 146-149 (EVRE) da SEQ ID NO: 1; substituição de 150 (V) da SEQ ID 

NO: 2 por 151 (A) da SEQ ID NO: 1; substituição de 152 (I) da SEQ ID NO: 2 por 153 (V) 

da SEQ ID NO: 1; substituição de 156-157 (TT) da SEQ ID NO: 2 por 157-158 (AA) da 

SEQ ID NO: 1; substituição de 159-161 (ETS) da SEQ ID NO: 2 por 160-162 (GDA) da 

SEQ ID NO: 1; substituição de 163 (K) da SEQ ID NO: 2 por 164 (A) da SEQ ID NO: 1; 

substituição de 167 (E) da SEQ ID NO: 2 por 168 (A) da SEQ ID NO: 1; substituição de 

169-170 (VE) da SEQ ID NO: 2 por 170-171 (YD) da SEQ ID NO: 1; substituição de 173 

(T) da SEQ ID NO: 2 por 174 (L) da SEQ ID NO: 1; substituição de 176-178 (KHR) da SEQ 

ID NO: 2 por 177-179 (QEK) da SEQ ID NO: 1; substituição de 180-181 (KA) da SEQ ID 

NO: 2 por 181-182 (GL) da SEQ ID NO: 1; substituição de 183-186 (NFIF) da SEQ ID NO: 

2 por 184-187 (DVML) da SEQ ID NO: 1; substituição de 198-201 (PKKA) da SEQ ID NO: 

2 por 199-202 (RPSQ) da SEQ ID NO: 1; substituição de 203-204 (KN) da SEQ ID NO: 2 

por 204-205 (SS) da SEQ ID NO: 1; substituição de 208 (R) da SEQ ID NO: 2 por 209 (W) 

da SEQ ID NO: 1; substituição de 210 (D) da SEQ ID NO: 2 por 211 (S) da SEQ ID NO: 1; 
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substituição de 212 (R) da SEQ ID NO: 2 por 213 (T) da SEQ ID NO: 1; substituição de 214 

(V) da SEQ ID NO: 2 por 215 (Q) da SEQ ID NO: 1; substituição de 218 (G) da SEQ ID 

NO: 2 por 219 (P) da SEQ ID NO: 1; substituição de 220-221 (QE) da SEQ ID NO: 2 por 

221-222 (SA) da SEQ ID NO: 1; substituição de 225-228 (VKKS) da SEQ ID NO: 2 por 

226-228 (ATP) da SEQ ID NO: 1; substituição de 230 (N) da SEQ ID NO: 2 por 230 (H) da 

SEQ ID NO: 1; substituição de 238-240 (LRG) da SEQ ID NO: 2 por 238-240 (VAG) da 

SEQ ID NO: 1; substituição de 241-246 (QEIVSS) da SEQ ID NO: 2 por 241-246 

(MLLRGA) da SEQ ID NO: 1; substituição de 250 (K) da SEQ ID NO: 2 por 250 (D) da 

SEQ ID NO: 1; substituição de 252-254 (NSV) da SEQ ID NO: 2 por 252-254 (ALP) da 

SEQ ID NO: 1; substituição de 256 (D) da SEQ ID NO: 2 por 256 (N) da SEQ ID NO: 1; 

substituição de 259-260 (KA) da SEQ ID NO: 2 por 259-260 (AA) da SEQ ID NO: 1; 

substituição de 262 (K) da SEQ ID NO: 2 por 262 (G) da SEQ ID NO: 1; substituição de 

264-267 (TEEE) da SEQ ID NO: 2 por 264-267 (SDQL) da SEQ ID NO: 1; substituição de 

269-271 (LDV) da SEQ ID NO: 2 por 269-271 (QAI) da SEQ ID NO: 1; substituição de 275 

(F) da SEQ ID NO: 2 por 275 (Y) da SEQ ID NO: 1; substituição de 279-280 (FK) da SEQ 

ID NO: 2 por 279-280 (VM) da SEQ ID NO: 1; e substituição de 282-305 

(QSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS) da SEQ ID NO: 2 por 282 (K) da SEQ ID NO: 1. 

[083] Estas substituições de bloco de construção de D1 resultam em variantes de D1L3 que 

apresentam uma ou mais das seguintes mutações: 

M1_A20delinsMRGMKLLGALLALAALLQGAVS, M21_S25delinsLKIAA, 

V28_S30delinsIQT, E33_S34delinsET, Q36_I45delinsMSNATLVSYI, 

K47_K50delinsQILS, C52Y, I54_M58delinsIALVQ, I60_K61delinsVR, 

S63_I70delinsSHLTAVGK, M72_K74delinsLDN, R77_T84delinsQDAPDT, N86H, 

V88_I89delinsVV, S91_R92delinsEP, N96_T97delinsNS, Q101R, A103L, L105V, 

K107_L110delinsRPDQ, V113_S116delinsAVDS, H118Y, H120D, 

Y122_A127delinsGCEPCGN, V129T, S131N, 135F_136VdelinsAI, W138R, 

Q140_H143delinsFSRF, A145_D148delinsAVKD, V150A, I152A, T156_T157delinsAA, 

E159_S161delinsGDA, K163A, E167A, V169_E170delinsYD, T173L, 

K176_R178delinsQEK, K180_A181delinsGL, N183_F186delinsDVML, 

P198_A201delinsRPSQ, K203_N204delinsSS, R208W, D210S, R212T, V214Q, G218P, 

Q220_E221delinsSA, V225_S228delinsATP, N230H, L238_R239delinsVA, 

Q241_S246delinsMLLRGA, K250D, N252_V254delinsALP, D256N, 

Petição 870200048759, de 17/04/2020, pág. 36/152



29/100 

K259_A260delinsAA, K262G, T264_E267delinsSDQL, L269_V271delinsQAI, F275Y, 

F279_K280delinsVM, Q282_S305delinsK. 

[084] O termo "delins" refere-se a uma exclusão entre e incluindo dois aminoácidos 

indicados, com uma inserção de um aminoácido ou sequência de aminoácidos no sítio da 

exclusão. Por exemplo, a notação E91_P92delinsSR significa que os aminoácidos de E91 a 

P92 são excluídos e os aminoácidos SR são inseridos no sítio da exclusão (por exemplo, a 

sequência de aminoácidos resultante terá S91 e R92). 

[085] O termo "ins" refere-se a uma inserção de aminoácidos entre dois aminoácidos 

indicados. Por exemplo, a notação E91_P92insSR significa que os aminoácidos SR são 

inseridos entre E91 e P92, resultando na sequência E91, S92, R93 e P94. 

[086] Várias mutações em uma enzima são separadas por "/", por exemplo, T227K/A136F 

ou 

R199_Q202delinsPKKA/S204_S205delinsKN/W209R/S211D/T213R/Q215V/P219G/S22

1_A222delinsQE. 

[087] Em algumas modalidades, a variante D1L3 compreende uma ou mais substituições 

de blocos de construção adjacentes. Por exemplo, a variante D1L3 pode compreender em 

relação à SEQ ID NO: 2 a mutação F275Y/F279_K280delinsVM/Q282_S305delinsK (SEQ 

ID NO: 17). Em algumas modalidades, a variante D1L3 pode compreender em relação à 

SEQ ID NO: 2 a mutação Q36_I45delinsMSNATLVSYI (SEQ ID NO: 19). Em algumas 

modalidades, a variante D1L3 pode compreender em relação à SEQ ID NO: 2 a mutação 

Y122_A127delinaGCEPCGN/V129T/S131N (SEQ ID NO: 20). 

[088] Em uma modalidade exemplar, a variante D1L3 compreende 2 ou 3 substituições 

selecionadas das mutações em relação à SEQ ID NO:2: Q36_I45delinsMSNATLVSYI, 

Y122_A127delinsGCEPCGN/V129T/S131N, 

F275Y/F279_K280delinsVM/Q282_S305delinsK 

[089] Assim, em algumas modalidades, a invenção fornece uma enzima DNase 

compreendendo uma sequência de aminoácidos que é pelo menos 80% idêntica à sequência 

de aminoácidos da enzima definida pela SEQ ID NO: 2 e compreende pelo menos uma 

substituição de bloco de construção da sequência de aminoácidos de SEQ ID NO: 1. As 

substituições de blocos de construção entre SEQ ID NOS: 1 e 2 são ilustradas e numeradas 

na FIG. 31. Por exemplo, em algumas modalidades, a enzima compreende a mutação 

F275Y/F279_K280delinsVM/Q282_S305delinsK e que opcionalmente compreende a 
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sequência de aminoácidos da SEQ ID NO: 17. Em algumas modalidades, a enzima 

compreende as mutações Q36_I45delinsMSNATLVSYI, Y122_A127delinsGCEPCGN, 

V129T ou S131N e, opcionalmente, possui a sequência de aminoácidos de SEQ ID NO: 19 

ou SEQ ID NO: 20. 

[090] Exemplos de variantes de D1L3 incluem as que compreendem a sequência de 

aminoácidos das SEQ ID Nos: 17 a 20. A invenção, em algumas modalidades, inclui 

derivados com 1 a 10 (por exemplo, 1 a 5) inserções, deleções ou substituições de 

aminoácidos em relação a qualquer uma das SEQ ID NOS: 17 a 20. Em algumas 

modalidades, a variante D1L3 compreende uma ou mais substituições de aminoácidos em 

bloco adicionais de uma DNase homóloga (por exemplo, de D1). Tais substituições de bloco 

podem substituir pelo menos 2, pelo menos 3, pelo menos 4 ou pelo menos 5 aminoácidos. 

Em algumas modalidades, as substituições de bloco substituem de 2 a 20 aminoácidos, como 

de 3 a 15 aminoácidos ou de 3 a 10 aminoácidos, com bloco de construção comparável da 

DNase homóloga. 

[091] As variantes projetadas da proteína D1L3 podem compreender uma ou mais 

substituições, adições (inserções), deleções ou truncamentos de aminoácidos adicionais na 

sequência de aminoácidos do D1L3 humano (SEQ ID NO: 2). As substituições de 

aminoácidos podem incluir substituições conservadoras e/ou não conservadoras.  

[092] Por exemplo, as "substituições conservativas" podem ser feitas, por exemplo, com 

base na semelhança ma polaridade, carga, solubilidade, hidrofobicidade, hidrofilicidade e/ou 

na natureza anfipática dos resíduos de aminoácidos envolvidos. Os 20 aminoácidos de 

ocorrência natural podem ser agrupados nos seguintes seis grupos de aminoácidos padrão: 

(1) hidrofóbico: Met, Ala, Val, Leu, Ile; (2) hidrofílico neutro: Cys, Ser, Thr; Asn, Gln; (3) 

ácido: Asp, Glu; (4) básico: His, Lys, Arg; (5) resíduos que influenciam na orientação da 

cadeia: Gly, Pro; e (6) aromático: Trp, Tyr, Phe. “Substituições conservativas” são definidas 

como trocas de um aminoácido por outro aminoácido listado dentro do mesmo grupo dos 

seis grupos de aminoácido padrão mostrados anteriormente. Por exemplo, a troca de Asp por 

Glu mantém uma carga negativa no polipeptídeo assim modificado. Além disso, a glicina e 

a prolina podem ser substituídas entre si com base na sua capacidade de interromper as 

hélices α. Tal como aqui utilizadas, "substituições não conservativas" são definidas como 

trocas de um aminoácido por outro aminoácido listado em um grupo diferente dos seis 

grupos de aminoácidos padrão (1) a (6) mostrados anteriormente. 
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[093] Em algumas modalidades, a variante de proteína D1L3 compreende uma fusão N-

terminal ou C-terminalom uma fração de meia-vida prolongada, como albumina, 

transferrina, uma proteína Fc ou elastina. Ver US 9.458.218, que é aqui incorporado por 

referência na sua totalidade. Em algumas modalidades, o D1L3 é dimerizado por uma região 

de dobradiça de imunoglobulina. Por exemplo, as enzimas projetadas aqui descritas também 

podem incluir um domínio de fusão Fc (por exemplo, domínios de dobradiça e CH2 e 

domínios CH3 de uma imunoglobulina). Em outros casos, a proteína D1L3 projetada é 

fundida à albumina, por exemplo, albumina humana ou um fragmento da mesma. Ver WO 

2015/066550; US 9.221.896, que são aqui incorporadas por referência na sua totalidade. A 

albumina pode ser unida no N-terminal ou no C-terminal da proteína D1 projetada e pode 

opcionalmente compreender um ligante de aminoácido. Em algumas modalidades, D1L3 e 

D1 são juntos dimerizados por uma região de dobradiça Fc, criando uma molécula dimérica 

com propriedades funcionais sinérgicas para NETs de degradação.  

[094] Em algumas modalidades, a variante da proteína D1L3 recombinante compreende 

uma ou mais porções de polietileno glicol (PEG), que podem ser conjugadas em uma ou 

mais posições ou no C-terminal. Em algumas modalidades, o aminoácido nativo nessa 

posição é substituído por um aminoácido possuindo uma cadeia lateral adequada para 

reticulação com porções hidrofílicas para facilitar a ligação da porção hidrofílica ao peptídeo. 

Em outras modalidades, um aminoácido modificado para compreender um grupo hidrofílico 

é adicionado ao peptídeo no C-terminal. A(s) cadeia(s) de PEG pode(m) ter um peso 

molecular na faixa de cerca de 500 a cerca de 40.000 Daltons. Em algumas modalidades, 

a(s) cadeia(s) de PEG tem um peso molecular na faixa de cerca de 500 a cerca de 5.000 

Daltons. Em algumas modalidades, a(s) cadeia(s) de PEG tem um peso molecular de cerca 

de 10.000 a cerca de 20.000 Daltons.  

[095] Em várias modalidades, a variante da proteína D1L3 aumentou a estabilidade da 

proteína, a disponibilidade sérica aumentada e substancialmente a mesma ou melhor 

atividade de degradação da NET (conforme determinado in vitro ou in vivo) em comparação 

com a proteína D1L3 do tipo selvagem. Em várias modalidades, a variante D1L3 

compreende uma ou mais das seguintes propriedades em relação ao tipo selvagem D1L3: 

maior atividade de degradação do DNA livre de proteínas (DNA nu), a mesma ou 

substancialmente a mesma (por exemplo, pelo menos 50%) degradação cromossômica do 

DNA atividade, resistência à protease, meia-vida aumentada e níveis mais altos de produção 
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com sistemas de expressão in vitro (por exemplo, células de ovário de hamster chinês e/ou 

Pichia pastoris).    

[096] A fragmentação do DNA pode ser medida usando métodos conhecidos pelos 

versados na técnica, como eletroforese em gel e ensaios de atividade da DNase. Os métodos 

para quantificar NETs, a degradação de NET e a atividade de fragmentação de DNA são 

descritos em, por exemplo, Hakkim et al., Proc. Natl. Acad. Sci USA, 2010, 107 (21): 9813-

9818; Napirei et al. Biochem J, 2005, 389: 355-364. Fuchs et al., J. Cell Biol, 2007, 176 (2): 

231-241, Sisirak et al. Cell, 2016, 166: 88-101, e Jiménez-Alcázar et al. J Thromb Haemost, 

2015, 13, 732-742. 

[097] Em alguns aspectos, a invenção fornece variantes do DNase1 (D1) projetadas para 

ter propriedades físicas, farmacodinâmicas e/ou enzimáticas mais adequadas para a terapia, 

por exemplo, para reduzir ou impedir o acúmulo de NET em um indivíduo. Em algumas 

modalidades, a variante é mais passível de expressão recombinante, proporcionando desse 

modo vantagens consideráveis de fabricação. Em várias modalidades, a variante D1 

projetada compreende uma sequência de aminoácidos que é pelo menos 80% idêntica à 

enzima madura definida pela sequência de aminoácidos de SEQ ID NO: 1, com uma ou mais 

substituições, adições ou deleções de aminoácidos resultando em um ou mais de um sítio de 

ligação ao DNA mutado, adição de um sítio de ligação à cromatina, um sítio de ligação à 

actina mutado, mutação de um sítio de glicosilação, adição de um sinal de localização 

nuclear (por exemplo, tendo semelhança ou identidade com NLS1 ou NLS2 de D1L3) e/ou 

um domínio C-terminal semelhante ou idêntico à cauda C-terminal de D1L3. A variante D1 

compreende uma sequência de aminoácidos com pelo menos 80% de identidade com a 

sequência de aminoácidos da enzima definida pela SEQ ID NO: 1, com uma ou mais 

modificações de aminoácidos em relação à SEQ ID NO: 1, como aqui descrito. Em algumas 

modalidades, a variante D1L3 compreende uma sequência de aminoácidos com pelo menos 

90% ou pelo menos 95% ou pelo menos 97% ou pelo menos 98% de identidade com a 

enzima de SEQ ID NO: 1. 

[098] Em várias modalidades, a variante D1 compreende uma ou mais substituições, 

adições, deleções ou truncamentos de aminoácidos na sequência de aminoácidos de D1 

humano (SEQ ID NO: 1). Em algumas modalidades, as substituições de aminoácidos e 

podem incluir substituições conservadoras e/ou não conservadoras, conforme descrito. Por 
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exemplo, a variante D1 pode ter de 1 a 20 (ou de 1 a 10 ou de 1 a 5) substituições, deleções 

ou inserções de aminoácidos em relação à enzima de SEQ ID NO: 1. 

[099] Em algumas modalidades, a variante D1 compreende uma ou mais substituições de 

aminoácidos em bloco adicionais de uma DNase homóloga (por exemplo, de D1L3). Tais 

substituições de bloco podem substituir cada um de 1 a 24 aminoácidos, como de 3 a 15 

aminoácidos, ou de 3 a 10 aminoácidos, da DNase homóloga. Em algumas modalidades, a 

variante D1 compreende de 2 a 5 substituições de bloco da DNase homóloga (por exemplo, 

D1L3). Em algumas modalidades, 2 ou 3 substituições contíguas de blocos de construção 

são transferidas. 

[100] Em várias modalidades, a variante D1 é projetada para compreender uma ou mais 

das seguintes características em relação à enzima do tipo selvagem: substancialmente a 

mesma ou maior atividade de degradação do DNA livre de proteína (DNA nu) (por exemplo, 

pelo menos 50% ou melhor ), maior atividade de degradação do DNA cromossômico, 

resistência semelhante ou melhorada à protease, resistência à actina, meia-vida sérica 

aumentada, penetração aprimorada do sangue na urina ou bile ou uma combinação dessas 

propriedades. 

[101] Em algumas modalidades, a enzima D1 projetada compreende uma sequência de 

aminoácidos compreendendo pelo menos 50% (ou pelo menos 70%, 80%, 90%) de 

identidade de sequência com o domínio C-terminal da proteína D1L3 de tipo selvagem (por 

exemplo, aminoácidos 283 a 305 da SEQ ID NO: 2). 

[102] Em algumas modalidades, a enzima D1 compreende uma sequência de aminoácidos 

com pelo menos 50% ou pelo menos 75% de identidade de sequência com o NLS1 do D1L3 

do tipo selvagem (aminoácidos 35 a 51 da SEQ ID NO: 2), um sinal de localização nuclear 

2 (NLS2) possuindo uma identidade de sequência substancial ao NLS2 da proteína D1L3 de 

tipo selvagem (aminoácidos 296 a 304 da SEQ ID NO: 2).  

[103] Em vários aspectos, a variante D1 recombinante compreende uma ou mais 

substituições de bloco de construção selecionadas de: substituição de 1-22 

(MRGMKLLGALLALAALLQGAVS) da SEQ ID NO:1 por 1-20 (MSRELAPLLL 

LLLSIHSALA) da SEQ ID NO:2; substituição de 23-27 (LKIAA) da SEQ ID NO:1 por 21-

25 (MRICS) da SEQ ID NO:2; substituição de 30-32 (IQT) da SEQ ID NO:1 por 28-30 

(VRS) da SEQ ID NO:2; substituição de 35-36 (ET) da SEQ ID NO:1 por 33-34 (ES) da 

SEQ ID NO:2; substituição de 38-47 (MSNATLVSYI) da SEQ ID NO:1 por 36-45 
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(QEDKNAMDVI) da SEQ ID NO:2; substituição de 49-52 (QILS) da SEQ ID NO:1 por 47-

50 (KVIK) da SEQ ID NO:2; substituição de 54  (Y)  da SEQ ID NO:1 por 52 (C) da SEQ 

ID NO:2; substituição de 56-60 (IALVQ) da SEQ ID NO:1 por 54-58 (IILVM) da SEQ ID 

NO:2;substituição de 62-63 (VR) da SEQ ID NO:1 por 60-61 (IK) da SEQ ID NO:2; 

substituição de 65-72 (SHLTAVGK) da SEQ ID NO:1 por 63-70 (SNNRICPI) da SEQ ID 

NO:2; substituição de 74-76 (LDN) da SEQ ID NO:1 por 72-74 (MEK) da SEQ ID NO:2; 

substituição de 79-84 (QDAPDT) da SEQ ID NO:1 por 77-84 (RNSRRGIT) da SEQ ID 

NO:2; substituição de 86 (H) da SEQ ID NO:1 por 86 (N) da SEQ ID NO:2; substituição de 

88-89 (VV) da SEQ ID NO:1 por 88-89 (VI) da SEQ ID NO:2; substituição de 91-92 (EP) 

da SEQ ID NO:1 por 91-92 (SR) da SEQ ID NO:2; substituição de 96-97 (NS) da SEQ ID 

NO:1 por 96-97 (NT) da SEQ ID NO:2; substituição de 101 (R) da SEQ ID NO:1 por 101 

(Q) da SEQ ID NO:2; substituição de 103 (L) da SEQ ID NO:1 por 103 (A) da SEQ ID 

NO:2; substituição de 105 (V) da SEQ ID NO:1 por 105 (L) da SEQ ID NO:2; substituição 

de 107-110 (RPDQ) da SEQ ID NO:1 por 107-110 (KEKL) da SEQ ID NO:2; substituição 

de 113-116 (AVDS) da SEQ ID NO:1 por 113-116 (VKRS) da SEQ ID NO:2; substituição 

de 118 (Y) da SEQ ID NO:1 por 118 (H) da SEQ ID NO:2, substituição de 120 (D) da SEQ 

ID NO:1 por 120 (H) da SEQ ID NO:2; substituição de 122-128 (GCEPCGN) da SEQ ID 

NO:1 por 122-127 (YQDGDA) da SEQ ID NO:2, substituição de 130 (TF) da SEQ ID NO:1 

por 129 (V) da SEQ ID NO:2; substituição de 132 (N) da SEQ ID NO:1 por 131 (S) da SEQ 

ID NO:2; substituição de 136-137 (AI) da SEQ ID NO:1 por 135-136 (FV) da SEQ ID NO:2; 

substituição de 139 (R) da SEQ ID NO:1 por 138 (W) da SEQ ID NO:2; substituição de 141-

144 (FSRF) da SEQ ID NO:1 por 140-143 (QSPH) da SEQ ID NO:2; substituição de 146-

149 (EVRE) da SEQ ID NO:1 por 145-148 (AVKD) da SEQ ID NO:2; substituição de 151 

(A) da SEQ ID NO:1 por 150 (V) da SEQ ID NO:2; substituição de 153 (V) da SEQ ID 

NO:1 por 152 (I) da SEQ ID NO:2; substituição de 157-158 (AA) da SEQ ID NO:1 por 156-

157 (TT) da SEQ ID NO:2; substituição de 160-162 (GDA) da SEQ ID NO:1 por 159-161 

(ETS) da SEQ ID NO:2; substituição de 164 (A) da SEQ ID NO:1 por 163 (K) da SEQ ID 

NO:2; substituição de 168 (A) da SEQ ID NO:1 por 167 (E) da SEQ ID NO:2; substituição 

de 170-171 (YD) da SEQ ID NO:1 por 169-171 (VE) da SEQ ID NO:2; substituição de 174 

(L) da SEQ ID NO:1 por 173 (T) da SEQ ID NO:2; substituição de 177-179 (QEK) da SEQ 

ID NO:1 por 176-178 (KHR) da SEQ ID NO:2; substituição de 181-182 (GL) da SEQ ID 

NO:1 por 180-181 (KA) da SEQ ID NO:2; substituição de 184-187 (DVML) da SEQ ID 
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NO:1 por 183-187 (NFIF) da SEQ ID NO:2; substituição de 199-202 (RPSQ) da SEQ ID 

NO:1 por 198-201 (PKKA) da SEQ ID NO:2; substituição de 204-205 (SS) da SEQ ID NO:1 

por 203-204 (KN) da SEQ ID NO:2; substituição de 209 (W) da SEQ ID NO:1 por 208 (R) 

da SEQ ID NO:2; substituição de 211 (S) da SEQ ID NO:1 por 210 (D) da SEQ ID NO:2; 

substituição de 213 (T) da SEQ ID NO:1 por 212 (R) da SEQ ID NO:2; substituição de 215 

(Q) da SEQ ID NO:1 por 214 (V) da SEQ ID NO:2; substituição de 219 (P) da SEQ ID NO:1 

por 218 (G) da SEQ ID NO:2; substituição de 221-222 (SA) da SEQ ID NO:1 por 220-221 

(QE) da SEQ ID NO:2; substituição de 226-228 (ATP) da SEQ ID NO:1 por 225-228 

(VKKS) da SEQ ID NO:2; substituição de 230 (H) da SEQ ID NO:1 por 230(N) da SEQ ID 

NO:2; substituição de 238-239 (VA) da SEQ ID NO:1 por 238-239 (LR) da SEQ ID NO:2; 

substituição de 241-246 (MLLRGA) da SEQ ID NO:1 por 241-246 (QEIVSS) da SEQ ID 

NO:2; substituição de 250-251 (D) da SEQ ID NO:1 por 250-251 (K) da SEQ ID NO:2; 

substituição de 252-254 (ALP) da SEQ ID NO:1 por 252-254 (NSV) da SEQ ID NO:2; 

substituição de 256 (N) da SEQ ID NO:1 por 256 (D) da SEQ ID NO:2; substituição de 259-

260 (AA) da SEQ ID NO:1 por 259-260 (KA) da SEQ ID NO:2; substituição de 262 (G) da 

SEQ ID NO:1 por 262 (K) da SEQ ID NO:2; substituição de 264-267 (SDQ) da SEQ ID 

NO:1 por 264-267 (TEEE) da SEQ ID NO:2; substituição de 269-271 (QAI) da SEQ 

ID NO:1 por 269-271 (LDV) da SEQ ID NO:2; substituição de 275 (Y) da SEQ ID NO:1 

por 275 (F) da SEQ ID NO:2; substituição de 279-280 (VM) da SEQ ID NO:1 por 279-280 

(FK) da SEQ ID NO:2; e substituição de 282 (K) da SEQ ID NO:1 por 282-305 

(QSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS) da SEQ ID NO:2. 

[104] Estes blocos de construção de D1L3 resultam em variantes de D1, que apresentam 

uma ou mais das seguintes mutações: 1M_S22delinsMSRELAPLLLLLLSIHSALA, 

L23_A27delinsMRICS, I30_T32delinsVRS, E35_T36delinsES, 

M38_I47delinsQEDKNAMDVI, Q49_S52delinsKVIK, Y54C, I56_Q60delinsIILVM, 

V62_R63delinsIK, S65_K72delinsSNNRICPI, L74_N76delinsMEK, 

Q79_T84delinsRNSRRGIT, H86N, V88_V89delinsVI, E91_P92delinsSR, 

N96_S97delinsNT, R101Q, L103A, V105L, R107_Q110delinsKEKL, 

A113_S116delinsVKRS, Y118H, D120H, G122_N128delinsYQDGDA, T130S, N132S, 

A136_I137delinsFV, R139W, F141_F144delinsQSPH, E146_E149delinsAVKD, A151V, 

V153I, A157_A158delinsTT, G160_A162delinsETS, A164K, A168E, 

Y170_D171delinsVE, L174T, Q177_K179delinsKHR, G181_L182delinsKA, 
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D184_L187delinsNFIF, R199_Q202delinsPKKA, S204_S205delinsKN, W209R, S211D, 

T213R, Q215V, P219G, S221_A222delinsQE, A226_P228delinsVKKS, H230N, 

V238_A239delinsLR, M241_A246delinsQEIVSS, D250K, A252_P254delinsNSV, 

N256D, A259_A260delinsKA, G262K, S264_L267delinsTEEE, Q269_I271delinsLDV, 

Y275F, V279_M280delinsFK, K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS. 

[105] Em algumas modalidades, uma variante D1 recombinante compreende as seguintes 

modificações em relação à SEQ ID NO: 1: Y275F, V279_M280delinsFK e 

K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS (SEQ ID NO: 16). Tais variantes 

compreendem uma cauda C-terminal e exibem maior afinidade por complexos DNA-

lipídeos. 

[106] Em algumas modalidades, uma variante D1 recombinante compreende as seguintes 

modificações de aminoácidos em relação à SEQ ID NO: 1: Q79_T84delinsRNSRRGIT (por 

exemplo, SEQ ID NO: 10); H86N e/ou V88_V89delinsVI e/ou E91_P92delinsSR (por 

exemplo, SEQ ID NO: 11, que inclui todos os três); A136_I137delinsFV (por exemplo, SEQ 

ID NO: 12); R199_Q202delinsPKKA e/ou S204_S205delinsKN e/ou W209R e/ou S211D 

e/ou T213R e/ou Q215V e/ou P219G e/ou S221_A222delinsQE (por exemplo, SEQ ID NO: 

13, que inclui todos os oito) ; e A226_P228delinsVKKS (por exemplo, SEQ ID NO: 14). 

[107] Em algumas modalidades, onde a variante D1 compreende a substituição H86N, a 

variante compreende pelo menos uma modificação de adição, como uma substituição de 

bloco de construção ou outra mutação pontual aqui descrita (como a adição de um 

aminoácido catiônico ou substituição que resulta em resistência à actina). 

[108] Em algumas modalidades, a variante D1 compreende pelo menos duas substituições 

contíguas adjacentes de blocos de construção que resultam em mutações em relação à SEQ 

ID NO: 1 de: H86N/V88_V89delinsVI (por exemplo, SEQ ID NO: 11); 

R199_Q202delinsPKKA/S204_S205delinsKN/W209R/S211D/T213R/Q215V/P219G/S22

1_A222delinsQE (por exemplo, SEQ ID NO: 13); 

Y275F/V279_M280delinsFK/K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS (SEQ ID 

NO: 16). 

[109] Em algumas modalidades, a invenção fornece uma enzima DNase compreendendo 

uma sequência de aminoácidos que é pelo menos 80% idêntica à sequência de aminoácidos 

da enzima definida pela SEQ ID NO: 1, e compreendendo pelo menos uma substituição de 

blocos de construção da sequência de aminoácidos da SEQ ID NO: 2, em que a enzima 
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DNase tem atividade de degradação da cromatina aumentada em comparação com a enzima 

DNase da SEQ ID NO: 1. Em algumas modalidades, a enzima compreende pelo menos duas 

substituições de blocos de construção adjacentes da SEQ ID NO: 2. As substituições de 

blocos de construção entre D1 (SEQ ID NO: 1) e D1L3 (SEQ ID NO: 2) são ilustradas na 

FIG. 31. 

[110] Em algumas modalidades, a enzima compreende a seguinte modificação em relação 

à SEQ ID NO: 1: Q79_T84delinsRNSRRGIT e, opcionalmente, compreende a sequência de 

aminoácidos de SEQ ID NO: 10.  

[111] Em algumas modalidades, a enzima compreende a seguinte modificação em relação 

à SEQ ID NO: 1: H86N/V88_V89delinsVI/E91_P92delinsSR e, opcionalmente, 

compreende a sequência de aminoácidos da SEQ ID NO: 11. 

[112] Em algumas modalidades, a enzima compreende as seguintes modificações em 

relação à SEQ ID NO: 1: A136_I137delinsFV e, opcionalmente, compreende a sequência de 

aminoácidos da SEQ ID NO: 12. 

[113] Em algumas modalidades, a enzima compreende duas ou mais das seguintes 

modificações em relação à SEQ ID NO: 1: R199_Q202delinsPKKA e/ou 

S204_S205delinsKN, e/ou W209R e/ou S211D e/ou T213R e/ou Q215V, e/ou P219G e/ou 

S221_A222delinsQE, e opcionalmente compreende a sequência de aminoácidos da SEQ ID 

NO: 13 (que compreende todas as oito). 

[114] Em algumas modalidades, a enzima compreende as seguintes modificações em 

relação à SEQ ID NO: 1: A226_P228delinsVKKS e, opcionalmente, compreende a 

sequência de aminoácidos de SEQ ID NO: 14.  

[115] Em algumas modalidades, a enzima compreende duas ou mais das seguintes 

modificações em relação à SEQ ID NO: 1: Q79_T84delinsRNSRRGIT e/ou H86N e/ou 

V88_V89delinsVI e/ou E91_P92delinsSR e/ou A136_I137delinsFV e/ou 

R199_Q202delinsPKKA e/ou S204_S205delinsKN e/ou W209R e/ou S211D e/ou T213R 

e/ou Q215V e/ou P219G e/ou S221_A222delinsQE e/ou A226_P228delinsVKKS e, 

opcionalmente, compreende a sequência de aminoácidos de SEQ NO: 15. 

[116] Em algumas modalidades, a enzima compreende duas ou mais as seguintes 

modificações em relação à SEQ ID NO: 1: Y275F e/ou V279_M280delinsFK e/ou 

K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS, e opcionalmente compreende a 

sequência de aminoácidos de SEQ ID NO: 16. 
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[117] Exemplos de variantes de D1 incluem as que compreendem a sequência de 

aminoácidos de SEQ ID NO: 5, SEQ ID NO: 6, SEQ ID NO: 7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID 

NO: 9, SEQ ID NO: 10, SEQ ID NO : 11, SEQ ID NO: 12, SEQ ID NO: 13, SEQ ID NO: 

14, SEQ ID NO: 15 e SEQ ID NO: 16. A invenção, em algumas modalidades, inclui 

derivados com 1 a 10 (por exemplo, 1 a 5) inserções, deleções ou substituições de 

aminoácidos em relação a qualquer uma das SEQ ID NOS: 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 

15 ou 16. Em algumas modalidades, a variante D1 compreende uma ou mais substituições 

de aminoácidos em bloco adicionais de uma DNase homóloga (por exemplo, de D1L3). 

Essas substituições de bloco podem substituir de 2 a 20 aminoácidos, como de 3 a 15 

aminoácidos ou de 3 a 10 aminoácidos da variante D1, por aminoácidos de bloco de 

construção da DNase homóloga (por exemplo, D1L3, SEQ ID NO : 2). As substituições de 

blocos de construção entre D1 e D1L3 são ilustradas na FIG. 31. Em algumas modalidades, 

a enzima DNase compreende uma sequência de aminoácidos que é pelo menos 95% ou pelo 

menos 97% idêntica à SEQ ID NO: 15. 

[118] Em algumas modalidades, a enzima exibe uma ou mais propriedades selecionadas 

de: afinidade semelhante ou superior ao DNA livre de proteínas em comparação com a 

enzima da SEQ ID NO: 1, uma atividade de degradação da cromatina mais alta em 

comparação com a enzima da SEQ ID NO: 1, uma atividade enzimática que é resistente à 

inibição pela actina em comparação com a enzima da SEQ ID NO: 1 e uma combinação das 

mesmas. 

[119] Em algumas modalidades, a variante D1 compreende uma fusão N-terminal ou C-

terminalom uma fração de meia-vida prolongada, como albumina, transferrina, um Fc ou 

uma proteína tipo elastina, como descrito para D1L3. Em algumas modalidades,  a enzima 

D1 é dimerizada por uma região de dobradiça de imunoglobulina. 

[120] Em várias modalidades, a variante D1 exibe uma ou mais propriedades selecionadas 

de: a mesma ou maior atividade de degradação do DNA livre de proteína (DNA nu), maior 

atividade de degradação do DNA cromossômico (cromatina), semelhante ou resistência 

melhorada à protease, resistência à actina, penetração semelhante ou melhorada do sangue 

na urina e/ou bile e níveis mais altos de produção em sistemas de expressão in vitro (por 

exemplo, células de ovário de hamster chinês e/ou Pichia pastoris), e uma combinação dos 

mesmos.  
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[121] Em várias modalidades, a enzima DNase compreende uma sequência de aminoácidos 

que é pelo menos 80% idêntica à sequência de aminoácidos da enzima da SEQ ID NO: 1 e 

compreende a substituição, inserção ou adição de um ou mais resíduos de arginina e/ou 

lisina, em que a enzima DNase tem atividade de degradação da cromatina aumentada em 

comparação com a enzima da SEQ ID NO: 1. Em algumas modalidades, os um ou mais 

resíduos de arginina e/ou lisina são substituições de aminoácidos selecionadas de 

substituições nas posições correspondentes às posições 31, 41, 49, 52, 68, 76, 79, 81, 92, 

109, 114, 115, 164, 177, 181, 200, 201, 204, 209, 213, 227, 239, 250, 259, 262 e 280 da SEQ 

ID NO: 1. Modificações exemplares nessas posições incluem Q31R, A41K, Q49R, S52K, 

T68R, N76K, Q79R, D80_A81insR, A81R, P92R, D109K, V114K, D115R, A164K, 

Q177K, G181K, P200K, S201K, S204R, W209R, T213R, A226_T227insK, T227K, 

A239R, D250K, A259K, G262K e K280M. Em várias modalidades, a enzima compreende 

a substituição e/ou inserção de pelo menos dois ou pelo menos três ou pelo menos quatro ou 

pelo menos cinco ou pelo menos seis resíduos de arginina e/ou lisina. Em algumas 

modalidades, a enzima DNase compreende uma arginina ou lisina em uma ou mais posições 

correspondentes às posições 31, 49, 76, 79, 92, 109, 164, 177, 200, 201, 204, 209, 213 e 262 

da SEQ ID NO: 1, que são opcionalmente selecionados de Q31R, Q49R, N76K, Q79R, 

P92R, D109K, A164K, Q177K, P200K, S201K, S204R, W209R, T213R, W209R, e G262K. 

Essas posições/substituições podem fornecer independentemente uma atividade melhor, 

incluindo a atividade para degradar a cromatina. 

[122] Em várias modalidades, se a enzima compreender uma substituição de Q31R ou 

T227K, a enzima compreenderá pelo menos duas modificações de aminoácidos selecionadas 

de Q31R, A41K, Q49R, S52K, T68R, N76K, Q79R, D80_A81insR, A81R, P92R, D109K, 

V114K, D115R, A164K, Q177K, G181K, P200K, S201K, S204R, W209R, T213R, 

A226_T227insK, T227K, A239R, D250K, A259K, G262K e K280M. Em algumas 

modalidades, as substituições de aminoácidos incluem Q31R e T227K em relação à SEQ ID 

NO: 1. 

[123] Em algumas modalidades, a enzima DNase tem uma arginina ou lisina nas posições 

correspondentes às posições 31, 49, 79 e 209 da SEQ ID NO: 1 e pode opcionalmente 

compreender as seguintes substituições de aminoácidos: Q31R, Q49K, Q79R e W209R . 

Essas posições abrigam uma arginina ou lisina no D1 de murino, mas não o D1 humano do 

tipo selvagem, e podem transferir a atividade de degradação da cromatina para o D1 humano.  
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[124] Em algumas modalidades, a enzima DNase tem uma arginina ou lisina nas posições 

correspondentes às posições 31, 49, 79, 177, 209 e 262 da SEQ ID NO: 1 e pode 

opcionalmente compreender as substituições de aminoácidos Q31R, Q49K, Q79R, A136F, 

Q177K, W209R, G262K. Quatro dessas posições abrigam uma arginina ou lisina no  D1 de 

rato, mas não o D1 humano tipo selvagem, e juntos podem transferir a atividade de 

degradação da cromatina para o D1 humano.  

[125] Em algumas modalidades, a enzima DNase tem um resíduo de lisina ou arginina nas 

posições correspondentes às posições 31 e 227 da SEQ ID NO: 1.  

[126] Em algumas modalidades, a enzima DNase tem uma lisina ou arginina na posição 

correspondente à posição 164 da SEQ ID NO: 1, que é opcionalmente lisina (A164K). 

[127] Em várias modalidades, a proteína D1 projetada contém uma ou mais modificações 

de aminoácidos (por exemplo, substituições, adições e deleções) no sítio de ligação à actina 

(por exemplo, substituição de A136, como A136F), impedindo ou evitando a ligação à 

actina. Como tal, a proteína D1 projetada pode ser resistente à actina ou substancialmente 

resistente à actina. Ver Ulmer et al., PNAS USA, vol. 93, pp 8225-8229 (1996). Assim, em 

várias modalidades, a enzima DNase compreende uma substituição de aminoácidos na 

posição 136 em relação à SEQ ID NO: 1, e que é opcionalmente A136F. As mutações em 

D1 que proporcionam resistência à actina, como mutações na posição 136 (por exemplo, 

A136F, ou substituição de outro aminoácido volumoso, hidrofóbico, cíclico ou aromático 

nesta posição), podem ser combinadas com qualquer outra mutação aqui descrita, incluindo 

a adição de resíduos catiônicos ou substituições de blocos de construção. 

[128] Em algumas modalidades, a variante D1 é resistente à inibição de actina e capaz de 

degradar a cromatina. Por exemplo, a variante D1 pode compreender as seguintes 

substituições de aminoácidos: Q31R, T227K e A136F em relação à SEQ ID NO: 1. Em 

algumas modalidades, a enzima DNase compreende as seguintes substituições de 

aminoácidos: A164K e A136F. 

[129] Em algumas modalidades, a enzima DNase compreende uma sequência de consenso 

de glicosilação que compreende uma substituição N40S e/ou uma substituição N128S em 

relação à SEQ ID NO: 1. Por exemplo, em algumas modalidades a enzima compreende as 

substituições de aminoácidos: Q31R, N40S, A136F, N128S e T227K em relação à SEQ ID 

NO: 1. 
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[130] Em várias modalidades, a variante D1 contém uma ou mais modificações de 

aminoácidos (por exemplo, substituições, adições, inserções e deleções) nos sítios de 

glicosilação, aumentando assim a afinidade para o DNA encapsulado em lipídeos. Como tal, 

a proteína D1 projetada pode degradar o DNA encapsulado em lipídeos em reações de 

transfecção. Ver Wilber et al., Mol Ther 6, 35-42 (2002). 

[131] Em várias modalidades, a variante D1 é glicosilada ou pode não ser glicosilada, 

particularmente onde a meia-vida de circulação longa não é necessária. As alterações de 

aminoácidos aqui descritas podem ser feitas no contexto de variantes glicosiladas ou não 

glicosiladas. 

[132] Em algumas modalidades, a variante D1 é resistente à inibição de actina e capaz de 

degradar a cromatina desntro das vesículas de lipídeo. Exemplos de variantes de D1 

compreendem uma ou mais modificações de aminoácidos selecionadas entre: Q31R, T227K, 

A136F, N40D ou N40A e N128D ou N128S, com aminoácidos numerados de acordo com a 

SEQ ID NO: 1. Tais variantes podem não ter sítios de glicosilação, que são benéficos de uma 

perspectiva de fabricação. 

[133] Em algumas modalidades, a variante D1 é resistente à inibição da actina e capaz de 

degradar a cromatina nas vesículas de lipídeo e compreende modificações de aminoácidos 

Q31R, T227K, A136F, N40D e N128D em relação à SEQ ID NO: 1. 

[134] Outras modificações em D1 podem ser como descrito em Pan et al. J Biol Chem, 

1998, 273, 11701-11708 e no documento US 2014/0199329, cuja divulgação completa é 

aqui incorporada por referência na sua totalidade.  

[135] A variante D1 projetada pode ter uma meia-vida sérica aumentada ou prolongada em 

comparação com a proteína D1 do tipo selvagem (SEQ ID NO: 1). Em algumas modalidades, 

o D1 projetado compreende um domínio de fusão Fc (por exemplo, uma região de dobradiça 

e/ou domínios CH2 e domínios CH3 de uma imunoglobulina). Em algumas modalidades, o 

D1 projetado é fundido à albumina, por exemplo, albumina humana ou um fragmento do 

mesmo. A albumina pode ser unida no N-terminal ou no C-terminal da enzima D1 projetada, 

opcionalmente através de um ligante de aminoácido.    

[136] Em alguns aspectos, a invenção fornece composições farmacêuticas compreendendo 

as variantes D1L3 e/ou D1 recombinantes, ou polinucleotídeos ou vetores que codificam as 

mesmas, e um veículo farmaceuticamente aceitável. Em várias modalidades, a variante da 

proteína D1L3 recombinante é formulada para administração parenteral ou pulmonar. Em 
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algumas modalidades, a composição é formulada para administração intravenosa, intra-

arterial, intraperitoneal, intra-articular, intramuscular, tópica ou subcutânea, ou outra via 

aqui descrita. Em algumas modalidades, a composição compreende D1L3 e D1, que são cada 

uma opcionalmente variantes projetadas descritas aqui. Em algumas modalidades, a variante 

D1L3 recombinante e a variante D1 recombinante são formuladas para administração 

parenteral ou pulmonar. 

[137] O termo "veículo farmaceuticamente aceitável" inclui, mas não se limita a, qualquer 

veículo que não interfira na eficácia da atividade biológica dos ingredientes e que não seja 

tóxico para o paciente ao qual é administrado. Exemplos de veículos farmacêuticos 

adequados são bem conhecidos na técnica e incluem soluções salinas tamponadas com 

fosfato, água, emulsões, como emulsões óleo/água, vários tipos de agentes umectantes, 

soluções estéreis etc. Tais veículos podem ser formulados por métodos convencionais e 

podem ser administrados ao indivíduo em uma dose adequada. Preferivelmente, as 

composições são estéreis. Estas composições também podem conter adjuvantes, tais como 

conservantes, agentes emulsificantes e agentes dispersantes. A prevenção da ação de micro-

organismos pode ser garantida pela inclusão de vários agentes antibacterianos e antifúngicos.  

[138] As vias de administração incluem, por exemplo: intradérmica, intramuscular, 

intraperitoneal, intra-articular, intravenosa, subcutânea, intra-arterial, oral, sublingual, 

pulmonar ou transdérmica. Em algumas modalidades, a administração é efetuada oralmente 

ou por injeção ou infusão parenteral. Em algumas modalidades, a via de administração é 

tópica, inclusive como colírios ou lavagem bucal. 

[139] Ainda em outros aspectos, a invenção fornece um método para fazer uma composição 

farmacêutica para reduzir ou prevenir o acúmulo da armadilha extracelular de neutrófilos 

(NET). Nestas modalidades, a invenção emprega um camundongo geneticamente 

modificado deficiente na atividade D1 e D1L3, e expressão heteróloga de um 

polinucleotídeo G-CSF (por exemplo, em células de hepatócitos) ou indução de uma 

expressão endógena sustentada de G-CSF (por exemplo, por meio da administração 

repetitiva de compostos microbianos). Este modelo de camundongo acumula NETs e 

desenvolve rapidamente oclusões vasculares relacionadas a NET. Nestas modalidades, a 

invenção compreende a administração de um inibidor NET candidato ou enzima DNase 

candidata (incluindo uma variante D1L3 ou D1 de acordo com esta divulgação) ao 

camundongo geneticamente modificado e a seleção de um inibidor de NET ou enzima DNase 
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que reduz o acúmulo de NETs. O inibidor ou enzima selecionado é formulado (como 

descrito) para administração a um paciente humano. 

[140] Um versado na técnica reconhece métodos padrão para gerar camundongos Dnase1-

/-Dnase1l3-/- nocaute duplo. Descrições detalhadas podem ser encontradas, por exemplo, no 

Pedido Europeu nº EP 17152528.0.   

[141] Em alguns aspectos, a invenção fornece um método para o tratamento de um 

indivíduo em necessidade de degradação da armadilha extracelular de neutrófilos (NET). O 

método compreende administrar uma quantidade terapeuticamente eficaz de D1L3 e/ou D1 

(que pode incluir variantes aqui descritas, ou em algumas modalidades uma ou mais enzimas 

do tipo selvagem, incluindo para terapia de combinação D1L3 e D1) de acordo com esta 

divulgação. D1L3 ou D1 pode ser administrado como composições farmacêuticas 

compreendendo a proteína recombinante, ou em algumas modalidades compreendendo o 

DNA ou RNA de codificação ou vetores compreendendo o mesmo. 

[142] Em algumas modalidades, o método compreende administrar uma quantidade 

terapeuticamente eficaz de um D1L3 ou uma variante do mesmo e um D1 ou uma variante 

do mesmo. O D1L3 ou sua variante, e o D1 ou sua variante, podem ser administrados em 

uma única composição farmacêutica ou em composições farmacêuticas separadas. Em 

algumas modalidades, a razão de D1L3 ou sua variante para D1 ou sua variante é na faixa 

de 100: 1 a 1: 100 em massa, ou 10: 1 a 1:10 em massa, e é opcionalmente cerca de 1: 1. 

[143] Em algumas modalidades, o indivíduo exibe degradação de NET prejudicada e/ou 

exibe acúmulo de NET patológico. Em algumas modalidades, o indivíduo tem um distúrbio 

inflamatório crônico ou agudo. Em algumas modalidades, o indivíduo tem uma infecção 

aguda ou crônica. 

[144] Em várias modalidades, a presente invenção refere-se ao tratamento de doenças ou 

condições caracterizadas pela presença ou acúmulo de NETs. Tais doenças ou condições 

incluem, mas não se limitam a, doenças associadas a neutrofilia crônica (por exemplo, um 

aumento no número de neutrófilos), agregação e leucostase de neutrófilos, trombose e 

oclusão vascular (por exemplo, doença das células falciformes), lesão de isquemia-

reperfusão (por exemplo, vólvulo do intestino médio, torção testicular, reperfusão de 

isquemia e reperfusão de órgãos vitais, transplante de órgãos), lesão de tecido cirúrgico e 

traumático, reação ou doença inflamatória aguda ou crônica, doença autoimune (por 

exemplo, lúpus eritematoso sistêmico (SLE), nefrite lúpica, artrite reumatoide,  vasculite, 
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esclerose sistêmica), doença cardiovascular (por exemplo, infarto do miocárdio, acidente 

vascular cerebral, aterosclerose, tromboembolismo venoso, incluindo terapia trombolítica), 

doença metabólica (por exemplo, diabetes), inflamação sistêmica (por exemplo, síndrome 

da resposta inflamatória sistêmica (SIRS), sepse, choque séptico, coagulação intravascular 

disseminada (DIC) e microangiopatia trombótica (TMA)), doenças inflamatórias do trato 

respiratório (por exemplo, fibrose cística, doença pulmonar obstrutiva crônica (COPD), 

lesão pulmonar aguda (ALI), lesão pulmonar induzida por fumaça, lesão pulmonar induzida 

por transfusão (TRALI), síndrome da angústia respiratória aguda (ARDS) e asma, 

atelectasia, bronquite, empiema), doenças inflamatórias renais (doenças renais agudas e 

crônicas, incluindo lesão renal aguda (AKI) e doença renal crônica (CKD), doenças 

inflamatórias relacionadas ao tecido transplantado (por exemplo, doença do enxerto contra 

o hospedeiro) e câncer (por exemplo, leucemia, metástase de tumor e tumores sólidos). 

[145] Em algumas modalidades, o indivíduo tem ou está em risco de sistemas 

ducturais de oclusão de NETs. A presente invenção pode ser administrada a um indivíduo 

para tratar pancreatite, colangite, conjuntivite, mastite, doença do olho seco, obstruções do 

canal deferente ou doenças renais. Em tais modalidades, o método compreende administrar 

uma quantidade terapeuticamente eficaz de um D1L3 ou uma variante do mesmo e/ou uma 

quantidade terapeuticamente eficaz de D1 ou uma variante do mesmo. Por exemplo, o 

indivíduo pode ser administrado com uma enzima compreendendo uma sequência de 

aminoácidos com 80% ou mais de identidade de sequência com a enzima definida pela SEQ 

ID NO: 2 e uma enzima compreendendo uma sequência de aminoácidos com 80 % ou mais 

de identidade de sequência com a enzima definida pela SEQ ID NO: 1. Em algumas 

modalidades, as enzimas compreendem a sequência de aminoácidos da enzima definida pela 

SEQ ID NO: 2 e a sequência de aminoácidos da enzima definida pela SEQ ID NO: 1. 

[146] Em algumas modalidades, o sistema ductal é o duto biliar, duto lacrimal, duto 

lactífero, duto cístico, duto  hepático, duto ejaculatório, duto parótido, duto submandicular, 

duto sublingual principal, duto de Bartholin, aqueduto cerebral, pâncreas, glândula mamária, 

canal deferente, ureter, bexiga urinária, vesícula biliar e fígado. Por exemplo, o indivíduo 

pode ter pancreatite, colangite (por exemplo, colangite esclerosante primária), conjuntivite, 

mastite, doença do olho seco, obstrução do canal deferente ou doença renal. Em algumas 

modalidades, a enzima DNase é administrada por administração intravenosa, intra-arterial 

ou intraperitoneal. Em várias modalidades, a DNase, quando aplicada, por exemplo, por via 
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intravenosa, estará presente na forma enzimaticamente ativa em vários sistemas ductais, 

como no fluido biliar. 

[147] Em algumas modalidades, o indivíduo tem ou corre o risco de acumular NETs 

nas superfícies endoteliais (por exemplo, aderências cirúrgicas), na pele (por exemplo, 

feridas/cicatrizes) ou nas articulações sinoviais (por exemplo, gota e artrite). A presente 

invenção pode ser administrada a um indivíduo para tratar uma condição caracterizada por 

um acúmulo de NETs em uma superfície endotelial como, mas não limitado a, uma aderência 

cirúrgica. Em várias modalidades, a presente invenção pode ser administrada a um indivíduo 

para tratar uma condição caracterizada por um acúmulo de NETs na pele, como, mas não 

limitado a, feridas e cicatrizes. Em certas modalidades, a presente invenção pode ser 

administrada a um indivíduo para tratar uma condição caracterizada por um acúmulo de 

NETs em uma articulação sinovial, como, mas não limitado a, gota e artrite.  

[148] Em algumas modalidades, o indivíduo tem ou está em risco de uma oclusão 

vascular compreendendo NETs. Em tais modalidades, o método compreende administrar 

uma quantidade terapeuticamente eficaz de um D1L3 ou uma variante do mesmo e/ou uma 

quantidade terapeuticamente eficaz de D1 ou uma variante do mesmo. Por exemplo, o 

indivíduo pode ser administrado com uma enzima compreendendo uma sequência de 

aminoácidos possuindo 80% ou mais de identidade de sequência com a enzima definida pela 

SEQ ID NO: 2. Em algumas modalidades, a enzima compreende a sequência de aminoácidos 

da enzima definida pela SEQ ID NO: 2. Em algumas modalidades, o indivíduo é ainda 

administrado com uma enzima compreendendo uma sequência de aminoácidos possuindo 

80% ou mais de identidade de sequência com a enzima definida pela SEQ ID NO: 1, tal 

como a enzima definida pela SEQ ID NO: 1. 

[149] Em algumas modalidades, o indivíduo tem uma condição relacionada às NETs, 

conforme descrito em WO 2016/118476 e US 9.642.822, que são aqui incorporadas por 

referência em sua totalidade. 

[150] Em várias modalidades, o indivíduo tem uma doença que é ou foi tratada com DNases 

do tipo selvagem, incluindo D1 e estreptodornase. Tais doenças ou condições incluem 

trombose, acidente vascular cerebral, sepse, lesão pulmonar, aterosclerose, infecção viral, 

doença falciforme, infarto do miocárdio, infecção no ouvido, cicatrização de feridas, lesão 

hepática, endocardite, infecção hepática, pancreatite, disfunção primária do enxerto, 

reperfusão de isquemia de membros, lesão renal, coagulação sanguínea, inflamação induzida 
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por alume, lesão hepatorenal, exsudações pleurais, hemotórax, coágulos sanguíneos, anemia 

pós-pneumática, úlceras, condições otorrinolaringológicas, infecções orais, lesões leves, 

sinusite, rinoplastias pós-operatórias, infertilidade, cateter da bexiga, limpeza de feridas, 

teste de reação cutânea, meningite pneumocócica, gota, úlceras de perna, fibrose cística, 

síndrome de Kartegener, asma, atelectasia lobar, bronquite crônica, bronquiectasia, lúpus, 

discinesia ciliar primária, bronquiolite, empiema, infecções pleurais, câncer, doença dos 

olhos secos, infecções do trato respiratório inferior, hematomas crônicos, doença de 

Alzheimer e doença pulmonar obstrutiva. 

[151] Em certas modalidades, a presente invenção refere-se ao tratamento de doenças ou 

condições caracterizadas por deficiência de D1, deficiência de D1L3 e deficiência de D1 e 

D1L3. .Em alguns casos, o indivíduo tem uma mutação no gene Dnase1 e/ou Dnase1l3 Esses 

indivíduos também podem ter uma doença autoimune (por exemplo, SLE, esclerose 

sistêmica) ou uma doença inflamatória.  Em alguns casos, o indivíduo possui um inibidor 

adquirido de D1 (por exemplo, anticorpo anti-DNase1 e actina) e/ou de D1L3 (por exemplo, 

anticorpo anti-DNase1l3). Esses indivíduos também podem ter uma doença autoimune (por 

exemplo, SLE, esclerose sistêmica) ou uma doença inflamatória (por exemplo, sepse e lesão 

por isquemia-reperfusão). 

[152] Em algumas modalidades, o indivíduo tem fibrose cística e a composição da DNase 

é administrada por administração pulmonar. 

[153] Em várias modalidades, por exemplo, onde o indivíduo está em risco ou exibe 

sintomas de oclusão vascular relacionada à NET, a proteína ou composição (por exemplo, 

compreendendo D1L3, D1 ou uma variante de D1L3 ou D1, incluindo variantes aqui 

descritas ) pode ser administrada por via intravenosa, intramuscular, subcutânea ou intra-

arterial.  

[154] Em várias modalidades, o indivíduo é monitorado quanto à atividade de degradação 

de NET de sangue, plasma ou soro. Por exemplo, o indivíduo pode ser monitorado por cerca 

de uma semana a cerca de quatro semanas, para reduzir o risco de oclusão vascular ou ductal 

pelas NETs, ou danos aos órgãos relacionados à NET. Em algumas modalidades, o indivíduo 

pode receber de uma a quatro administrações ao longo de uma semana a um mês (ou 1-2 

semanas), conforme necessário para evitar ou reduzir o acúmulo intravascular de NET 

(incluindo oclusões intravasculares relacionadas a NET) durante uma infecção aguda ou 

evento inflamatório.  Em outras modalidades, o indivíduo pode receber infusão contínua ao 
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longo de uma hora a um mês (ou 1-2 semanas). Em alguns casos, o indivíduo pode receber 

pelo menos uma, por exemplo, 1, 2, 3, 4 ou mais infusões diárias, por exemplo (sem 

limitação), no caso de doenças críticas, como sepse, acidente vascular cerebral ou infarto do 

miocárdio. 

[155] O tratamento de doenças ou condições relacionadas a NETs pode envolver a 

administração de uma variante D1, uma variante D1L3 ou uma combinação compreendendo 

uma variante D1 e uma variante D1L3. Em algumas modalidades, duas ou mais variantes da 

proteína D1 aqui descritas são administradas. Em algumas modalidades, duas ou mais 

variantes da proteína D1L3 aqui descritas são administradas. 

[156] As presentes variantes de proteína D1 e variantes de proteína D1L3 podem 

ser administradas como uma terapia profilática, como antes do início de um ou mais sintomas 

da doença ou condição.  

[157] Conforme usado neste documento, "tratamento" ou "tratar" ou "tratado" 

refere-se ao tratamento terapêutico em que o objetivo é retardar (diminuir) uma condição 

fisiológica, distúrbio ou doença indesejada, ou obter resultados clínicos benéficos ou 

desejados. Os resultados clínicos benéficos ou desejados incluem, mas não estão limitados 

a, alívio dos sintomas; diminuição da extensão da condição, distúrbio ou doença; 

estabilização (isto é, não piora) do estado da condição, distúrbio ou doença; atraso no início 

ou lentidão da progressão da condição, distúrbio ou doença; melhoria da condição, distúrbio 

ou estado da doença; e remissão (parcial ou total), detectável ou indetectável, ou 

aprimoramento ou melhoria da condição, distúrbio ou doença.  O tratamento inclui provocar 

uma resposta clinicamente significativa sem níveis excessivos de efeitos colaterais. Em 

outras modalidades, "tratamento" ou "tratar" ou "tratado" refere-se a medidas profiláticas, 

em que o objetivo é atrasar o início ou reduzir a gravidade de uma condição fisiológica 

indesejada, distúrbio ou doença, como, por exemplo, uma pessoa que está predisposto a uma 

doença (por exemplo, um indivíduo que carrega um marcador genético para uma doença 

como o lúpus). 

[158] Nos métodos da invenção, a terapia é usada para fornecer uma resposta 

terapêutica positiva em relação a uma doença ou condição. Por "resposta terapêutica 

positiva" entende-se uma melhoria na doença ou condição e/ou uma melhoria nos sintomas 

associados à doença ou condição. Por exemplo, uma resposta terapêutica positiva se refere 

a uma ou mais das seguintes melhorias na doença: (1) uma redução nas armadilhas 
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extracelulares de neutrófilos; (2) uma redução de coágulos intravasculares; (3) redução de 

coágulos ductais; (4) uma redução do acúmulo de NETs nas articulações sinoviais; (5) um 

aumento na degradação de armadilhas extracelulares de neutrófilos; (6) um aumento na 

degradação do DNA livre de proteínas extracelulares; (7) um aumento na degradação do 

DNA cromossômico extracelular ou DNA ligado à proteína; (8) um aumento na degradação 

de armadilhas extracelulares de neutrófilos na presença de autoanticorpos; (9) uma redução 

na inflamação de tecido/órgão; (10) uma redução na lesão de tecido/órgão; (11) uma redução 

na atrofia de tecidos/órgãos; (12) um aumento na taxa de sobrevida do paciente; e (13) algum 

alívio de um ou mais sintomas associados à doença ou condição. 

[159] Respostas terapêuticas positivas em qualquer doença ou condição podem ser 

determinadas por critérios de resposta padronizados específicos para essa doença ou 

condição. A resposta clínica pode ser avaliada quanto a alterações na oclusão vascular e na 

presença de NETs, usando técnicas de triagem como ressonância magnética (MRI), 

ultrassonografia, histologia e contagem de NETs na circulação. Além dessas respostas 

terapêuticas positivas, o indivíduo sob terapia pode experimentar o efeito benéfico de uma 

melhora nos sintomas associados à doença. 

[160] Os regimes de dosagem são ajustados para prover a resposta desejada ideal (por 

exemplo, uma resposta terapêutica). Por exemplo, pode ser administrado um bolo único, 

várias doses divididas podem ser administradas ao longo do tempo, ou a dose pode ser 

proporcionalmente reduzida ou aumentada conforme indicado pelas exigências da situação 

terapêutica. As composições parenterais podem ser formuladas na forma de unidade de 

dosagem para facilitar a administração e uniformidade da dosagem. A forma de unidade de 

dosagem neste documento refere-se a unidades discretas fisicamente adequadas como doses 

unitárias para os indivíduos a ser tratados; cada unidade contém uma quantidade 

predeterminada de composto ativo, calculada para produzir o efeito terapêutico desejado, em 

associação com o veículo farmacêutico necessário.  

[161] Em várias modalidades, a presente invenção fornece um vetor de expressão, 

compreendendo um ácido nucleico que codifica uma variante tipo selvagem ou  D1L3 ou 

D1 aqui descrita, que pode ser útil para terapia genética. A terapia genética pode ser útil para 

doenças crônicas, como uma deficiência genética de D1L3 e/ou D1 (como uma mutação 

deletéria). Em várias modalidades, o vetor de expressão compreende DNA ou RNA. Em 

várias modalidades, o vetor de expressão é um vetor de expressão de mamífero. 
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[162] Em algumas modalidades, os vetores de expressão compreendem um ácido nucleico 

que codifica as variantes de proteínas operacionalmente ligadas a uma região de controle de 

expressão, ou complemento da mesma, que é funcional em uma célula hospedeira (por 

exemplo, célula procariótica, eucariótica ou de mamífero). A região de controle da expressão 

é capaz de acionar a expressão do ácido nucleico que codifica o agente de bloqueio e/ou de 

estimulação operativamente ligado, de tal modo que o agente de bloqueio e/ou estimulação 

seja produzido em uma célula humana transformada com o vetor de expressão. 

[163] As regiões de controle de expressão são polinucleotídeos reguladores (por vezes aqui 

referidos como elementos), tais como promotores e intensificadores, que influenciam a 

expressão de um ácido nucleico operativamente ligado. Uma região de controle de expressão 

de um vetor de expressão da invenção é capaz de expressar ácido nucleico de codificação 

operativamente ligado em uma célula humana.  Em uma modalidade, a região de controle da 

expressão confere expressão regulável a um ácido nucleico operativamente ligado. Um sinal 

(às vezes denominado estímulo) pode aumentar ou diminuir a expressão de um ácido 

nucleico  operativamente ligado a essa região de controle de expressão. Essas regiões de 

controle de expressão que aumentam a expressão em resposta a um sinal são frequentemente 

denominadas induzíveis. Essas regiões de controle de expressão que diminui a expressão em 

resposta a um sinal são frequentemente denominadas repressíveis. Normalmente, a 

quantidade de aumento ou diminuição conferida por esses elementos é proporcional à 

quantidade do sinal presente; quanto maior for a quantidade de sinal, maior será o aumento 

ou a diminuição na expressão. 

[164] Os sistemas de expressão funcionais em células humanas são bem conhecidos na 

técnica e incluem sistemas virais. Geralmente, um promotor funcional numa célula humana 

é qualquer sequência de DNA capaz de ligar a RNA polimerase de mamífero e iniciar a 

transcrição a jusante (3') de uma sequência de codificação em mRNA. Um promotor terá 

uma região de iniciação de transcrição, que é normalmente colocada próxima da extremidade 

5' da sequência de codificação, e tipicamente uma TATA box localizada 25-30 pares de bases 

a montante do sítio de iniciação da transcrição. Acredita-se que a caixa TATA direcione a 

RNA polimerase II para iniciar a síntese de RNA no sítio correto. Um promotor também 

conterá tipicamente um elemento promotor a montante (elemento intensificador), 

tipicamente localizado dentro de 100 a 200 pares de bases a montante da caixa TATA. Um 

elemento promotor a montante determina a taxa na qual a transcrição é iniciada e pode atuar 
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em qualquer orientação. De particular utilidade como promotores são os promotores de 

genes virais de mamífero, uma vez que os genes virais são frequentemente altamente 

expressos e possuem uma ampla faixa de hospedeiros. Exemplos incluem o promotor 

precoce de SV40, o promotor de LTR do vírus do tumor mamário de camundongo, o 

promotor tardio principal de adenovírus, o promotor do vírus herpes simplex e o promotor 

de CMV. 

[165] Quando apropriado, os agentes de administração de genes, como, por exemplo, as 

sequências de integração, também podem ser usados. Várias sequências de integração são 

conhecidas na técnica (ver, por exemplo, Nunes-Duby et al., Nucleic Acids Res. 26:391-406, 

1998; Sadwoski, J. Bacteriol., 165:341-357, 1986; Bestor, Cell, 122(3):322-325, 2005; 

Plasterk et al., TIG 15:326-332, 1999; Kootstra et al., Ann. Rev. Pharm. Toxicol., 43:413-

439, 2003). Estes incluem recombinases e transposases. Exemplos incluem Cre (Sternberg 

and Hamilton, J. Mol. Biol., 150:467-486, 1981), lambda (Nash, Nature, 247, 543-545, 

1974), FIp (Broach, et al., Cell, 29:227-234, 1982), R (Matsuzaki, et al., J. Bacteriology, 

172:610-618, 1990), cpC31 (ver, por exemplo, Groth et al., J. Mol. Biol. 335: 667-678, 

2004), sleeping beauty, transposases de uma família marinha (Plasterk, et al, supra) e 

componentes para integração de vírus, como AAV, retrovírus e antivírus com componentes 

que proporcionam a integração de um vírus, como as sequências de LTR de retrovírus e 

lentivírus e as sequências de ITR de AAV (Kootstra et al., Ann. Rev. Pharm. Toxicol., 

43:413-439, 2003). Adicionalmente, podem ser utilizadas estratégias de integração genética 

direta e direcionada para inserir sequências de ácidos nucleicos que codificam as proteínas 

de fusão quiméricas incluindo as tecnologias de edição de gene CRISPR/CAS9, dedo de 

zinco, TALEN e meganuclease. 

[166] Todas as referências citadas são aqui expressamente incorporadas por referência na 

sua totalidade. 

EXEMPLOS 

Exemplo 1: DNases hospedeiras impedem a oclusão vascular por armadilhas 

extracelulares de neutrófilos 

[167] Coágulos de plaquetas e fibrina obstruem os vasos sanguíneos na hemostasia e 

trombose. Aqui relatamos um mecanismo não canônico para oclusão vascular baseado em 

armadilhas extracelulares de neutrófilos (NETs), fibras de DNA antimicrobianas liberadas 

por neutrófilos ativados. Mostramos que duas DNases, DNase1 e DNase1-3, degradam as 
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NETs na circulação durante episódios de inflamação murina. Na ausência de ambas as 

DNases, as NETs intravasculares formam coágulos que obstruem os vasos sanguíneos e 

causam danos aos órgãos. As oclusões vasculares em pacientes com infecções bacterianas 

graves estão associadas a um defeito de degradação de NETs ex vivo e à formação de 

coágulos intravasculares de NET. A DNase1 e a DNase1 tipo 3 são expressas 

independentemente e, portanto, fornecem proteção dupla ao hospedeiro contra efeitos 

deletérios das NETs na inflamação. 

[168] A inflamação é uma resposta essencial do hospedeiro para controlar micróbios 

invasores e curar tecidos danificados (1). A inflamação descontrolada e persistente causa 

lesão tecidual em uma infinidade de distúrbios inflamatórios. Os neutrófilos são os 

leucócitos predominantes na inflamação aguda. Durante as infecções, os neutrófilos geram 

armadilhas extracelulares (NETs), treliças de filamentos de DNA decoradas com histonas e 

enzimas tóxicas que imobilizam e neutralizam bactérias (2). A relevância das NETs na 

defesa do hospedeiro é ilustrada pelo fato de que as DNases extracelulares servem como 

fatores de virulência em várias bactérias patogênicas (3, 4). No entanto, as NETs liberadas 

de maneira inadequada podem prejudicar as células hospedeiras devido à sua atividade 

citotóxica, pró-inflamatória e protrombótica (5-7). De fato, as NETs são frequentemente 

associadas a danos inflamatórios ou isquêmicos nos órgãos e a infusão terapêutica de DNases 

limita a lesão do hospedeiro em vários modelos animais (8, 9). 

[169] Como o hospedeiro degrada as NETs in vivo para limitar os danos nos tecidos 

durante os episódios de inflamação é pouco conhecido. Trabalhos anteriores mostraram que 

a DNase1 no soro digere a espinha dorsal do DNA das NETs in vitro (10). Analisamos o 

soro de camundongos do tipo selvagem por zimografia e detectamos duas DNases 

enzimaticamente ativas, DNase1 e DNase1 tipo 3 [(DNase1l3) (FIG. 1A). Ambas as enzimas 

são membros da família da proteína DNase1, mas diferem na origem e na afinidade do 

substrato. A DNase1 é expressa por tecidos não hematopoiéticos e preferivelmente cliva o 

DNA livre de proteínas (11,12). A DNase1l3, também conhecida como DNase γ, é secretada 

pelas células imunológicas e tem como alvo complexos DNA-proteína-proteínas, como 

nucleossomos (11,13). Geramos camundongos que não tinham atividade de degradação do 

DNA no soro devido a uma deficiência combinada de DNase1 e DNase1l3 (FIG. 1A). As 

NETs geradas in vitro permaneceram intactas após a exposição aos soros de 

DNase1/DNase1l3 -/-, enquanto os soros de camundongos tipo selvagem, DNase1 -/- e 
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DNase1l3-/- degradaram as NETs (FIG. 1B e FIG. 1C). Utilizamos um plasmídeo de 

expressão específico para hepatócitos em conjunto com a administração de genes 

hidrodinâmicos para expressar estavelmente o cDNA da DNase1 ou DNase1l3 no fígado de 

camundongos DNase1/DNase1l3 -/-. Dado que ambas as enzimas contêm uma sequência de 

sinal de proteína secretora (11), essa abordagem restaurou a atividade da DNase1 ou 

DNase1l3 na circulação (FIG. 1D) e a capacidade dos soros de camundongos 

DNase1/DNase1l3 -/- de degradar NETs (FIG. 1E e FIG. 1F). Tomados em conjunto, esses 

dados mostram que duas enzimas hospedeiras expressas independentemente, DNase1 e 

DNase1l3, degradam NETs in vitro. 

[170] Para testar a exigência de DNase1 e DNase1l3 para a degradação de NET in vivo, 

objetivamos estimular cronicamente camundongos do tipo selvagem DNase1 -/-, DNase1l3 

-/- e DNase1/DNase1l3 -/- com o fator estimulador de colônias de granulócitos (G -CSF). O 

G-CSF desencadeia neutrofilia, uma característica da inflamação aguda, e estimula uma 

subpopulação de neutrófilos para liberar espontaneamente as NETs ex vivo (14). Clonamos 

o cDNA do CSF3, que codifica G-CSF, no plasmídeo de expressão específico para 

hepatócitos. A injeção hidrodinâmica de camundongos do tipo selvagem com o plasmídeo 

CSF3 resultou em níveis cronicamente elevados de G-CSF no plasma (FIG. 5A). 

Consequentemente, o hemograma de neutrófilos aumentou constantemente e as NETs 

formadas espontaneamente foram detectadas em esfregaços de sangue (FIG. 2A e FIG. 2B). 

Além disso, observamos um número aumentado de neutrófilos residentes em órgãos vitais e 

esplenomegalia (FIG. 5B e FIG. 5C). É importante ressaltar que os camundongos do tipo 

selvagem injetados no CSF3 cresceram normalmente, não desenvolveram lesão de órgãos e 

não mostraram sinais macroscópicos de angústia ou comportamento anormal (FIG. 5D e 

FIG. 5E). Coletivamente, esses dados sugerem que a neutrofilia crônica com formação 

concomitante de NET é bem tolerada em camundongos do tipo selvagem. 

[171] A seguir, expressamos estavelmente CSF3 no fígado de camundongos DNase1 -/-, 

DNase1l3 -/- e DNase1/DNase1l3 -/-. Os camundongos com uma única deficiência na 

DNase1 ou DNase1l3 não mostraram sinais de angústia (não mostrados), enquanto todos os 

camundongos com uma deficiência combinada morreram dentro de 6 dias após a injeção do 

CSF3 (FIG. 2C). Os camundongos DNase1/DNase1l3 -/- que receberam o plasmídeo de 

controle sem CSF3 sobreviveram sem mostrar quaisquer anomalias (FIG. 2C, não mostrada). 

Coexpressamos DNase1 ou DNase1l3 com CSF3 em camundongos DNase1/DNase1l3 -/- 
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para induzir neutrofilia e NETs e, simultaneamente, restaurar DNase1 ou DNase1l3 na 

circulação. A expressão de qualquer DNase foi suficiente para os camundongos 

DNase1/DNase1l3 -/- sobreviverem sem mostrar nenhum sinal de angústia (FIG. 2D). Os 

camundongos DNase1/DNase1l3 -/- que coexpressam CSF3 com um plasmídeo de controle 

sem  DNase1 e DNase1l3 morreram dentro de 5 dias após a administração do gene (FIG. 

2D). A mortalidade nesses camundongos foi precedida por uma hipotermia de rápido 

progresso, que foi evidenciada como uma forte diminuição da temperatura corporal 

periférica dentro de 8 horas antes do exitus (FIG. 2E). A hipotermia foi acompanhada de 

anemia hemolítica demonstrada por plasma e urina avermelhados e redução da hemoglobina 

no sangue (FIG. 2F e FIG. 2G). Esquistócitos abundantes em esfregaços de sangue indicaram 

que a anemia hemolítica foi causada pela fragmentação dos eritrócitos (FIG. 2H). Além 

disso, detectamos níveis plasmáticos elevados de lactato desidrogenase (LDH), 

transaminases hepáticas e os marcadores de lesão renal, nitrogênio da ureia no sangue e 

creatinina, que indicaram danos a múltiplos órgãos (FIG. 2I, FIG. 6A e FIG. 6B). A 

coexpressão def DNase1 ou DNase1l3 com CSF3 manteve a temperatura corporal e a 

integridade dos eritrócitos e órgãos (FIG. 2E a FIG. 2I; FIG. 6A e FIG. 6B). Em conclusão, 

esses dados indicam que a DNase1 ou a DNase1l3 é necessária para evitar lesões no 

hospedeiro durante a neutrofilia crônica. 

[172] A análise histológica de camundongos DNase1/DNase1l3-/- com neutrofilia crônica 

mostrou coágulos intravasculares positivos para hematoxilina com eritrócitos retidos que 

ocluíram total ou parcialmente vasos sanguíneos nos pulmões, fígado e rins (FIG. 3A e B; 

FIG. 6C e FIG. 6D). A expressão de DNase1 ou DNase1l3 na circulação impediu essas 

oclusões vasculares. Os coágulos positivos para hematoxilina mostraram um padrão de 

coloração violeta claro abundante que foi esporadicamente corado com uma coloração 

violeta escuro de núcleos de leucócitos individuais, sugerindo que o DNA não condensado 

é o principal componente do coágulo (FIG. 3A). Dado que o colapso nuclear e o 

desdobramento da cromatina firmemente compactada são uma característica da formação da 

NET (15), coramos os coágulos positivos para hematoxilina para os marcadores da NET. 

Observamos uma coloração robusta com corantes fluorescentes intercalantes de DNA de fita 

dupla e anticorpos contra a cromatina (FIG. 7A). A colocalização de cromatina 

descondensada com a enzima mieloperoxidase derivada de grânulos de neutrófilos, 

peptídeos antimicrobianos de catelicidina e histonas citrulinadas com marcador substituto de 
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NET confirmou que os coágulos foram compostos de NETs (FIG. 3C, FIG. 7B e FIG. 7C). 

Para identificar os componentes dos trombos canônicos, coramos os coágulos de NET para 

fibrina e fator de von Willebrand (vWF), uma proteína armazenada nas vesículas secretoras 

de plaquetas e no endotélio vascular. Os coágulos de NET foram muito heterogêneos em seu 

teor de vWF e fibrina (FIG. 3D e FIG. 3E). As seções transversais dos coágulos NET foram 

cobertas em média com 46% de vWF, enquanto 9% dos coágulos NET não coraram para o 

vWF (FIG. 3E e FIG. 3F). A fibrina foi praticamente ausente e detectada em menos de 23% 

dos vasos ocluídos (FIG. 3E). Esses dados estão de acordo com as descobertas de que as 

NETs servem como andaime independente de fibrina para imobilizar plaquetas e eritrócitos 

in vitro (6). A ausência de vWF e fibrina em alguns coágulos sugere que as NETs podem ser 

suficientes para a oclusão vascular. Para corroborar essa noção, objetivamos gerar coágulos 

de NET a partir de neutrófilos puros in vitro. Isolamos neutrófilos do sangue e induzimos a 

formação de NET, enquanto expomos as células a forças de cisalhamento para imitar o fluxo 

sanguíneo. Nesta configuração, observamos coágulos macroscopicamente visíveis e 

sensíveis à DNase (FIG. 8A), que se assemelhavam à aparência de coágulos de NET na 

vasculatura de murino (FIG. 8B). Agora, reduzimos as plaquetas da circulação e inibimos 

farmacologicamente a trombina para bloquear a formação de fibrina em camundongos 

DNase1/DNase1l3 -/- que expressam CSF3. Ao contrário da expressão de DNase1- ou 

DNase1l3-, nenhum tratamento antitrombótico poderia impedir a mortalidade nesses animais 

(FIG. 3H). Coletivamente, os dados sugerem que coágulos de NETs são suficientes para 

obstruir os vasos sanguíneos durante a neutrofilia crônica em camundongos 

DNase1/DNase1l3 -/-. 

[173] A formação de coágulos de NET em camundongos DNase1/DNase1l3 -/- está 

associada a características de microangiopatias trombóticas induzidas por infecção (TMAs) 

e coagulação intravascular disseminada em pacientes, incluindo esquistócitos, anemia 

hemolítica e falência de órgãos devido a oclusões vasculares. Analisamos o plasma de 

pacientes com TMA com síndrome hemolítico-urêmica devido a uma infecção por 

Escherichia coli produtora de toxina Shiga [STEC-HUS, (16)]. Sepse e choque séptico eram 

complicações frequentes nesses pacientes (17). As NETs geradas in vitro permaneceram 

intactas após a exposição ao plasma do paciente coletado no estado de doença aguda, 

enquanto o plasma de pacientes em remissão degradou as NETs (FIG. 9A e FIG. 9B). Os 

dados indicam um defeito adquirido e temporário na degradação da NET, estendendo assim 
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relatórios anteriores (18,19). É importante notar que os pacientes com STEC-HUS foram 

efetivamente tratados com um regime que incluía infusão de plasma de doadores saudáveis 

(17), uma fonte de DNases, que potencialmente restaurou a degradação da NET. 

[174] É reportado que grandes agregados de NETs são formados no líquido sinovial e nos 

dutos pancreáticos dos pacientes (21,22), mas ainda não foram descritos em outros tecidos. 

Portanto, nosso objetivo foi identificar agregados intravasculares de NETs em pacientes com 

doenças inflamatórias graves. Examinamos o tecido pulmonar coletado na autópsia de 

pacientes com síndrome do desconforto respiratório agudo e/ou sepse (FIG. 10). Detectamos 

coágulos positivos para hematoxilina nos vasos sanguíneos de dois pacientes sépticos (FIG. 

11A e FIG. 11C). Em ambos os casos, os coágulos foram compostos por cromatina e MPO 

(FIG. 11B e FIG. 11D), indicando que as NETs podem formar coágulos intravasculares na 

sepse humana.  

[175] A septicemia é um gatilho potente e rápido da formação intravascular de NET em 

camundongos (7). Portanto, levantamos a hipótese de que um defeito na degradação da NET 

pode agravar a doença. De fato, observamos que camundongos com uma deficiência 

combinada de DNase1 e DNase1l3, mas não de tipo selvagem, foram altamente suscetíveis 

a baixas doses de lipopolissacarídeo e E. coli morta pelo calor (FIG. 4A). Semelhante aos 

camundongos DNase1/DNase1l3-/- neutrofílicos, a análise sanguínea de camundongos 

DNase1/DNase1l3 -/- sépticos mostrou anemia hemolítica e hematúria (FIG. 4B e FIG. 4C), 

juntamente com níveis aumentados de LDH plasmático e esquistócitos em esfregaços de 

sangue ( FIG. 4D e FIG. 4E). Além disso, detectamos vasos sanguíneos parcial ou totalmente 

ocluídos abundantes no pulmão (FIG. 4F e FIG. 4G). A análise detalhada de vasos 

parcialmente ocluídos revelou coágulos de NETs dentro do lúmen vascular (FIG. 4H). Em 

vasos completamente ocluídos, os coágulos de NET foram congestionados com eritrócitos e 

leucócitos retidos (FIG. 4I; FIG. 12A e FIG. 12B). É importante ressaltar que a expressão 

hepática de  DNase1 ou DNase1l3  em camundongos DNase1/DNase1l3 -/- impediu a 

oclusão vascular e restaurou o fenótipo do tipo selvagem. Tomados em conjunto, esses dados 

indicam que a DNase1 ou DNase1l3 circulante impede a formação de coágulos de NET e a 

lesão do hospedeiro na septicemia.  

[176] Em resumo, enquanto plaquetas e fibrina formam coágulos hemostáticos e trombos 

patológicos (23), nossos dados introduzem coágulos de NET como um mecanismo não 

canônico para oclusão vascular em estados inflamatórios. Semelhante aos fios de fibrina, as 
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NETs são moléculas ultra grandes e estáveis (6). Em altas concentrações, como as 

encontradas na neutrofilia crônica ou na septicemia, as NETs intravasculares podem formar 

coágulos, com tamanho suficiente para obstruir os vasos sanguíneos e, assim, causar danos 

aos eritrócitos e órgãos. Para manter a integridade do sangue e do tecido durante a 

inflamação, o hospedeiro expressa independentemente a DNase1 e a DNase1l3 como um 

sistema de proteção dupla contra NETs intravasculares. No entanto, os defeitos genéticos e 

adquiridos nesses fatores hospedeiros podem atrasar a degradação das NETs e, assim, 

precipitar a doença. Os defeitos adquiridos podem envolver a inibição da DNase1 por actina 

monomérica externa a partir de tecido danificado e a inativação da DNase1l3 por proteases 

séricas (11). As mutações na DNase1 e DNase1l3 foram identificadas em pacientes e estão 

associadas ao lúpus eritematoso sistêmico (SLE), uma doença autoimune sistêmica (24,25). 

Curiosamente, os camundongos deficientes em DNase1 e DNase1l3 desenvolvem 

espontaneamente doença do tipo SLE com a idade (13,26). As NETs são compostas por 

autoantígenos proeminentes e os neutrófilos de pacientes com SLE têm uma capacidade 

aumentada de liberar NETs (27). Uma capacidade de depuração reduzida pode aumentar as 

NETs de meia-vida e, assim, promover a doença autoimune (10,27). Em conclusão, defeitos 

nas DNases hospedeiras podem antecipar os efeitos deletérios das NETs em uma infinidade 

de doenças inflamatórias. 

[177] Consequentemente, a degradação de NET mediada por DNase1- e DNase1l3 fornece 

uma oportunidade terapêutica atraente para pacientes que sofrem de condições inflamatórias. 

Para testar se a DNase1 e a DNase1l3 degradam as NETs pelo mesmo ou por mecanismos 

distintos, reticulamos proteínas nas NETs usando fixador. As NETs fixas foram degradadas 

eficientemente pelos soros DNase1l3 -/-, mas resistiram à degradação pelos soros DNase1-

/- (FIG. 13A e FIG. 13B). De acordo com esses resultados, a exposição de NETs à DNase1 

ou DNase1l3 recombinante mostrou que ambas as DNases degradam NETs naive (FIG. 13C 

e FIG. 13D), enquanto as NETs fixas são resistentes à atividade da DNase1l3 (FIG. 13E e 

FIG. 13F). Coletivamente, esses dados in vitro sugerem que a DNase1 e a DNase1l3 

degradam NETs por meio de mecanismos distintos. 

[178] Finalmente, comparamos a atividade da DNase1 e DNase1l3 na circulação de 

camundongos para humanos. Para discriminar a atividade da DNase1 e DNase1l3, geramos 

anticorpos contra a DNase1 humana (α-hDNase1), que bloqueiam a atividade da DNase1 no 

plasma de doadores saudáveis normais (NHD) (FIG. 14A). A heparina é um inibidor 
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conhecido da DNase1l3 e foi usada para bloquear a atividade de degradação do DNA pela 

DNase1l3 (FIG. 14B). O plasma de murino apresentou atividade DNase total 

aproximadamente 10 vezes maior (FIG. 14C), atividade DNase1 (FIG. 14D) e atividade 

DNase1l3 (FIG. 14E) que o plasma humano. Além disso, a DNase1l3 no plasma de murino, 

mas não no plasma humano, degrada as NETs de maneira eficiente (FIG. 14F e FIG. 14G). 

Os dados sugerem que a concentração de DNase1l3 na circulação humana não é suficiente 

para degradar NETs. Portanto, possibilitando a degradação de NET mediada por DNase1l3 

em pacientes uma nova e promissora estratégia terapêutica para doenças inflamatórias. 

Materiais e Métodos 

Plasma do paciente 

[179] Amostras de plasma com citrato foram obtidas de pacientes durante o surto de STEC-

HUS em 2011 na Alemanha (16). Os critérios de inclusão em nosso estudo foram 

identificação positiva de STEC/E. coli  entero-hemorrágica ou diarreia com sangue, 

contagem de plaquetas ≤150 × 109/L ou diminuição de ≥25% em 1 semana, evidência de 

hemólise (LDH acima do limite normal, haptoglobina) abaixo do limite normal ou presença 

de esquistócitos) e estágio agudo da lesão renal ≥1. 

Tecido humano 

[180] Os tecidos humanos foram fixados à temperatura ambiente durante a noite em 

formalina tamponada com fosfato a 5%. Todos os tecidos foram coletados na autópsia e 

submetidos originalmente para fins de diagnóstico e estudados de acordo com os princípios 

éticos nacionais. A causa da morte dos pacientes é indicada na FIG. 10.  

Camundongos 

[181] Todos os camundongos estavam em um contexto genético C57BL/6. Cruzamos 

camundongos DNase1-/- e DNase1 tipo 3-/-(26,28) descritos anteriormente para gerar 

camundongos DNase1/DNase1l3-/-. Recentemente, foi relatado que esta cepa de 

camundongos DNase1-/- contém uma mutação fora do alvo no gene de sobreposição de  

DNase1  Trap1/Hsp75, que codifica uma acompanhante mitocondrial (29). Portanto, 

incluímos uma cepa DNase1-/- alternativa (30) para gerar camundongos DNase1/DNase1l3-

/- para experimentos de controle (FIG. 15A-FIG. 15C) 

Detecção de DNase1 por desnaturação por zimografia por eletroforese em gel de 

poliacrilamida (DPZ) 
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[182] Realizamos DPZ, como descrito anteriormente com modificações (19). Em resumo, 

os géis de dodecil sulfato de sódio (SDS) - poliacrilamida foram preparados com géis de 

empilhamento de 4% (v/v) sem DNA e géis de resolução de 10% (v/v) contendo 200 µg/ml 

de DNA de testículos de salmão (Sigma-Aldrich, Alemanha). Para a detecção de DNase1, 

0,5 µl de soro de murino foram misturados com 14,5 µl de água e 5 µl de tampão de 

carregamento de gel SDS (BioRad, Alemanha). A mistura foi fervida durante 5 minutos e 

carregada nos géis. A eletroforese foi realizada a 120 V usando tampão de eletroforese 

Tris/glicina (Tris 25 mM, glicina 192 mM, SDS a 0,1% (p/v), pH 8,7). Após eletroforese, as 

proteínas foram redobradas incubando os géis durante a noite a 37 °C em um tampão de 

redobragem contendo 5% (p/v) de leite em pó, 10 mM de Tris/HCl pH 7,8, 3 mM de  CaCl2, 

3 mM de MgCl2, 100 U/mL de penicilina e estreptomicina 100 µg/mL. Os géis foram 

transferidos para um tampão de redobragem sem leite em pó e incubados por mais 24 horas 

a 37 °C. O DNA foi marcado fluorescentemente com 1x SYBR Safe (Thermo Scientific, 

Alemanha) e as imagens fluorescentes de géis foram gravadas usando um escâner de 

fluorescência (Molecular Imager FX, BioRad, Alemanha). 

Detecção de DNase1l3 por DPZ 

[183] Para a detecção de DNase1l3, 2 µl de soro foram misturados com 12 µl de água, 5 µl 

de tampão de gelificação de SDS e 1 µl de beta-mercaptoetanol (BME, Sigma-Aldrich). A 

BME reduz as pontes dissulfeto da DNase1, causando sua inativação (11). A mistura foi 

fervida durante 5 minutos e carregada nos géis. A eletroforese foi realizada como descrito 

para a DNase1. O SDS foi removido lavando os géis com 10 mM de Tris/HCl pH 7,8 por 30 

minutos a 50 °C duas vezes. As proteínas foram redobradas incubando os géis por 48 horas 

a 37 °C em um tampão de redobragem contendo 10 mM de Tris/HCl pH 7,8, 1 mM de BME, 

100 U/mL de penicilina e 100 µg/mL de estreptomicina. Os géis foram então incubados por 

48 horas adicionais a 37 °C em tampão de redobragem suplementado com CaCl2 3 mM e 

MnCl2 3 mM. A adição de Mn2+ é necessária para permitir a degradação eficiente do DNA 

livre de proteínas pela DNase1l3 (11). O DNA foi marcado e imageado como descrito para 

DNase1. 

Detecção da atividade total da DNase pelo ensaio de difusão de enzima radial única 

(SRED) 

[184] Para medir a atividade total da DNase, dissolvemos 55 µg/ml de DNA dos testículos 

de salmão em um tampão contendo Mn2+  (20 mM Tris-HCl pH 7.8, 10 mM MnCl2, 2 mM 
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CaCl2, e 2x SYBR Safe). A solução de DNA foi aquecida a 50 °C por 10 minutos e misturada 

com um volume igual de agarose ultrapura a 2% (Thermo Scientific). A mistura foi vertida 

em bandejas de plástico e armazenada à temperatura ambiente até à solidificação. Dois µl de 

soro de murino foram carregados em cavidades de 1,0 mm de diâmetro. Os géis foram 

incubados por 4 horas a 37 °C em uma câmara úmida. A fluorescência do DNA dos géis foi 

registrada com um escâner de fluorescência. 

Ensaio de degradação de NET in vitro 

[185] A degradação da NET foi analisada como descrito anteriormente (19). Os neutrófilos 

humanos purificados em DMEM sem soro foram semeados em placas estéreis de 96 poços 

(Falcon, BD Technologies, Alemanha) revestidas com polisisina 0,001% (Sigma) a uma 

concentração de 5 x104 células por poço. Para induzir a formação de NET, os neutrófilos 

foram ativados com 100 nM de forbol 12-miristato 13-acetato (PMA; Sigma-Aldrich) por 4 

h a 37 °C com 5% de CO2 e umidade. Adicionamos solução salina tamponada com fosfato 

(PBS) e armazenamos as placas de 96 poços durante a noite a 4 °C. As NETs foram lavadas 

com PBS, tratadas por 5 minutos com PBS contendo Triton X-100 a 0,5% e lavadas com 

PBS novamente. As NETs foram incubadas com soro de murino a 10% ou plasma humano 

com citrato a 10% suplementado com PPACK 10 µM (Santa Cruz, Heidelberg, Alemanha) 

em HBSS com cátions divalentes (HBSS +; Thermo Scientific). As NETs foram degradadas 

por 3 horas a 37 °C com 5% de CO2 e umidade. Descartamos os sobrenadantes e 

interrompemos a degradação da NET adicionando PFA a 2% em PBS por 1 hora à 

temperatura ambiente. O PFA foi descartado e as NETs não degradadas foram marcadas 

fluorescentemente pela adição de 2 µM do corante de DNA fluorescente SytoxGreen 

(Thermo Scientific) em PBS. As imagens de NETs coradas com fluorescência foram 

adquiridas com um microscópio de fluorescência invertida (Axiovert 200M, Zeiss, 

Alemanha). Quantificamos as NETs não degradadas registrando a intensidade da 

fluorescência com um leitor de placas (Excitação: 485 nm; Emissão: 535 nm) ou medindo a 

cobertura da área das NETs em imagens de microscopia usando o software ImageJ (NIH, 

EUA). 

Preparação de vetores de expressão in vivo 

[186] Utilizamos o plasmídeo pLIVE (Mirus Bio, EUA) para expressar proteínas em 

camundongos. O vetor permite uma expressão duradoura e específica para hepatócitos de 

proteínas. Geramos plasmídeos pLIVE com DNase1, DNase1l3, e CSF3 de murino. Para 
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DNase1 de murino, foi realizado um PCR do cDNA (Número de Acessão Genbank 

NM010061) usando o par de iniciadores DNase1-F 5'- GTCGACATGCGGTACACAGG 

(SEQ ID NO: 27) e DNase1-R 5'- CTCGAGTCAGATTTTTCTGAGTGTCA (SEQ ID NO: 

28) ) contendo sítios de restrição SalI e XhoI. Para DNase1l3, foi realizado um PCR do 

cDNA (Número de Acessão ao Genbank AF047355) usando o par de iniciadores DNase1l3-

F 5'-GAAGTCCCAGGAATTCAAAGATGT (SEQ ID NO: 29) e DNase1l3-R 5'-

GCGTGATACCCGGGAGCGATTG (SEQ ID NO: 30) contendo sítios de restrição BamHI 

e SacI. Ambos os cDNAs foram clonados usando a ligase T4 (New England Biolabs, 

Alemanha) no sítio de multiclonagem (MCS) do vetor pLIVE, que foi pré-digerido com as 

enzimas apropriadas. O vector contendo pLIVE DNase1l3 foi submetido a mutagênese 

dirigida no sítio com o par de iniciadores mutDNase1l3-F 5'-

AGTCGACTCCCGGCCACCATGTCCCTGCA (SEQ ID NO: 31) e a sua complementar 

mutDNase11l3-R 5'-TGCAGGGACATGGTGGCCGGGAGTCGACT (SEQ ID NO: 32) 

para coincidir com a sequência consenso de Kozak e otimizar a expressão de proteínas. A 

geração do vetor pLIVE contendo o cDNA de CSF3 foi terceirizada (Eurofins Genomics, 

Alemanha). O cDNA de CSF3 (Número de Acessão Genbank BC120761) foi inserido no 

MCS entre os sítios de restrição SalI e XhoI. A sequência de todos os vetores gerados foi 

confirmada por sequenciamento de DNA de fita dupla. Como controle, usamos o plasmídeo 

de pLIVE original sem inserções adicionais. Todos os plasmídeos foram purificados usando 

o kit PureLink HiPure Plasmid Maxiprep e as contaminações em potencial da endotoxina 

foram removidas usando colunas de rotação de remoção de endotoxina de alta capacidade 

(ambas da Thermo Scientific). 

Expressão in vitro de DNase1 e DNase1l3 de murino 

[187] Os plasmídeos contendo o cDNA da DNase1 ou DNase1l3, descritos em outra parte, 

foram transfectados para células do Rim Embrionário Humano (HEK) com Lipofectamine 

3000 (Thermo Scientific) em condições livres de soro com meio DMEM (Thermo Scientific) 

suplementado com 10% de reposição de soro nocaute (Thermo Scientific ) Após 72 horas, 

os sobrenadantes foram coletados, centrifugados a 500 xg por 10 minutos, filtrados estéreis 

e concentrados por ultracentrifugação com colunas 3K (Amicon Ultra, Millipore, Darmstadt, 

Alemanha). 

Expressão genética in vivo 
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[188] Os plasmídeos pLIVE contendo DNase1, DNase1l3, CSF3 ou plasmídeos de controle 

vazios foram administrados a camundongos por injeção hidrodinâmica de veias da cauda. 

Em resumo, 50 µg de plasmídeo foram diluídos em solução salina a 0,9% em um volume 

equivalente a 10% da massa corporal do camundongo. Os camundongos foram anestesiados 

com isoflurano e a solução de plasmídeo foi então injetada intravenosamente por 5 a 8 

segundos através da veia da cauda. Em casos raros, os camundongos não se recuperaram 

completamente da injeção nas primeiras 24 horas e esses animais foram excluídos do estudo. 

Para estudos de coexpressão, 50 µg do plasmídeo CSF3foram misturados com 50 µg do 

plasmídeo controle vazio, ou os plasmídeos contendo DNase1 e DNase1l3. A solução 

contendo ambos os plasmídeos foi administrada por injeção hidrodinâmica das veias da 

cauda.  

Neutrofilia crônica 

[189] Camundongos fêmeas com 4 semanas ou 8 a 12 semanas de idade foram injetados 

com 50 µg do plasmídeo pLIVE contendo CSF3 para induzir superexpressão de G-CSF e 

neutrofilia. Os camundongos foram monitorados a cada 8 horas durante a primeira semana 

após a injeção e diariamente depois. A temperatura foi medida na área perianal por um 

termômetro infravermelho sem contato (Etekcity, Alemanha). Para estudos de 

sobrevivência, os camundongos foram sacrificados e classificados como "não sobreviventes" 

se os animais apresentassem sinais de angústia (sem movimento espontâneo, olhos fechados, 

ofegantes ocasionais). Em todos os casos, esses sinais de angústia foram acompanhados de 

uma hipotermia grave e de rápido progresso, definida como diminuição da temperatura 

corporal de ≥4 °C em comparação com a temperatura corporal antes da injeção do plasmídeo 

e com hematúria. Os camundongos não hipotérmicos não mostraram sinais de angústia e 

foram sacrificados no final do experimento. Para coleta de órgãos, sangue e urina, 

analisamos quatro grupos de três camundongos D1/D1L3-/-. Os camundongos de cada grupo 

foram injetados com uma mistura de CSF3 com plasma vazio,  DNase1, ou DNase1l3. Cada 

grupo de camundongos foi sacrificado para a coleta de bioamostras, quando o primeiro 

animal do grupo mostrou sinais de angústia, hipotermia grave e hematúria. Este ponto no 

tempo foi definido como “exitus” e ocorreu dentro de 3 a 6 dias após a injeção. 

Redução de plaquetas 

[190] Os camundongos receberam uma injeção intraperitoneal de 2 µg/g de anticorpo que 

esgota plaquetas ou anticorpo de controle de isotipo (ambos Emfret, Alemanha). Este 
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tratamento esgota > 95% das plaquetas da circulação. O tratamento foi iniciado 24 horas 

após a injeção de CSF3 e repetido a cada 48 horas até a conclusão do experimento. 

Inibição da trombina 

[191] O etexilato de dabigatrano em pó (Pradaxa, Boehringer Ingelheim, Alemanha) foi 

misturado com pó de ração normal (Altromin, Alemanha) na dose de 40 mg/g. As pastilhas 

foram preparadas misturando o pó com água destilada e deixadas secar à temperatura 

ambiente. A alimentação do dabigtrano foi iniciada 24 horas após a injeção do CSF3. Os 

camundongos WT alimentados com a dieta de dabigratano por 1 dia mostraram um aumento 

do tempo de tromboplastina parcial ativada em 6,48 ± 1,19 vezes (Média ± SD, N = 4) 

quando comparados aos camundongos que receberam ração normal sem dabigratao (teste t 

de Student; P < 0,001) .   

Preparação de bactérias para septicemia 

[192] Escherichia coli (XEN 14, Perkin Elmer) foi cultivada durante a noite em meio de 

caldo de lisogenia contendo 50 µg/ml de canamicina. As bactérias foram sedimentadas por 

centrifugação a 4000 xg por 10 minutos, lavadas e ressuspensas em PBS. Alíquotas de 1,5 x 

109 bactérias/ml foram incubadas a 70 °C por 15 minutos para matar as bactérias pelo calor. 

As alíquotas foram armazenadas a -20 °C até uso posterior. 

Septicemia 

[193] Camundongos machos de 8 a 15 semanas de idade receberam três injeções 

intraperitoneais diárias de 1 µg/g de LPS do sorotipo thyphimurium de Salmonella enterica 

(Sigma-Aldrich) em solução salina a 0,9%. Juntamente com a terceira injeção de LPS, os 

camundongos receberam uma injeção intravenosa de 1,5 x 107 E.coli/ g mortas pelo calor. 

O tempo de sobrevivência mostrado indica o tempo após a injeção de E.coli. Sangue e órgãos 

foram coletados no momento da eutanásia. Foram obtidas bioamostras insuficientes de dois 

animais  (1x D1/D1L3-/- + Ctrl, 1x D1/D1L3-/- + D1L3) para realizar a análise completa 

mostrada na FIG. 4A-FIG 4I.  Os camundongos foram sacrificados e classificados como 

"não sobreviventes" se os animais apresentassem sinais de sofrimento grave 

(irresponsividade ao toque). Todos os camundongos não sobreviventes apresentaram 

hematúria e palidez das extremidades. Todos os camundongos sobreviventes foram 

sacrificados e classificados como "sobreviventes" 24 horas após a injeção intravenosa de 

E.coli morta pelo calor. 

Coleta de sangue, plasma e tecidos de murinos 
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[194] O sangue foi coletado por punção submandibular ou pelo seio retro-orbital. O sangue 

foi coletado em tubos de soro de 200 µl (Monovette; Sarstedt, Alemanha) e tubos de EDTA 

de 200 µl (GK 150, KABE labortechnik, Alemanha). O plasma foi obtido coletando o 

sobrenadante de sangue após centrifugação a 3.000 x g por 15 minutos. O soro foi obtido 

deixando o sangue coagular por 1 hora em temperatura ambiente, seguido de uma 

centrifugação por 15 minutos a 3.000 x g. As amostras de soro e plasma foram armazenadas 

em alíquotas a -20 °C até uso posterior. Para análise de órgãos, os camundongos foram 

perfundidos por infusão intracardíaca de PBS. Os órgãos foram coletados e fixados por 24 

horas em PFA a 4% a 4 °C. Os órgãos fixos foram embebidos em parafina. 

Análise de sangue e plasma 

[195] LDH, AST, ALT, creatinina e BUN no plasma foram quantificados usando kits 

padronizados (Biotron Diagnostics, CA, EUA), seguindo as instruções do fabricante. O G-

CSF de camundongo foi quantificado com um Quantikine ELISA Kit (R&D, Reino Unido). 

A hemoglobina no sangue com EDTA foi quantificada por um hemocitômetro automatizado 

(Idexx ProCyte Dx Hematology Analyzer, Holanda). Para quantificar neutrófilos por FACS, 

o sangue total foi incubado em gelo por 15 minutos com 0,2 µg de CD11b anti-camundongo 

marcado com fitoeritrina (M1/70, Biolegend, Alemanha) e 0,5 µg de Ly6G anticamundongo 

Alexa Fluor 488 (1AB, Biolegend Alemanha). O sangue foi então diluído com 0,5 ml de 

PBS e analisado com um FACSCalibur (BD Bioscience, EUA). Esfregaços de sangue de 

sangue anticoagulado com EDTA foram preparados em lâminas revestidas com polilisina 

(Hecht Assistant, Alemanha). Após a secagem ao ar, foram incubados por 1 minuto em 

metanol suplementado com 1 µM SytoxGreen em gelo seco ou corados com Giemsa usando 

kit comercial (In Vitro Diagnostikum, Alemanha). 

Coloração por imunofluorescência 

[196] As seções embebidas em parafina foram depiladas, reidratadas e submetidas a 

recuperação de antígeno por 25 minutos a 100 °C em tampão de citrato (citrato de sódio 10 

mM, Tween 0,1%, pH 6). Posteriormente, as seções foram bloqueadas durante 30 minutos 

com soro normal de cabra a 2,5% (Vector, Reino Unido) seguido de incubação com um kit 

de bloqueio camundongo em camundongo (Vector) durante uma hora. As seções foram 

então incubadas durante a noite a 4 °C com 2 µg/ml do anticorpo primário contra MPO 

(A0398, Agilent, Alemanha), CRAMP (PA-CRLP-100, Innovagen, Suécia), histona 

citrulinada 3 (ab5103, Abcam, Reino Unido), fibrina [clone 59D8] ou o complexo de histona 
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H2A, H2B e DNA para detectar cromatina (2). As seções foram incubadas com anticorpos 

IgG anti-coelho e anti-camundongo conjugados com AlexaFluor488 ou AlexaFluor555 

(todos Thermo Scientific) durante 1 hora. Após a lavagem, o DNA foi marcado com 1 µg/ml 

de DAPI por 2 minutos. A autofluorescência foi extinta por uma incubação de 25 minutos 

com Sudan Black (0,1% em etanol a 70%) e as seções foram montadas com Fluoromount G 

(Southern Biotech, EUA). As imagens de seções marcadas com fluorescência foram 

adquiridas com um microscópio de fluorescência invertida (Axiovert 200M, Zeiss, 

Alemanha) ou um microscópio confocal (TCS SP5, Leica, Alemanha). As imagens dos 

coágulos de NET foram quantificadas usando o software (ImageJ). Uma área de coloração 

de vWF ou fibrina inferior a 3% dos coágulos de NET foi considerada negativa. 

Imuno-histoquimica 

[197] Após a recuperação do antígeno, as seções desparafinizadas foram bloqueadas por 

30 minutos com soro de cavalo normal a 2,5% (Vector). As seções foram incubadas durante 

a noite a 4 °C com 2 µg/ml do anticorpo primário contra a elastase de neutrófilos (ab68672, 

Abcam). Após a lavagem, as seções foram coradas utilizando o kit IgG-AP anti-coelho 

(ImmPRESS, Vector) de acordo com as instruções do fabricante. As seções foram 

contrastadas com hemalum (Merck, Alemanha) e montadas com meios Neo-Mount (Merck). 

Imagens de cortes corados foram obtidas com um microscópio invertido (Axiovert 200M, 

Zeiss). 

Geração de coágulos de NET in vitro 

[198] Os neutrófilos humanos purificados foram semeados em placas de cultura de tecidos 

a 3 x 107 células/ml em DMEM suplementado com 2% de BSA. As células foram ativadas 

com 0,1 µM de PMA por 4 horas a 37 °C, 5% de CO2 com condições de umidade e rotação 

(300 rpm). Utilizamos neutrófilos não estimulados e neutrófilos ativados com PMA na 

presença de 10 U/ml de DNase1 humana recombinante (dornase alfa, Roche, Alemanha) 

como controle. Os coágulos de NET foram fixados com PFA a 2% durante a noite a 4 °C. 

Os coágulos de NET fixados foram incorporados em parafina e as seções foram coradas para 

NETs como descrito anteriormente.  

Avaliação estatística 

[199] Os dados são mostrados como média ± desvio padrão. A análise estatística foi 

realizada usando o Prism Software (GraphPad, EUA) e incluiu o teste t de Student, ANOVA 
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unidirecional e bidirecional, seguido pelo teste de comparação múltipla de Bonferroni e pelo 

teste Log-rank. Os resultados foram considerados significativos com P < 0,05. 

Movies 

[200] A neutrofilia crônica é tolerada em camundongos do tipo selvagem. Um filme gerado 

mostra os camundongos do tipo selvagem uma semana após a injeção de um plasmídeo de 

expressão CSF3 (CSF3) ou um plasmídeo de controle sem CSF3 (Ctrl). Ambos os animais 

mostram comportamento normal e sem sinais de angústia. 

[201] A neutrofilia crônica causa angústia em camundongos sem DNase1 e DNase1l3. O 

filme mostra camundongos DNase1/DNase1l3 -/- coexpressando CSF3 com um plasmídeo 

de controle (CSF3/Ctrl), com DNase1 (CSF3/D1) ou DNase1l3 (CSF3/D1L3). Os 

camundongos que expressam DNases, DNase1 ou DNase1l3 circulatórias mostram 

comportamento normal. Camundongos sem DNases circulatórias (CSF3/Ctrl) mostram 

sinais de angústia (sem movimento espontâneo, olhos fechados, ofegantes ocasionais). 
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Exemplo 2: Desenvolvimento e uso de DNase1L3 e variantes para terapia  

 

Introdução 

[202] A inflamação descontrolada causa uma infinidade de condições (1). As armadilhas 

extracelulares de neutrófilos (NETs) são filamentos de DNA decorados com proteínas 
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tóxicas (2). As NETs protegem contra infecções microbianas, mas a formação excessiva de 

NET desencadeia e exacerba doenças inflamatórias e autoimunes (3). A DNase1 (D1), uma 

enzima de degradação do DNA encontrada no sangue, tem sido amplamente utilizada para 

desarmar as NETs in vitro e in vivo. De fato, a infusão de D1 humano recombinante, um 

medicamento aprovado pela FDA (dornase alfa) para fibrose cística (CF), impede os efeitos 

patológicos das NETs em vários modelos de doenças (3), apoiando o uso de D1 para terapia 

profilática.  

 

O DNase1 tipo 3 é um novo candidato a medicamentos para doenças associadas à NET 

[203] No Exemplo 1, descobrimos que, além de D1, o DNase1 tipo 3 (D1L3) também 

degrada NETs. Ambas as enzimas mantêm a homeostase do sangue e do tecido durante as 

respostas inflamatórias. Em resumo, mostramos que as NETs são geradas dentro dos vasos 

sanguíneos durante a neutrofilia, uma característica da inflamação, tanto em condições 

estéreis quanto em infecciosas. D1 e D1L3 clivam as NETs e, assim, impedem a agregação 

de filamentos de DNA de NETs aos coágulos vasculares. Na ausência de D1 e D1L3, os 

coágulos de NETs obstruem o fluxo sanguíneo e causam danos aos órgãos e morte. Os 

coágulos de NET são formados independentemente de plaquetas ou fibrina e, portanto, são 

resistentes à terapia antitrombótica convencional. Assim, descobrimos coágulos de NETs 

como um novo mecanismo para oclusão vascular e D1L3, uma nova terapia profilática contra 

NETs (ver Exemplo 1). 

[204] D1 e D1L3 pertencem, junto com DNase1 tipo 1 (D1L1) e DNase1 tipo 2 (D1L2), 

à família de proteínas DNase1 (4). D1 e D1L3 são expressos em uma variedade de espécies, 

incluindo humanos, primatas e roedores. D1 é expresso predominantemente no trato 

gastrointestinal e nas glândulas exócrinas (5), enquanto as células hematopoiéticas, 

nomeadamente macrófagos e células dendríticas, produzem D1L3 (6, 7). Encontramos 

ambas as DNases em baixas concentrações no soro de camundongos e humanos (Exemplo 

1, FIG. 14), mas a origem de D1 e D1L3 na circulação é desconhecida (7, 8). D1 

preferivelmente cliva DNA livre de proteínas (por exemplo, DNA bacteriano, DNA de 

plasmídeo), enquanto D1L3 tem como alvo a cromatina, o complexo de DNA e histonas, 

que é comumente encontrado no núcleo das células eucarióticas (7, 9, 10). A atividade de 

D1 é inibida por ligação à actina monomérica e sensível a concentrações fisiológicas de sal 

(11-13). Além disso, D1 é glicosilado em N40 (corresponde a N18 na enzima madura sem 
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peptídeo sinal) e N128 (N106), que torna a enzima resistente à inativação por proteases 

séricas (9). Ao contrário, o D1L3 não tem sítios de glicosilação e de ligação à actina, o que 

causa sua suscetibilidade a várias proteases e resistência à actina, respectivamente (9). 

[205] O D1 foi descoberto pela primeira vez em fluidos corporais do trato gastrointestinal 

e na urina, participando da digestão do DNA da ingestão de alimentos. Observamos no 

decorrer desta divulgação que a DNase1 administrada sistemicamente (por exemplo, por 

injeção intraperitoneal ou intravenosa) tem uma meia-vida relativamente curta na circulação 

e é secretada de forma enzimaticamente ativa na urina e, inesperadamente, na bile. Sua 

secreção no fluido biliar abre a oportunidade de direcionar DNA extracelular e/ou NETs no 

duto biliar através da terapia com DNase1 sistêmica.  

[206] O D1L3 foi descrito pela primeira vez no contexto da morte celular programada 

(14). O D1L3 possui dois sítios de localização nuclear (NLS1, NLS2). O NLS2 é incorporado 

a uma cauda do C-terminal exclusiva de D1L3 e não presente em D1. Ambos os NLS 

direcionam a enzima para o núcleo durante a apoptose (14). De fato, o D1L3 intracelular é 

necessário para a fragmentação do DNA nuclear dentro das células apoptóticas e necróticas 

in vivo (15). O D1L3 exige que a cauda do C-terminal degrade o DNA extracelular, ou seja, 

o DNA encapsulado em lipídeos, como o encontrado nas transfecções, e a cromatina nos 

corpos apoptóticos (7, 10). Em transfecções, cDNA e lipídeos catiônicos formam um 

complexo que penetra através da membrana plasmática das células alvo. D1L3 interfere nas 

transfecções e a cauda do C-terminal é crítica para esta função (10). Corpos apoptóticos, 

vesículas de lipídeo preenchidas com cromatina de células apoptóticas, são substratos 

fisiológicos de D1L3 (7). Aqui, a cauda do C-terminal permite que o D1L3 penetre através 

das membranas lipídicas dos corpos apoptóticos e degrade a carga da cromatina. É 

importante ressaltar que a cauda do C-terminal também é necessária para a degradação da 

cromatina extracelular livre de lipídeos por D1L3 (7). Acredita-se que a cauda do C-terminal 

seja crítica para as funções de D1L3 no espaço extracelular. 

[207] Embora o hD1 esteja efetivamente direcionando NETs em modelos animais, 

principalmente camundongos, ele mostrou efeito terapêutico limitado ou inexistente em 

ensaios clínicos de CF (16) e enfisema (17), respectivamente. As NETs são formadas em CF 

(18), indicando que o hD1 do tipo selvagem não é ideal para direcionar as NETs em 

pacientes. Variantes hiperativas foram geradas para contornar as limitações terapêuticas de 

D1, mas sua fabricação clínica é desafiadora (12). Notavelmente, o NET-DNA contém 
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histonas e é estruturalmente organizado como cromatina (2). Assim, especulamos que a 

degradação eficiente da cromatina é necessária para uma terapia ideal contra as NETs.  

[208] Uma terapia combinada de hD1 e ativador do plasminogênio tecidual (tPA, 

alteplase) de pacientes com enfisema foi descrita (17). Os dados estão de acordo com nossa 

hipótese, porque o tPA permite que D1 degrade a cromatina in vitro (19). A US 9.642.822, 

que é aqui incorporada por referência, divulga ainda terapia de combinação com tPA e D1 

para direcionamento terapêutico de NETs (20). No entanto, o tratamento com tPA é 

comumente associado a um risco aumentado de sangramento devido à sua atividade 

fibrinolítica (17). O D1L3 pode fornecer uma estratégia mais segura para direcionar as NETs 

sem colocar os pacientes em risco de sangramento, mas uma terapia com a proteína D1L3 

não foi explorada. 

 

Projeto de variantes de DNase1 e DNase1 tipo 3 por transferência de aminoácidos 

[209] Neste exemplo, geramos variantes de D1 e D1L3 que são projetadas para terapia 

contra cromatina extracelular (incluindo NETs). Para projetar variantes, hipotetizamos que 

a capacidade do D1L3 humano de degradar a cromatina é codificada por aminoácidos 

individuais e/ou sequências de aminoácidos, que estão ausentes no D1 humano. Além disso, 

especulamos que a transferência desses aminoácidos individuais e/ou uma sequência de 

aminoácidos do D1L3 humano para o D1 gera variantes D1 hiperativas com maior atividade 

de degradação da cromatina. Da mesma forma, propriedades enzimáticas (por exemplo, 

glicosilação) podem ser transferidas de D1 para D1L3. Para testar nossa hipótese, 

empregamos mutações convencionais de aminoácidos e desenvolvemos uma nova 

tecnologia de blocos de construção (BB) para projetar variantes de DNases da família da 

proteína DNase1.  

[210] Para produzir variantes de D1 e D1L3, usamos sistemas de expressão in vitro [por 

exemplo, células de ovário de hamster chinês (CHO), células de rim embrionário humano 

(HEK), Pichia pastoris]. A atividade enzimática foi caracterizada usando a degradação do 

DNA de alto peso molecular (HMW) como uma leitura (FIG. 16). Escolhemos dois tipos de 

HMW-DNA: (a) DNA de fita dupla (dsDNA) que foi isolado de testículos de salmão. A 

degradação do HMW-dsDNA foi analisada por zimografia; (b) cromatina de núcleos 

purificados de células HEK293. Para analisar sua degradação, a HMW-cromatina foi 

primeiro incubada com as variantes de DNase, seguida pelo isolamento e visualização do 
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DNA por meio de eletroforese em gel de agarose (AGE). A degradação da cromatina foi 

detectada pelo DNA de baixo peso molecular (LMW). Nesta configuração, o D1 humano do 

tipo selvagem (SEQ ID NO: 1) possui aproximadamente 100 vezes mais atividade para 

degradar dsDNA que o D1L3 do tipo selvagem (SEQ ID NO: 2), enquanto o D1L3 do tipo 

selvagem degrada a cromatina com aproximadamente 100 vezes mais eficiência que o D1 

tipo selvagem (FIG. 16). Encontramos efeitos sinérgicos de D1 e D1L3 na cromatina de 

degradação, mas não no dsDNA. Se D1 e D1L3 forem misturados na razão de 10: 1 ou 1: 1, 

observamos um aumento da degradação da cromatina, em comparação com cada D1 ou 

D1L3 sozinho (FIG. 16). Assim, examinamos as variantes D1 e/ou D1L3, que mostram 

aumento da atividade de degradação da cromatina e/ou dsDNA. 

[211] As variantes D1 e D1L3 selecionadas foram ainda testadas para degradar NETs 

intravasculares, usando um sistema de expressão in vivo para membros da família de 

proteínas D1. Ver PCT/EP2018/051444, que é aqui incorporado por referência na sua 

totalidade. O sistema é baseado em dois componentes, (a) um plasmídeo de expressão que 

permite a transfecção estável in vivo de hepatócitos com cDNA de D1, D1L3, e variantes 

dos mesmos em camundongos receptores, e (b) camundongos deficientes de  Dnase1-/-

Dnase1l3-/-,  caracterizados pela ausência de atividade da DNase no soro. Em resumo, o 

cDNA das DNases candidatas é clonado no vetor de expressão hepática. A seguir, o vetor é 

coexpresso em camundongos deficientesde  Dnase1-/-Dnase1l3-/- junto com o cDNA do Csf3 

de murino, que codifica o fator estimulador de colônias de granulócitos (G-CSF). A 

expressão de Csf3 induz neutrofilia com formação intravascular de NET concomitante, que 

por sua vez causa a agregação de NETs não digeridas nos vasos sanguíneos e a morte em 

camundongos  Dnase1-/-Dnase1l3-/-. Para identificar os candidatos a medicamentos, 

examinamos D1, D1L3 e suas variantes que degradam eficientemente as NETs e, assim, 

impedem a morbidade e mortalidade neste modelo.  

 

Resultados 

Projeto de variantes da DNase1 através de substituições convencionais de aminoácidos 

[212] Nossa hipótese central é que a capacidade do D1L3 humano de degradar a 

cromatina é mediada por aminoácidos que não estão presentes no D1. O alinhamento da 

sequência mostrou que 44% dos aminoácidos em D1 humano e D1L3 humano são idênticos 
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(FIG. 17). Mutamos exclusivamente apenas aminoácidos variáveis (56% de aminoácidos 

não compartilhados) para gerar variantes D1 e DL3.  

[213] D1L3 é uma proteína catiônica com um ponto isoelétrico de 9,35, enquanto D1 e os 

outros membros são proteínas mais básicas. Especulamos, portanto, que a natureza catiônica 

de D1L3 permite à enzima degradar a cromatina. Através do alinhamento de sequência, 

identificamos 37 resíduos de arginina ou lisina nos aminoácidos variáveis, ausentes no D1 

(FIG. 17). Esses resíduos de aminoácidos estão localizados nas posições de aminoácidos 29 

(posição 9 com o peptídeo sinal), 39 (9), 47 (7), 50 (30), 66 (46), 74 (54), 77 (57), 80 (60), 

81 (61), 92 (72), 109 (89), 114 (94), 115 (95), 163 (143), 176 (156), 180 (160), 199 (179), 

200 (180), 203 (183), 208 (188), 212 (192), 226 (206), 227 (207), 239 (219), 250 (230), 259 

(239), 262 (242), 280 (260), 285 (265), 291 (271), 292 (272), 297 (277), 298 (278), 299 

(279), 301 (281), 303 (283), 304 (284) em relação à SEQ ID NO: 2.  

[214] Vinte e seis desses resíduos de arginina ou lisina adicionais em D1L3 correspondem 

às seguintes posições de aminoácidos em D1 (SEQ ID NO: 1): 31 (posição 9 com o peptídeo 

sinal), 41 (19), 49 (40), 52 (30), 68 (46), 76 (54), 79 (57), 81 (59), 92 (70), 109 (87), 114 

(92), 115 (93), 164 (142), 177 (155), 181 (159), 200 (178), 201 (179), 204 (182), 209 (187), 

213 (191), 227 (205), 239 (217), 250 (228), 259 (237), 262 (240) e 280 (260). Além disso, 

D1L3 apresenta 3 sítios de inserções de resíduos de arginina ou lisina: R80, K226 e uma 

cauda C-terminal (após a posição de aminoácido 282 na SEQ ID NO: 2), que apresenta 3 

resíduos de arginina e 6 de lisina.  

[215] Nosso objetivo foi transferir os resíduos de arginina e lisina que fazem parte do 

corpo central de D1L3 para D1, introduzindo as seguintes mutações no D1 tipo selvagem 

(FIG. 18): Q31R, A41K, Q49R, S52K, T68R, N76K, Q79R, D80_A81insR, A81R, P92R, 

D109K, V114K, D115R, A164K, Q177K, G181K, P200K, S201K, S204R, W209R, T213R, 

A226_T227insK, T227K, A239R, D250K, A259K, G262K, e K280Mcom relação à SEQ ID 

NO:1, gerando 28 variantes de D1. 

[216] Neste exemplo, conseguimos gerar variantes D1 que contêm 23 das 28 substituições 

de aminoácidos. Expressamos o cDNA dessas variantes D1 nas células HEK293 e 

analisamos a atividade de degradação do dsDNA e da cromatina nos sobrenadantes da 

cultura. Observamos que as seguintes modificações de aminoácidos aumentaram 

parcialmente a atividade de degradação da cromatina, enquanto não foram observadas 

grandes diferenças na degradação do dsDNA (FIG. 19): Q31R, Q49K, N76K, Q79R, P92R, 
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D109K, A164K, Q177K, P200K, S201K, S204R, T213R. Curiosamente, D1 de 

camundongo e rato (SEQ ID NO: 4), que compartilham 79% e 78% dos aminoácidos de D1 

humano, respectivamente, apresentam várias das substituições de aminoácidos analisadas, 

incluindo Q31R, Q49K e Q79K (FIG. 20) A análise de sobrenadantes das células HEK293 

que expressam D1 murino e D1 humano mostrou que o D1 murino tem uma atividade 

aumentada para degradar a cromatina, quando comparado ao D1 humano (FIG. 21). 

Injetamos camundongos Dnase1-/-Dnase1l3-/- com uma mistura de Csf3 e D1 murino 

(mDnase1, SEQ ID NO: 3), D1 humano (hDnase1, SEQ ID NO: 1) ou um plasmídeo de 

controle vazio (Ctrl). Os camundongos que receberam o plasmídeo de controle morreram 

dentro de 7 dias, enquanto a expressão de D1 murino forneceu uma proteção completa por 

pelo menos 28 dias (FIG. 21). Inesperadamente, a expressão de D1 humano mostrou apenas 

uma proteção parcial da morte e mais da metade dos animais morreu dentro de 14 dias (FIG. 

21), indicando que o D1 humano é menos eficiente na degradação de NETs intravasculares 

que o D1 murino. Agora, mutamos Q31R, Q49K, Q79R e W209R em D1 humano para gerar 

uma variante D1 tipo murino (SEQ ID NO: 5). Um total de seis mutações (Q31R, Q49K, 

Q79R, Q177K, W209R, G262K) foram feitas para gerar uma variante D1 do tipo rato (SEQ 

ID NO: 6). Ambas as variantes D1 do tipo roedor foram clonadas no vetor de expressão de 

hepatócitos e administradas juntamente com Csf3 em camundongos  Dnase1-/-Dnase1l3-/-. 

Observamos que a terapia genética com a variante do tipo murino e rato de D1 forneceu uma 

proteção completa contra oclusões vasculares mediadas por NET e morte (FIG. 22). É 

importante ressaltar que a expressão in vitro das variantes de D1 humano do tipo roedor 

mostrou uma atividade aumentada para degradar a cromatina (FIG. 22). Coletivamente, os 

dados ilustram que (a) D1 humano tem uma capacidade limitada de degradar NETs in vivo; 

(b) a transferência de múltiplos aminoácidos catiônicos de D1L3 humano para D1 humano 

gera variantes hiperativas.  

[217] Várias tentativas foram feitas para gerar variantes hiperativas de D1 (6, 12, 13, 21-

29). Encontramos 184 mutações, que alteraram 82 dos 282 aminoácidos de D1 humano de 

tipo selvagem (FIG. 23). O alinhamento de sequências de aminoácidos de D1 humano de 

tipo selvagem e D1L3 humano revelou três mutações de ganho de função em D1 humano 

que já estão presentes em D1L3 humano de tipo selvagem (FIG. 23): Q31R (corresponde a 

Q9R em D1 sem sinal peptídeo), T227K (T205K) e A136F (A114F). Enquanto as mutações 

Q31R e T227K podem alterar as propriedades de ligação ao DNA de hD1 e, portanto, causar 
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hiperatividade, o A136F confere resistência à inibição pela actina monomérica (21-24, 26, 

29).  

[218] Projetamos uma nova variante D1 que carrega a combinação de Q31R/T227K/A136F 

(SEQ ID NO: 7) e comparamos sua atividade enzimática a D1 do tipo selvagem (SEQ ID 

NO: 1), bem como às variantes D1 que transportam mutações únicas em Q31R, T227K, 

A136F ou uma mutação combinada em Q31R e T227K (SEQ ID NO: 8). Caracterizamos a 

atividade de degradação do dsDNA e da cromatina nos sobrenadantes da cultura de células 

HEK293 transfectadas. Não observamos grandes diferenças na atividade de degradação do 

dsDNA com variantes D1 portadoras de mutações únicas ou combinatórias de Q31R e 

T227K (FIG. 24). Curiosamente, a cromatina foi parcial e totalmente degradada em 

mutantes A136F e a mutação combinatória de Q31R/T227K/A136F, respectivamente (FIG. 

24). Em seguida, testamos se a variante Q31R/T227K/A136F de D1 é capaz de impedir 

oclusões vasculares letais mediadas por NET em  Dnase1-/-Dnase1l3-/-. Todos os 

camundongos que receberam um plasmídeo de controle sem DNases morreram, enquanto 

todos os camundongos que expressam a variante D1 (SEQ ID NO: 7) sobreviveram até o 

final do experimento sem mostrar sinais de angústia (FIG. 24). Utilizando proteínas 

purificadas, observamos que a substituição tripla de aminoácidos aumenta a atividade de 

degradação da cromatina em aproximadamente 10 a 20 vezes em comparação com o tipo 

selvagem D1, sem diferenças detectáveis na atividade de degradação do dsDNA (FIG. 25). 

Cromatina de núcleos e NETs contém actina (30, 31). Os dados sugerem que a degradação 

da cromatina pelas variantes D1 requer substituições de aminoácidos catiônicos, bem como 

mutações que conferem resistência à actina - duas características que estão presentes no 

D1L3 do tipo selvagem. Para corroborar ainda mais essa noção, geramos uma variante D1 

que apresenta a combinação das mutações A164K e A136F (SEQ ID NO: 9). De fato, 

observamos um forte aumento na atividade de degradação da cromatina na variante D1 com 

ambas as mutações (FIG. 26), apoiando nossa hipótese.   

 

Desenvolvimento do projeto de blocos de construção dos membros da família da proteína 

DNase1 

[219] D1L3 apresenta três sítios que contêm aminoácidos adicionais: a cauda do C-terminal 

começando após Q282 (NH2-SSRAFTBSKKSVTLRKKTKSKRS-COOH) (SEQ ID NO: 

33) e em dois sítios dentro da enzima em S79/R80 e em K226 (FIG. 17). Os 23 aminoácidos 
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da cauda C-terminal de D1L3 foram ligados ao C-terminal de D1 (10, 28). Observamos que 

a inserção de um resíduo de arginina na posição 226 da DNase1 (A226_T227insK) gerou 

uma variante D1 com atividade enzimática reduzida para degradar dsDNA, enquanto esse 

efeito não foi observado com a substituição T227K (FIG. 27). Assim, a inserção de um 

resíduo K/R acarreta um risco de redução da função de D1. A inserção de um aminoácido 

carregado pode influenciar a estrutura da proteína local. Dado que D1 é uma enzima globular 

que compreende uma cadeia de aminoácidos  [FIG. 28, (27)], é concebível que essa alteração 

sítio possa inativar toda a enzima. De fato, inúmeras mutações não conservativas ao longo 

da sequência de aminoácidos D1 inativam a enzima (12, 25, 26). Nossa hipótese foi de que 

a transferência de estruturas proteicas locais, implantando não apenas resíduos de arginina e 

lisina, mas também as sequências de aminoácidos vizinhas, reduz o risco de inativação. 

Pesquisamos dentro de D1 e D1L3 por aminoácidos conservados nas proximidades de 

A226_T227insK que podem ser usados como âncoras para a inserção. Identificamos um 

motivo D223/T224/T225 e um T229 conservado em D1 como âncoras nos N-terminal e C-

terminal, respectivamente (FIG. 27). Substituímos 3 aminoácidos dentro de D1 (ATP) por 4 

aminoácidos, incluindo K226, de D1L3 (VKKS) em silico. A expressão do cDNA da nova 

variante D1 (A226_P228delinsVKKS) nas células HEK239 revelou uma enzima 

funcionalmente ativa com uma atividade de degradação do dsDNA semelhante, quando 

comparada com D1 tipo selvagem (FIG. 27). Os dados sugerem que os aminoácidos 

variáveis entre os aminoácidos conservados são intercambiáveis entre D1 e D1L3.  

[220] Concebemos uma tecnologia de blocos de construção para transferir propriedades 

enzimáticas de um membro da família das proteínas D1 para outro. As seguintes etapas 

cardinais caracterizam a tecnologia (FIG. 29):  

 

 (1) Fornecer alinhamento proteína-proteína da DNase doadora e receptora 

 (2) Identificar a sequência variável de aminoácidos ou de aminoácidos para transferência  

  (bloco de construção)  

 (3) Identificar aminoácidos conservados na DNase doadora e receptora que estão 

localizadas 

  a montante e a jusante do bloco de construção (âncoras), respectivamente. 

 (4) Substituir a codificação de cDNA pelo bloco de construção entre as âncoras C e N na 

DNase receptora, com cDNA entre as âncoras na DNase doadora. 
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 (5) Sintetizar o cDNA da DNase quimérica, seguido pela expressão in vitro/in vivo em um 

organismo receptor que é preferivelmente deficiente em DNase doadora e receptora (por 

exemplo, células CHO ou camundongos Dnase1-/-Dnase1l3-/-). 

 

Projeto de variantes de DNase1 através da tecnologia de blocos de construção 

[221] Um alinhamento de várias espécies de D1 e D1L3 de humanos, camundongos, ratos 

e chimpanzés (FIG. 30) mostrou que as âncoras nos N- e C-terminais são conservadas entre 

essas espécies. Esses aminoácidos âncora ou sequências de aminoácidos ladeiam 62 blocos 

de aminoácidos variáveis e sequências de aminoácidos, que incluem a sequência de 

aminoácidos em D1 (ATP) e D1L3 (VKKS) das experiências mencionadas anteriormente 

como blocos de construção nº 49 (FIG 31).  

[222] A transferência desses blocos de construção de D1L3 em D1 gera variantes D1 com 

as seguintes mutações (FIG. 31): 1M_S22delinsMSRELAPLLLLLLSIHSALA, 

L23_A27delinsMRICS, I30_T32delinsVRS, E35_T36delinsES, 

M38_I47delinsQEDKNAMDVI, Q49_S52delinsKVIK, Y54C, I56_Q60delinsIILVM, 

V62_R63delinsIK, S65_K72delinsSNNRICPI, L74_N76delinsMEK, 

Q79_T84delinsRNSRRGIT, H86N, V88_V89delinsVI, E91_P92delinsSR, 

N96_S97delinsNT, R101Q, L103A, V105L, R107_Q110delinsKEKL, 

A113_S116delinsVKRS, Y118H, D120H, G122_N128delinsYQDGDA, T130S, N132S, 

A136_I137delinsFV, R139W, F141_F144delinsQSPH, E146_E149delinsAVKD, A151V, 

V153I, A157_A158delinsTT, G160_A162delinsETS, A164K, A168E, 

Y170_D171delinsVE, L174T, Q177_K179delinsKHR, G181_L182delinsKA, 

D184_L187delinsNFIF, R199_Q202delinsPKKA, S204_S205delinsKN, W209R, S211D, 

T213R, Q215V, P219G, S221_A222delinsQE, A226_P228delinsVKKS, H230N, 

V238_A239delinsLR, M241_A246delinsQEIVSS, D250K, A252_P254delinsNSV, 

N256D, A259_A260delinsKA, G262K, S264_L267delinsTEEE, Q269_ I271delinsLDV, 

Y275F, V279_M280delinsFK e K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS. 

[223] As seguintes variantes D1L3 são geradas, se os blocos de construção forem 

transferidos de D1 para D1L3 (FIG. 31): 

M1_A20delinsMRGMKLLGALLALAALLQGAVS, M21_S25delinsLKIAA, 

V28_S30delinsIQT, E33_S34delinsET, Q36_I45delinsMSNATLVSYI, 

K47_K50delinsQILS, C52Y, I54_M58delinsIALVQ, I60_K61delinsVR, 
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S63_I70delinsSHLTAVGK, M72_K74delinsLDN, R77_T84delinsQDAPDT, N86H, 

V88_I89delinsVV, S91_R92delinsEP, N96_T97delinsNS, Q101R, A103L, L105V, 

K107_L110delinsRPDQ, V113_S116delinsAVDS, H118Y, H120D, 

Y122_A127delinsGCEPCGN, V129T, S131N, 135F_136VdelinsAI, W138R, 

Q140_H143delinsFSRF, A145_D148delinsAVKD, V150A, I152A, T156_T157delinsAA, 

E159_S161delinsGDA, K163A, E167A, V169_E170delinsYD, T173L, 

K176_R178delinsQEK, K180_A181delinsGL, N183_F186delinsDVML, 

P198_A201delinsRPSQ, K203_N204delinsSS, R208W, D210S, R212T, V214Q, G218P, 

Q220_E221delinsSA, V225_S228delinsATP, N230H, L238_R239delinsVA, 

Q241_S246delinsMLLRGA, K250D, N252_V254delinsALP, D256N, 

K259_A260delinsAA, K262G, T264_E267delinsSDQL, L269_V271delins QAI, F275Y, 

F279_K280delinsVM e Q282_S305delinsK. 

[224] Em seguida, conceituamos uma abordagem sequencial para projetar variantes D1 

com atividade D1L3 que começa com a transferência de vários blocos de construção 

adjacentes (grupos), continua com a transferência de blocos de construção individuais e 

termina com a transferência de aminoácidos individuais ou a combinação de múltiplos 

blocos de construção em novas enzimas quiméricas (FIG. 32). Essa abordagem reduz o 

número de quimeras D1-D1L3 na triagem inicial. 

[225] Para testar nosso método, projetamos um total de 19 variantes de D1, compreendendo 

seja blocos de construção individuais ou conjuntos de aglomerados de blocos de construção 

de D1L3 (FIG. 31). Estas variantes de D1 apresentam as seguintes mutações de aminoácido: 

1M_S22delinsMSRELAPLLLLLLSIHSALA, 

L23_A27delinsMRICS/I30_T32delinsVRS/E35_T36delinsES, 

M38_I47delinsQEDKNAMDVI, Q49_S52delinsKVIK/Y54C/I56_Q60delinsIILVM, 

V62_R63delinsIK/S65_K72delinsSNNRICPI/L74_N76delinsMEK, 

Q79_T84delinsRNSRRGIT, H86N/V88_V89delinsVI/E91_P92delinsSR, 

N96_S97delinsNT/R101Q/L103A/V105L, 

R107_Q110delinsKEKL/A113_S116delinsVKRS/Y118H/D120H, 

G122_N128delinsYQDGDA/T130S/N132S, A136_I137delinsFV, 

R139W/F141_F144delinsQSPH/E146_E149delinsAVKD/A151V/V153I/A157_A158delin

sTT/G160_A162delinsETS/A164K, A168E/Y170_D171delinsVE/L174T, 

Q177_K179delinsKHR/G181_L182delinsKA/D184_L187delinsNFIF, 
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R199_Q202delinsPKKA/S204_S205delinsKN/W209R/S211D/T213R/Q215V/P219G/S22

1_A222delinsQE, A226_P228delinsVKKS, 

H230N/V238_A239delinsLR/M241_A246delinsQEIVSS/D250K/A252_P254delinsNSV, 

N256D/A259_A260delinsKA/G262K/S264_L267delinsTEEE/Q269_I271delinsLDV, e 

Y275F/V279_M280delinsFK/K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS.  

[226] Em seguida, clonamos o cDNA em um vetor de expressão, que foi transfectado para 

células HEK293. A análise dos sobrenadantes celulares mostrou degradação do dsDNA para 

todas as amostras (FIG. 33). Além disso, observamos que a transferência de blocos de 

construção (BB) 11 (ver SEQ ID NO: 10), BB 12-14 (ver SEQ ID NO: 11), BB 26 (ver SEQ 

ID NO: 12), BB 41- 48 (ver SEQ ID NO: 13)e BB 49 (ver SEQ ID NO: 14) de D1L3 a D1 

resultou em enzimas com maior atividade de degradação da cromatina. Todas essas enzimas 

quiméricas exibiram a mesma ou mais atividade para degradar substratos de dsDNA que D1 

do tipo selvagem. Os blocos de construção 11 (RNSRRGI na SEQ ID NO: 2) e 49 (VKKS 

na SEQ ID NO: 2) de D1L3 contêm R80/R81 e K227, respectivamente, que não estão 

presentes em D1. O grupo D1L3-BB 41-48 (PKKAWKNIRLRTDPRFVWLIGDQE da SEQ 

ID NO: 2) apresenta 5 resíduos de arginina e lisina adicionais que o seu equivalente em D1 

(RPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPDSA da SEQ ID NO: 1). Esses aminoácidos catiônicos 

adicionais podem ser responsáveis pela hiperatividade. Os blocos de construção de D1 12-

14 e 26 contêm as sequências de aminoácidos H86 a R95 e A136 a V138 na SEQ ID NO: 1, 

que inclui resíduos de aminoácidos necessários para a ligação da actina inibidora de D1. 

Assim, a substituição dessas sequências de aminoácidos pelos respectivos blocos de 

construção de D1L3, que não interagem com a actina, provavelmente gera variantes de D1 

resistentes à actina. Agora combinamos BB 11, 14, 26, 41-19 em uma nova variante D1 

(SEQ ID NO: 15). Observamos que a combinação desses BBs de ganho de função aumentou 

a degradação da cromatina da variante D1 para níveis de D1L3 do tipo selvagem (FIG. 33). 

Assim, a tecnologia BB fornece um método robusto para gerar variantes D1 hiperativas. 

 

Projeto de variantes de DNase1 tipo 3 através da tecnologia de blocos de construção 

[227] O grupo BB 60 a 62 de D1L3 inclui o aminoácido de sua cauda C-terminal (FIG. 

33). A cauda começa após L281 (FIG. 34) e compreende a sequência de aminoácidos 

QSSRAFTBSKKSVTLRKKTKSKRS (SEQ ID NO: 33), que inclui um NLS bipartido. 

D1L3 requer que a cauda C-terminal degrade o DNA nas vesículas de lipídeo, incluindo 
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reagentes de transfecção e corpos apoptóticos (7, 10, 28). Além disso, a cauda do C-terminal 

é necessária para a degradação da cromatina livre de lipídeos e células por D1L3 (7). Ambas 

as descobertas são baseadas em uma variante D1L3 que não possui os aminoácidos após o 

Q282 e, portanto, é inativa na degradação desses substratos. Wilbert et al. anexou a extensão 

C-terminal de D1L3 ao C-terminal de D1 e assim transferiu a capacidade de degradar o DNA 

dentro das vesículas de lipídeo para D1 (10, 28). Aqui, empregamos nossa tecnologia BB 

para transferir o C-terminal de D1L3 para D1 e vice-versa. Utilizamos o motivo 

S272/D273/H274 conservado, localizado na frente da folha beta do terminal em D1 (FIG. 

28), como âncora em N e trocamos os blocos de construção do terminal 3 entre D1 e D1L3 

(FIG. 34). Essa abordagem gerou uma variante D1 que apresenta a extensão C-terminal de 

D1L3 devido às mutações 

Y275F/V279_M280delinsFK/K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS (SEQ ID 

NO: 16) e uma variante D1L3 truncada devido às mutações 

F275Y/F279_K280delinsVM/Q282_S305delinsK (SEQ ID NO: 17). Expressamos tanto as 

variantes quanto as enzimas do tipo selvagem nas células HEK293 e caracterizamos a 

atividade da DNase no sobrenadante. Inesperadamente, observamos que a variante D1 com 

o C-terminal de D1L3 não degradou a cromatina, enquanto a variante D1L3 sem o C-

terminal da enzima do tipo selvagem ainda foi capaz de clivar a cromatina (FIG. 34). De 

fato, observamos um aumento da atividade de degradação da cromatina com essa variante 

D1L3. Para corroborar essa descoberta, testamos se a variante truncada de D1L3 in vivo e 

observamos que sua expressão protegida da mortalidade mediada por NET de camundongos 

neutrofílicos  Dnase1-/-Dnase1l3-/- (FIG. 34). Em conclusão, a deleção do C-terminalão 

inibe, mas aumenta a função de D1L3 para degradar a cromatina livre de lipídeos e livre de 

células. 

[228] As proteases séricas, em particular a plasmina, degradam D1L3, mas não D1 (9). A 

sensibilidade do D1L3 à atividade da protease limitaria seu uso na prática clínica. As 

proteínas glicosiladas apresentam uma proteção aumentada contra as proteases (32). Usando 

análise de software, não foi possível identificar uma sequência de consenso conhecida para 

glicosilação em D1L3 humano e murino. A análise de software do D1 humano revelou 2 

sítios de glicosilação, como observado tanto em silico quanto in vitro (9). Nossa hipótese foi 

de que as variantes glicosiladas de D1L3 podem aumentar a meia-vida na circulação devido 

a uma resistência melhorada às proteases séricas. Um sítio de glicosilação requer uma 
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sequência de consenso mínima de N-X-T/S. D1 contém dois sítios conhecidos de N-

glicosilação, N40 (N18 sem peptídeo sinal) e N128 [(N106 sem peptídeo sinal, (9)]. Os 

aminoácidos dos sítios de glicosilação D1 N40-X-T42 e N128-X-T130 correspondem aos 

D38-X-N40 e A127-X-V129 em D1L3. Assim, uma versão glicosilada de D1L3 precisa 

apresentar as mutações de aminoácidos D38N, N40T, A127N e V129T (ver SEQ ID NO: 

18). Em vez de usar mutações pontuais convencionais para inserir essas substituições de 

aminoácidos, usamos a tecnologia BB para transferir os sítios de glisilação de D1 N40-X-

T42, que ficam dentro de BB4 (MSNATLVSY na SEQ ID NO: 1) e N128-X-T130, que se 

encontra no grupo BB 23-25 (GCEPCGNDTFN na SEQ ID NO: 1), de D1 a D1L3 (FIG. 

35). Assim, geramos duas novas variantes de D1L3, que apresentam as mutações 

Q36_I45delinsMSNATLVSYI (SEQ ID NO: 19) e 

Y122_A127delinsGCEPCGN/V129T/S131N (SEQ ID NO: 20), respectivamente. 

Expressamos essas variantes de D1L3 juntamente com a enzima WT nas células HEK293. 

Em seguida, analisamos o sobrenadante por Western Blot usando um anticorpo policlonal 

direcionado a um epítopo na cauda C-terminal da enzima WT para detectar a enzima WT, 

bem como as variantes de D1L3. Como esperado, as variantes de D1L3 mostraram bandas 

de maior peso molecular presumivelmente à glicosilação, quando comparadas à enzima WT 

(FIG. 35). A variante de D1L3 com glicosilação em N40 ou N128 reteve sua atividade de 

degradação da cromatina (FIG. 35). Em conclusão, os dados sugerem que a tecnologia BB 

pode ser usada para transferir os sítios de glicosilação de D1 para D1L3, o que pode gerar 

variantes de D1L3 com maior resistência e meia-vida da protease em pacientes. 

 

Terapia com DNase1 tipo 3 e uma variante do mesmo 

[229] Finalmente, testamos os efeitos terapêuticos de D1L3 in vivo. A análise histológica 

de coágulos vasculares de NETs mostra agregados densos de cromatina (FIG. 36A), 

indicando que os sítios de clivagem sem histona para D1 são raros in vivo. Assim, 

levantamos a hipótese de que uma terapia aguda com D1L3 do tipo selvagem é mais eficaz 

na degradação de NETs intravasculares que D1 do tipo selvagem. Para testar nossa hipótese, 

expressamos Csf3 em camundongos com deficiência  Dnase1-/-Dnase1l3-/- para induzir 

coágulos vasculares de NETs. É importante ressaltar que, antes do exitus, os camundongos 

com oclusão vascular por NETs desenvolvem hematúria e hipotermia, que podem ser 

detectadas de forma não invasiva. Portanto, o modelo animal permite identificar e, portanto, 
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selecionar camundongos, que formaram NETs, para testar candidatos a medicamentos para 

uma terapia aguda contra NETs (FIG. 36B). Aqui, testamos o D1 humano purificado do tipo 

selvagem (dornase alfa; SEQ ID NO: 1), o D1L3 humano do tipo selvagem (SEQ ID NO: 2) 

e uma variante hiperativa do D1L3 [D1L3V; (SEQ ID NO: 17)] para uma terapia aguda 

contra NETs. Injetamos Csf3 em camundongos com deficiência de Dnase1-/-Dnase1l3-/-. 

Após 72 horas, os primeiros animais individuais começaram a desenvolver hipotermia e 

hematúria. Utilizamos uma queda na temperatura corporal de 4 °C ou mais e a presença de 

urina vermelha como critério de inclusão. Os camundongos, que desenvolveram esses 

fenótipos, foram randomizados nos diferentes grupos de tratamento. Os animais receberam 

uma dose única, injeção intravenosa através da veia da cauda de 1 mg/kg de D1, D1L3 ou 

veículo. Após 30 minutos, os animais foram submetidos à eutanásia para coleta de 

bioamostras (sangue e órgãos). A quantificação de coágulos de NETs na vasculatura dos 

pulmões mostrou que NETs ocluíam vasos sanguíneos em camundongos que receberam 

terapia com veículo ou D1 (FIG. 36D). É importante ressaltar que os camundongos injetados 

com D1L3 e D1L3V  mostraram pouco ou nenhum coágulo de NETs (FIG. 36D). Em 

pacientes, o DNA circulante tem o tamanho do DNA em mono-nucleossomos [180 pares de 

bases (33)], indicando que é um produto de degradação do DNA de alto peso molecular na 

cromatina. O DNA circulante é comumente usado como marcador substituto da formação 

intravascular de NET, mas também pode derivar de tecido necrótico e danificado (34). 

Quantificamos o DNA no soro usando uma sonda de DNA fluorescente. Observamos que a 

injeção de D1L3 e D1L3V, mas não D1 ou veículo, causou um forte aumento nos níveis de 

DNA circulante (FIG. 36E). O isolamento e a visualização do DNA circulante mostraram 

fragmentos de 180 pares de bases de multímeros, indicando a presença de mono- e oligo-

nucleossomos no soro de camundongos que receberam a terapia com D1L3 (FIG. 36F). Os 

camundongos que recebem D1L3V mostraram somente mono- e di-nucleossomos. Os dados 

confirmam a hiperatividade do D1L3V in vivo. Os isolados de DNA do soro de camundongos 

que receberam terapia D1 mostraram leves manchas de DNA de vários tamanhos, enquanto 

nenhum DNA pôde ser isolado do soro de camundongos injetados com veículo (FIG. 36F). 

Assim, o D1L3 pode ser utilizado não apenas na profilaxia, mas também na terapia aguda 

de doenças associadas a NETs. 

[230] Exploramos ainda a aplicação terapêutica de D1L3V em um modelo de lesão de 

isquemia-reperfusão (FIG. 37A). Em resumo, um testículo de ratos machos do tipo selvagem 
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foi submetido a torção testicular, conforme descrito anteriormente por nós (35). O 

procedimento causa uma lesão no tecido isquêmico. Após a randomização e destorção do 

testículo, os ratos receberam três injeções diárias de veículo dornase alfa (D1, 1mg/kg) ou 

uma variante DNase1L3 purificada (SEQ ID NO: 17, D1L3V, 1mg/kg). Após 7 dias, o 

testículo isquêmico e o testículo não tratado foram coletados. A terapia com o D1L3V, mas 

não com solução salina ou D1, reduziu significativamente a atrofia testicular (FIG. 37B). 

Além disso, a terapia com o D1L3V, mas não com solução salina ou D1, reduziu 

substancialmente a lesão no tecido e a maioria dos animais não apresenta sinais de lesão 

(FIG. 37C).  Coletivamente, os dados identificam D1L3 como uma terapia potente contra 

lesão de isquemia-reperfusão.  

 

Desenvolvimento de medicamentos de variantes DNase1, DNase1 tipo 3 e variantes   

[231] Quase 70% de todas as terapêuticas proteicas são produzidas usando o Ovário de 

Hamster Chinês (CHO) (36). De fato, a DNase1 do tipo selvagem (dornase alfa) é produzida 

nas células CHO. Apesar das vantagens significativas, o desenvolvimento da linha celular e 

a produção em larga escala de CHO ainda permanece um grande desafio devido a um grau 

considerável de variabilidade e a inexistência de métodos confiáveis para prever ou modelar 

as características do crescimento celular (36). É importante ressaltar que as células CHO não 

foram capazes de produzir de forma estável variantes hiperativas de D1, o que impediu sua 

fabricação clínica (12). As propriedades de fabricação do D1L3 são desconhecidas. Assim, 

desenvolvemos linhas celulares CHO estáveis produzindo D1 do tipo selvagem (SEQ ID 

NO: 1), uma variante D1 hiperativa (SEQ ID NO: 7), D1L3 do tipo selvagem (SEQ ID NO: 

2) e uma variante D1L3 hiperativa ( SEQ ID NO: 17). Cultivamos as linhas celulares em 

biorreatores e observamos uma expressão estável de proteína com o tipo selvagem D1 e a 

variante de D1, com a última tendo níveis de expressão fortemente aumentados (FIG. 38), 

ilustrando a viabilidade de produzir uma variante de D1 hiperativa em CHO. 

Inesperadamente, observamos apenas níveis menores de proteína de D1L3 tipo selvagem e 

da variante de D1L3 (FIG. 38), apontando para um grande desafio para a fabricação clínica 

de D1L3 e suas variantes.  

[232] Devido à alta densidade celular em biorreatores em larga escala, as células competem 

por recursos e sofrem tensão celular, levando ao aumento da morte celular, chamado 

apoptose, um programa de morte celular usado por organismos multicelulares, incluindo 
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mamíferos (37). D1L3 tem como alvo o DNA em corpos apoptóticos (7). Especulamos que 

os baixos níveis de D1L3 são devidos à eliminação da enzima por essas vesículas 

apoptóticas. Para superar essas limitações, testamos a produção de D1, D1L3 e suas variantes 

usando o sistema de expressão microbiana Pichia pastoris, um organismo estabelecido, 

aprovado pela FDA e organismo geralmente reconhecido como seguro (GRAS) com 

capacidade de secretar proteínas (38, 39). Uma limitação importante dessa abordagem é que 

as proteínas produzidas por P. pastoris geralmente são hipergliciladas e podem resultar em 

maior imunogenicidade (40). A composição de D1L3 e sua variante não é glicosilada e é 

ideal para expressão em P. pastoris. Mutamos os sítios de glicosilação em D1 e sua variante 

em N40S e N128S, respectivamente, para gerar proteínas desglicosiladas (SEQ ID NO: 21, 

23). A expressão de proteínas em P. pastoris é geralmente alcançada acoplando proteínas de 

interesse a peptídeos sinal secretores de várias origens. Omitimos essa etapa para evitar a 

geração de proteínas quiméricas imunogênicas. Especulamos que o peptídeo sinal nativo de 

D1 e/ou D1L3 seja reconhecido por P. pastoris. Depois da otimização do códon, 

expressamos o cDNA em P. pastoris (SEQ ID NO: 22, 24-26). Atingimos a expressão de 

D1 e a variante D1 (não mostrada). É importante ressaltar que essa abordagem também 

permitiu a expressão de D1L3 e a variante de D1L3, com a última mostrando níveis de 

expressão aumentados (FIG. 38). Purificamos as proteínas e confirmamos que o D1L3 tem 

atividade aumentada (FIG. 38). Em conclusão, os dados sugerem que o uso de sistemas de 

expressão não mamíferos, como P. pastoris, permite a fabricação clínica de D1L3 e suas 

variantes.  

 

Discussão 

[233] Duas enzimas de degradação de DNA foram amplamente utilizadas 

terapeuticamente em modelos e pacientes experimentais. A estreptodornase, uma DNase 

secretada de Streptococcus spp., foi testada em modelos de doenças de homoenxerto de pele, 

coágulos de bexiga, desbridamento de feridas, meningite. A DNase1 (incluindo a DNase1 

pancreática) foi utilizada terapeuticamente em modelos experimentais de câncer, fibrose 

cística, lúpus, trombose, acidente vascular cerebral, sepse, lesão pulmonar, aterosclerose, 

infecção viral, doença falciforme, infarto do miocárdio, infecção no ouvido, cicatrização de 

feridas, lesão hepática, endocardite, infecção hepática, pancreatite, disfunção primária do 

enxerto, reperfusão de isquemia e membros, lesão renal, coagulação sanguínea, asma, 
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inflamação induzida por alume, lesão hepatorenal. A estreptodornase também foi usada para 

tratar pacientes com exsudações pleurais, hemotórax, coágulos sanguíneos intrabiliários, 

anemia pós-pneumática, úlceras, condições otorrinolaringológicas, infecções orais, lesões 

menores, sinusite, rinoplastias pós-operatórias, infertilidade, cateter da bexiga, limpeza de 

feridas, teste de reação da pele. É importante ressaltar que a DNase1 foi testada 

terapeuticamente em pacientes com meningite pneumocócica, gota, úlcera de perna, fibrose 

cística, síndrome de Kartegener, asma, atelectasia lobar, bronquite crônica, bronquiectasia, 

lúpus, discinesia ciliar primária, bronquiolite, empiema, infecções pleurais, câncer, seca 

doença ocular, infecções do trato respiratório inferior, hematomas crônicos, doença de 

Alzheimer e doença pulmonar obstrutiva. Neste exemplo, identificamos D1L3, suas 

variantes, bem como variantes de D1 como novos candidatos a uma terapia com DNase 

(FIG. 39).  

 

Métodos 

 

Detecção de atividade de degradação da cromatina 

[234] Para medir a atividade de degradação da cromatina, misturamos amostras com 

núcleos isolados de HEK293 (1.500.000 - 3.000.000 por reação), Tris-HCl 20 mM, pH 7,4, 

2 mM MgCl2, 2 mM CaCl2, 50 mM NaCl e inibidores de protease. Após incubar as amostras 

por 1 hora a 37 °C, elas foram aquecidas a 65 °C por 10 minutos. Prosseguimos com o 

isolamento do DNA usando o Mini Kit QIAamp DNA Blood (Qiagen) de acordo com o 

protocolo do fabricante. O eluente foi então carregado sobre um gel de agarose e os 

fragmentos de DNA foram separados por eletroforese em gel. A fluorescência do DNA dos 

géis foi registrada com um escâner de fluorescência. 

 

[235] Métodos adicionais são descritos no Exemplo 1. 
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SEQ ID NO: 1 

DNase1 humana (P24855), sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; proteína madura): 

 

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDI

ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ

VSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEI

DALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPD

SADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHY

PVEVMLK 

 

SEQ ID NO: 2 

DNase1L3 humana (Q13609), sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; proteína 

madura): 

 

MSRELAPLLLLLLSIHSALAMRICSFNVRSFGESKQEDKNAMDVIVKVIKRCDIILV

MEIKDSNNRICPILMEKLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNTYKEQYAFLYKEKLVSV

KRSYHYHDYQDGDADVFSREPFVVWFQSPHTAVKDFVIIPLHTTPETSVKEIDELV

EVYTDVKHRWKAENFIFMGDFNAGCSYVPKKAWKNIRLRTDPRFVWLIGDQEDT

TVKKSTNCAYDRIVLRGQEIVSSVVPKSNSVFDFQKAYKLTEEEALDVSDHFPVEF

KLQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS 

 

SEQ ID NO: 3 

DNase1 murino (P49183): Sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; proteína madura): 

 

MRYTGLMGTLLTLVNLLQLAGTLRIAAFNIRTFGETKMSNATLSVYFVKILSRYDI

AVIQEVRDSHLVAVGKLLDELNRDKPDTYRYVVSEPLGRKSYKEQYLFVYRPDQ

VSILDSYQYDDGCEPCGNDTFSREPAIVKFFSPYTEVQEFAIVPLHAAPTEAVSEIDA

LYDVYLDVWQKWGLEDIMFMGDFNAGCSYVTSSQWSSIRLRTSPIFQWLIPDSAD

TTVTSTHCAYDRIVVAGALLQAAVVPNSAVPFDFQAEYGLSNQLAEAISDHYPVE

VTLRKI 

 

SEQ ID NO: 4 
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DNase1 de rato (P21704), sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; proteína madura): 

MRYTGLMGILLTLVNLLQLAATLRIAAFNIRTFGDTKMSNATLSSYIVKILSRYDIA

VVQEVRDTHLVAVGKLLDELNRDIPDNYRYIISEPLGRKSYKEQYLFVYRPSQVSV

LDSYHYDDGCEPCGNDTFSREPAIVKFFSPYTEVREFAIVPLHSAPTEAVSEIDALY

DVYLDVRQKWGLEDIMFMGDFNAGCSYVTSSQWSSIRLRTSPIFQWLIPDSADTT

ATSTHCAYDRIVVAGALLQAAVVPSSAVPFDFQAEYRLTNQMAEAISDHYPVEVT

LRKT 

 

SEQ ID NO: 34 

DNase1L3 murino (O55070): Sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; proteína 

madura): 

 

MSLHPASPRLASLLLFILALHDTLALRLCSFNVRSFGASKKENHEAMDIIVKIIKRC

DLILLMEIKDSSNNICPMLMEKLNGNSRRSTTYNYVISSRLGRNTYKEQYAFVYKE

KLVSVKTKYHYHDYQDGDTDVFSREPFVVWFHSPFTAVKDFVIVPLHTTPETSVK

EIDELVDVYTDVRSQWKTENFIFMGDFNAGCSYVPKKAWQNIRLRTDPKFVWLIG

DQEDTTVKKSTSCAYDRIVLCGQEIVNSVVPRSSGVFDFQKAYDLSEEEALDVSDH

FPVEFKLQSSRAFTNNRKSVSLKKRKKGNRS 

 

SEQ ID NO: 35 

DNase1L3 de rato (O89107): Sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; proteína 

madura): 

 

MSLYPASPYLASLLLFILALHGALSLRLCSFNVRSFGESKKENHNAMDIIVKIIKRC

DLILLMEIKDSNNNICPMLMEKLNGNSRRSTTYNYVISSRLGRNTYKEQYAFLYKE

KLVSVKAKYLYHDYQDGDTDVFSREPFVVWFQAPFTAAKDFVIVPLHTTPETSVK

EIDELADVYTDVRRRWKAENFIFMGDFNAGCSYVPKKAWKNIRLRTDPNFVWLIG

DQEDTTVKKSTSCAYDRIVLRGQEIVNSVVPRSSGVFDFQKAYELSEEEALDVSDH

FPVEFKLQSSRAFTNSRKSVSLKKKKKGSRS 

 

SEQ ID NO: 36 
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DNase1 do chimpanzé (H2QAH1): Sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; proteína 

madura): 

 

MRSMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDI

ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ

VSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEI

DALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLRTSPAFQWLIPD

SADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLQGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHY

PVEVMLK 

 

SEQ ID NO: 37 

DNase1L3 do chimpanzé (H2QMU7): Sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; 

proteína madura): 

MSRELTPLLLLLLSIHSTLALRICSFNVRSFGESKQEDQNAMDVIVKVIKRCDIILVM

EIKDSNNRICPILMEKLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNTYKEQYAFLYKEKLVSVKR

SYHYHDYQDGDADVFSREPFVVWFQSPHTAVKDFVIIPLHTTPETSVKEIDELVEV

YTDVKHRWKAENFIFMGDFNAGCSYVPKKAWKNIRLRTDPRFVWLIGDQEDTTV

KKSTNCAYDRIVLRGQEIVSSVVPKSNSVFDFQKAYKLTEEEALDVSDHFPVEFKL

QSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS 

 

SEQ ID NO: 38 

DNase1 tipo 1 humano (NM_006730): Sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; 

proteína madura): 

MHYPTALLFLILANGAQAFRICAFNAQRLTLAKVAREQVMDTLVRILARCDIMVL

QEVVDSSGSAIPLLLRELNRFDGSGPYSTLSSPQLGRSTYMETYVYFYRSHKTQVL

SSYVYNDEDDVFAREPFVAQFSLPSNVLPSLVLVPLHTTPKAVEKELNALYDVFLE

VSQHWQSKDVILLGDFNADCASLTKKRLDKLELRTEPGFHWVIADGEDTTVRAST

HCTYDRVVLHGERCRSLLHTAAAFDFPTSFQLTEEEALNISDHYPVEVELKLSQAH

SVQPLSLTVLLLLSLLSPQLCPAA 

 

SEQ ID NO: 39 
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DNase1 tipo 2 humano (NM_001374):  Sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; 

proteína madura): 

MGGPRALLAALWALEAAGTAALRIGAFNIQSFGDSKVSDPACGSIIAKILAGYDLA

LVQEVRDPDLSAVSALMEQINSVSEHEYSFVSSQPLGRDQYKEMYLFVYRKDAVS

VVDTYLYPDPEDVFSREPFVVKFSAPGTGERAPPLPSRRALTPPPLPAAAQNLVLIP

LHAAPHQAVAEIDALYDVYLDVIDKWGTDDMLFLGDFNADCSYVRAQDWAAIR

LRSSEVFKWLIPDSADTTVGNSDCAYDRIVACGARLRRSLKPQSATVHDFQEEFGL

DQTQALAISDHFPVEVTLKFHR 

 

Cauda C-terminal da DNase1L3 humano 

 

SEQ ID NO: 33 

Sequência de aminoácidos: 

SSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS 

 

Sequências de variantes da DNase1 

 

SEQ ID NO: 5 

Sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; proteína madura): 

 

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIRTFGETKMSNATLVSYIVKILSRYDI

ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNRDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ

VSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEI

DALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLRTSPTFQWLIPD

SADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHY

PVEVMLK 

 

SEQ ID NO: 6 

Sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; proteína madura): 

 

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIRTFGETKMSNATLVSYIVKILSRYDI

ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNRDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ
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VSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEI

DALYDVYLDVKEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLRTSPTFQWLIPD

SADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYKLSDQLAQAISDHY

PVEVMLK 

 

SEQ ID NO: 7 

Sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; proteína madura): 

 

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIRTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDI

ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ

VSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPFIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEID

ALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPDS

ADTTAKPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYP

VEVMLK 

 

SEQ ID NO: 8 

Sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; proteína madura): 

 

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIRTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDI

ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ

VSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEI

DALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPD

SADTTAKPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHY

PVEVMLK 

 

SEQ ID NO:9 

Sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; proteína madura): 

 

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDI

ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ

VSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPFIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVKEID

ALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPDS
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ADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYP

VEVMLK 

 

SEQ ID NO: 10 

Sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; proteína madura): 

 

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDI

ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNRNSRRGITYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPD

QVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAE

IDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIP

DSADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDH

YPVEVMLK 

 

SEQ ID NO: 11 

Sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; proteína madura): 

 

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDI

ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYNYVISSRLGRNSYKERYLFVYRPDQ

VSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEI

DALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPD

SADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHY

PVEVMLK 

 

SEQ ID NO: 12 

Sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; proteína madura): 

 

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDI

ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ

VSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPFVVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEI

DALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPD

SADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHY

PVEVMLK 
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SEQ ID NO: 13 

Sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; proteína madura): 

 

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDI

ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ

VSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEI

DALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVPKKAWKNIRLRTDPRFVWLIG

DQEDTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDH

YPVEVMLK 

 

SEQ ID NO: 14 

Sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; proteína madura): 

 

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDI

ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ

VSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEI

DALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPD

SADTTVKKSTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDH

YPVEVMLK 

 

SEQ ID NO: 15 

Sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; proteína madura): 

 

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDI

ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNSYKERYLFVYRPD

QVSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPFVVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVA

EIDALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVPKKAWKNIRLRTDPRFVWL

IGDQEDTTVKKSTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAI

SDHYPVEVMLK 

 

SEQ ID NO: 16 
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Sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; proteína madura): 

 

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSNATLVSYIVQILSRYDI

ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ

VSAVDSYYYDDGCEPCGNDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEI

DALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPD

SADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHF

PVEFKLQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS 

 

Sequências de variantes de DNase1L3 

 

SEQ ID NO: 17 

Sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; proteína madura): 

 

MSRELAPLLLLLLSIHSALAMRICSFNVRSFGESKQEDKNAMDVIVKVIKRCDIILV

MEIKDSNNRICPILMEKLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNTYKEQYAFLYKEKLVSV

KRSYHYHDYQDGDADVFSREPFVVWFQSPHTAVKDFVIIPLHTTPETSVKEIDELV

EVYTDVKHRWKAENFIFMGDFNAGCSYVPKKAWKNIRLRTDPRFVWLIGDQEDT

TVKKSTNCAYDRIVLRGQEIVSSVVPKSNSVFDFQKAYKLTEEEALDVSDHYPVEV

MLK 

 

SEQ ID NO: 18 

Sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; proteína madura): 

 

MSRELAPLLLLLLSIHSALAMRICSFNVRSFGESKQENKTAMDVIVKVIKRCDIILV

MEIKDSNNRICPILMEKLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNTYKEQYAFLYKEKLVSV

KRSYHYHDYQDGDNDTFSREPFVVWFQSPHTAVKDFVIIPLHTTPETSVKEIDELV

EVYTDVKHRWKAENFIFMGDFNAGCSYVPKKAWKNIRLRTDPRFVWLIGDQEDT

TVKKSTNCAYDRIVLRGQEIVSSVVPKSNSVFDFQKAYKLTEEEALDVSDHFPVEF

KLQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS 

 

SEQ ID NO: 19 
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Sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; proteína madura): 

 

MSRELAPLLLLLLSIHSALAMRICSFNVRSFGESKMSNATLVSYIVKVIKRCDIILVM

EIKDSNNRICPILMEKLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNTYKEQYAFLYKEKLVSVKR

SYHYHDYQDGDADVFSREPFVVWFQSPHTAVKDFVIIPLHTTPETSVKEIDELVEV

YTDVKHRWKAENFIFMGDFNAGCSYVPKKAWKNIRLRTDPRFVWLIGDQEDTTV

KKSTNCAYDRIVLRGQEIVSSVVPKSNSVFDFQKAYKLTEEEALDVSDHFPVEFKL

QSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS  

 

SEQ ID NO: 20 

Sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; proteína madura): 

 

MSRELAPLLLLLLSIHSALAMRICSFNVRSFGESKQEDKNAMDVIVKVIKRCDIILV

MEIKDSNNRICPILMEKLNRNSRRGITYNYVISSRLGRNTYKEQYAFLYKEKLVSV

KRSYHYHDGCEPCGNDTFNREPFVVWFQSPHTAVKDFVIIPLHTTPETSVKEIDEL

VEVYTDVKHRWKAENFIFMGDFNAGCSYVPKKAWKNIRLRTDPRFVWLIGDQED

TTVKKSTNCAYDRIVLRGQEIVSSVVPKSNSVFDFQKAYKLTEEEALDVSDHFPVE

FKLQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS  

 

Sequências usadas em Pichia pastoris 

 

SEQ ID NO: 21 

Sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; proteína madura): 

 

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIQTFGETKMSSATLVSYIVQILSRYDI

ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ

VSAVDSYYYDDGCEPCGSDTFNREPAIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEID

ALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPDS

ADTTATPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYP

VEVMLK 

 

SEQ ID NO: 22 
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cDNA otimizado para códon de SEQ ID NO: 21 (códon de partida, peptídeo de sinal): 

 

ATGAGAGGTATGAAGCTCCTTGGTGCCCTCCTGGCTCTCGCTGCTCTCCTCCAA

GGAGCAGTTTCTCTAAAGATTGCTGCTTTCAATATTCAAACCTTTGGCGAGACT

AAAATGTCCTCGGCAACATTAGTATCTTACATTGTTCAGATCCTTTCTCGTTAC

GACATAGCTTTGGTCCAGGAGGTTAGAGACTCCCACTTGACTGCCGTCGGTAA

GCTGCTAGACAATCTTAACCAAGACGCACCTGACACCTACCACTACGTTGTTA

GTGAGCCTCTCGGTAGAAACTCCTACAAGGAGAGATACCTATTTGTCTACCGT

CCAGATCAGGTGTCTGCTGTGGACTCTTACTACTATGACGACGGTTGTGAACCT

TGTGGTTCAGACACCTTCAACAGAGAACCAGCTATCGTTAGATTTTTCTCCAGA

TTCACCGAGGTCAGAGAGTTCGCCATCGTTCCATTGCACGCTGCGCCTGGAGA

TGCAGTGGCCGAAATTGACGCTCTCTATGATGTCTACCTGGACGTTCAGGAAA

AATGGGGTCTAGAAGATGTTATGCTGATGGGAGACTTCAACGCTGGTTGCTCT

TACGTTAGGCCATCTCAATGGTCAAGCATCAGACTATGGACTTCCCCAACGTTC

CAATGGCTTATTCCTGACTCCGCTGATACTACCGCCACTCCCACTCATTGTGCA

TATGACAGAATTGTTGTCGCTGGTATGCTACTGCGTGGAGCTGTCGTACCAGAT

TCTGCTCTGCCATTTAACTTCCAAGCCGCATATGGTCTTTCTGACCAACTGGCT

CAAGCCATCTCTGATCACTACCCTGTGGAAGTTATGCTTAAG 

 

SEQ ID NO: 23 

Sequência de aminoácidos (peptídeo de sinal; proteína madura): 

 

MRGMKLLGALLALAALLQGAVSLKIAAFNIRTFGETKMSSATLVSYIVQILSRYDI

ALVQEVRDSHLTAVGKLLDNLNQDAPDTYHYVVSEPLGRNSYKERYLFVYRPDQ

VSAVDSYYYDDGCEPCGSDTFNREPFIVRFFSRFTEVREFAIVPLHAAPGDAVAEID

ALYDVYLDVQEKWGLEDVMLMGDFNAGCSYVRPSQWSSIRLWTSPTFQWLIPDS

ADTTAKPTHCAYDRIVVAGMLLRGAVVPDSALPFNFQAAYGLSDQLAQAISDHYP

VEVMLK 

 

SEQ ID NO: 24 

cDNA otimizado para códon de SEQ ID NO: 23 (códon de partida, peptídeo de sinal): 
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ATGAGAGGTATGAAGCTCCTTGGTGCCCTCCTGGCTCTCGCTGCTCTCCTCCAA

GGAGCAGTTTCTCTAAAGATTGCTGCTTTCAATATTAGAACCTTTGGCGAGACT

AAAATGTCCTCGGCAACATTAGTATCTTACATTGTTCAGATCCTTTCTCGTTAC

GACATAGCTTTGGTCCAGGAGGTTAGAGACTCCCACTTGACTGCCGTCGGTAA

GCTGCTAGACAATCTTAACCAAGACGCACCTGACACCTACCACTACGTTGTTA

GTGAGCCTCTCGGTAGAAACTCCTACAAGGAGAGATACCTATTTGTCTACCGT

CCAGATCAGGTGTCTGCTGTGGACTCTTACTACTATGACGACGGTTGTGAACCT

TGTGGTTCAGACACCTTCAACAGAGAACCATTCATCGTTAGATTTTTCTCCAGA

TTCACCGAGGTCAGAGAGTTCGCCATCGTTCCATTGCACGCTGCGCCTGGAGA

TGCAGTGGCCGAAATTGACGCTCTCTATGATGTCTACCTGGACGTTCAGGAAA

AATGGGGTCTAGAAGATGTTATGCTGATGGGAGACTTCAACGCTGGTTGCTCT

TACGTTAGGCCATCTCAATGGTCAAGCATCAGACTATGGACTTCCCCAACGTTC

CAATGGCTTATTCCTGACTCCGCTGATACTACCGCCAAGCCCACTCATTGTGCA

TATGACAGAATTGTTGTCGCTGGTATGCTACTGCGTGGAGCTGTCGTACCAGAT

TCTGCTCTGCCATTTAACTTCCAAGCCGCATATGGTCTTTCTGACCAACTGGCT

CAAGCCATCTCTGATCACTACCCTGTGGAAGTTATGCTTAAG 

 

SEQ ID NO: 25 

cDNA otimizado para códon de SEQ ID NO: 2 (códon de partida, peptídeo de sinal): 

 

ATGTCTAGAGAGCTTGCTCCACTCCTCCTACTCCTTCTTAGTATCCACTCTGCA

CTCGCCATGAGAATTTGTAGCTTCAATGTAAGATCCTTCGGTGAATCTAAGCAG

GAGGACAAAAACGCTATGGACGTTATTGTGAAGGTCATTAAGAGATGTGATAT

CATTCTAGTTATGGAGATCAAGGACTCTAACAACAGAATTTGCCCCATCCTTAT

GGAAAAGCTGAATAGAAACTCTAGAAGAGGAATTACTTACAACTACGTTATCT

CTTCTAGGCTGGGTAGAAACACTTACAAGGAGCAATATGCATTTCTATACAAG

GAAAAGCTAGTTTCCGTTAAGCGTTCTTACCACTATCATGACTACCAAGACGG

CGATGCTGACGTTTTCTCCAGAGAACCATTCGTTGTTTGGTTTCAGTCTCCTCA

CACCGCTGTTAAGGACTTCGTGATTATCCCACTACACACTACGCCAGAAACCTC

TGTCAAGGAAATAGATGAACTTGTTGAAGTTTACACCGACGTGAAGCACAGAT

GGAAGGCCGAGAATTTCATTTTCATGGGTGATTTCAACGCCGGATGCTCATAT

GTCCCTAAAAAGGCTTGGAAAAACATCCGTTTGAGAACCGATCCTAGATTTGT
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CTGGCTCATCGGTGACCAAGAGGACACCACAGTCAAAAAGTCTACCAACTGTG

CTTACGACAGAATTGTTCTGCGTGGTCAGGAGATTGTTTCATCTGTTGTCCCAA

AGTCCAACTCCGTCTTTGATTTCCAAAAGGCTTACAAACTGACTGAGGAGGAA

GCTTTAGACGTGTCCGACCACTTCCCTGTAGAGTTTAAGCTGCAATCCTCCAGA

GCATTCACTAACTCTAAAAAGTCAGTCACTTTGCGTAAAAAGACTAAGTCTAA

GAGATCG 

 

SEQ ID NO: 26 

cDNA otimizado para códon de SEQ ID NO: 17 (códon de partida, peptídeo de sinal): 

 

ATGTCTAGAGAGCTTGCTCCACTCCTCCTACTCCTTCTTAGTATCCACTCTGCA

CTCGCCATGAGAATTTGTAGCTTCAATGTAAGATCCTTCGGTGAATCTAAGCAG

GAGGACAAAAACGCTATGGACGTTATTGTGAAGGTCATTAAGAGATGTGATAT

CATTCTAGTTATGGAGATCAAGGACTCTAACAACAGAATTTGCCCCATCCTTAT

GGAAAAGCTGAATAGAAACTCTAGAAGAGGAATTACTTACAACTACGTTATCT

CTTCTAGGCTGGGTAGAAACACTTACAAGGAGCAATATGCATTTCTATACAAG

GAAAAGCTAGTTTCCGTTAAGCGTTCTTACCACTATCATGACTACCAAGACGG

CGATGCTGACGTTTTCTCCAGAGAACCATTCGTTGTTTGGTTTCAGTCTCCTCA

CACCGCTGTTAAGGACTTCGTGATTATCCCACTACACACTACGCCAGAAACCTC

TGTCAAGGAAATAGATGAACTTGTTGAAGTTTACACCGACGTGAAGCACAGAT

GGAAGGCCGAGAATTTCATTTTCATGGGTGATTTCAACGCCGGATGCTCATAT

GTCCCTAAAAAGGCTTGGAAAAACATCCGTTTGAGAACCGATCCTAGATTTGT

CTGGCTCATCGGTGACCAAGAGGACACCACAGTCAAAAAGTCTACCAACTGTG

CTTACGACAGAATTGTTCTGCGTGGTCAGGAGATTGTTTCATCTGTTGTCCCAA

AGTCCAACTCCGTCTTTGATTTCCAAAAGGCTTACAAACTGACTGAGGAGGAA

GCTTTAGACGTGTCCGACCACTACCCTGTAGAGGTCATGTTGAAG 
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REIVINDICAÇÕES 

 

1. Variante de DNase 1 do tipo 3 (D1L3), caracterizada pelo fato de que compreende 

uma sequência de aminoácidos que é pelo menos 80% idêntica à enzima definida pela SEQ 

ID NO:2, com uma ou mais modificações em comparação com a SEQ ID NO:2 selecionada 

de: um sítio de ligação ao DNA mutado ou um sítio de ligação à cromatina mutado, um sítio 

de glicosilação, inativação de um sinal de localização nuclear e exclusão de toda ou parte de 

uma cauda C-terminal. 

 

2. Variante D1L3, de acordo com a reivindicação 1, caracterizada pelo fato de que a 

variante de proteína D1L3 possui estabilidade proteica aumentada, resistência à protease 

aumentada, biodisponibilidade aumentada, meia-vida na circulação aumentada, níveis mais 

altos de produção com sistemas de expressão in vitro e / ou substancialmente a mesma ou 

melhor atividade de degradação de DNA e / ou cromatina e / ou NET em comparação com 

a proteína D1L3 de tipo selvagem da SEQ ID NO:2. 

 

3. Variante D1L3, de acordo com a reivindicação 1, caracterizada pelo fato de que a 

variante é fundida ou conjugada com uma fração de proteína ou transportador. 

 

4. Variante D1L3, de acordo com a reivindicação 1, caracterizada pelo fato de que a 

variante compreende uma ou mais sequências de consenso de glicosilação de NX(T/S). 

 

5. Variante D1L3, de acordo com a reivindicação 4, caracterizada pelo fato de que a 

sequência de consenso de glicosilação inclui uma substituição D38N e uma substituição 

N40T ou N40S e / ou uma substituição A127N e uma substituição V129T ou V129S, com 

posições de aminoácidos correspondentes à SEQ ID NO:2.  

 

6. Variante D1L3, de acordo com a reivindicação 1, caracterizada pelo fato de que a 

variante compreende um sinal de localização nuclear (NLS) inativado. 

 

7. Variante D1L3, de acordo com a reivindicação 6, caracterizada pelo fato de que 

um NLS é inativado pela exclusão de todo ou parte de NLS1 e / ou NLS2 da SEQ ID NO:2.  
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8. Variante D1L3, de acordo com a reivindicação 6, caracterizada pelo fato de que 

um NLS é inativado por substituição e / ou exclusão de aminoácidos dentro de NLS1 e / ou 

NLS2. 

 

9. Variante D1L3, de acordo com a reivindicação 8, caracterizada pelo fato de que o 

NLS2 da SEQ ID NO:2 é excluído. 

 

10. Variante D1L3, de acordo com a reivindicação 1, caracterizada pelo fato de que 

compreende a deleção total ou parcial da cauda C-terminal definida pela SEQ ID NO: 33 e / 

ou substituição de aminoácidos na cauda C-terminal. 

 

11. Variante D1L3, de acordo com qualquer uma das reivindicações 1 a 10, 

caracterizada pelo fato de que a variante possui pelo menos uma substituição de blocos de 

construção da DNase1 (D1). 

 

12. Variante D1L3, de acordo com a reivindicação 11, caracterizada pelo fato de que 

a variante tem uma ou mais substituições de blocos de construção selecionadas de: 

M1_A20delinsMRGMKLLGALLALAALLQGAVS, M21_S25delinsLKIAA, 

V28_S30delinsIQT, E33_S34delinsET, Q36_I45delinsMSNATLVSYI, 

K47_K50delinsQILS, C52Y, I54_M58delinsIALVQ, I60_K61delinsVR, 

S63_I70delinsSHLTAVGK, M72_K74delinsLDN, R77_T84delinsQDAPDT, N86H, 

V88_I89delinsVV, S91_R92delinsEP, N96_T97delinsNS, Q101R, A103L, L105V, 

K107_L110delinsRPDQ, V113_S116delinsAVDS, H118Y, H120D, 

Y122_A127delinsGCEPCGN, V129T, S131N, 135F_136VdelinsAI, W138R, 

Q140_H143delinsFSRF, A145_D148delinsAVKD, V150A, I152A, T156_T157delinsAA, 

E159_S161delinsGDA, K163A, E167A, V169_E170delinsYD, T173L, 

K176_R178delinsQEK, K180_A181delinsGL, N183_F186delinsDVML, 

P198_A201delinsRPSQ, K203_N204delinsSS, R208W, D210S, R212T, V214Q, G218P, 

Q220_E221delinsSA, V225_S228delinsATP, N230H, L238_R239delinsVA, 

Q241_S246delinsMLLRGA, K250D, N252_V254delinsALP, D256N, 
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K259_A260delinsAA, K262G, T264_E267delinsSDQL, L269_V271delinsQAI, F275Y, 

F279_K280delinsVM, e Q282_S305delinsK na SEQ ID NO:2. 

 

13. Variante D1L3, de acordo com a reivindicação 11, caracterizada pelo fato de que 

compreende as seguintes modificações de aminoácidos em relação à SEQ ID NO:2: 

F275Y/F279_K280delinsVM/Q282_S305delinsK. 

 

14. Variante D1L3, de acordo com a reivindicação 11, caracterizada pelo fato de que 

compreende as seguintes modificações de aminoácidos em relação à SEQ ID NO:2: 

Q36_I45delinsMSNATLVSYI. 

 

15. Variante D1L3, de acordo com a reivindicação 11, caracterizada pelo fato de que 

compreende as seguintes modificações de aminoácidos em relação à SEQ ID NO:2: 

Y122_A127delinsGCEPCGN/V129T/S131N. 

 

16. Variante D1L3, de acordo com a reivindicação 11, caracterizada pelo fato de que 

compreende 2 ou 3 modificações em relação à SEQ ID NO:2 selecionadas de: 

F275Y/F279_K280delinsVM/Q282_S305delinsK, Q36_I45delinsMSNATLVSYI, e 

Y122_A127delinsGCEPCGN/V129T/S131N.  

 

17. Enzima DNase, caracterizada pelo fato de que compreende uma sequência de 

aminoácidos que é pelo menos 80% idêntica à enzima da sequência de aminoácidos de SEQ 

ID NO:2 e compreendendo pelo menos uma substituição de blocos de construção da DNase1 

humana. 

 

18. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 17, caracterizada pelo fato de que 

a enzima compreende substituições de blocos de construção 

F275Y/F279_K280delinsVM/Q282_S305delinsK e que opcionalmente compreende a 

sequência de aminoácidos de SEQ ID NO: 17. 

 

19. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 17, caracterizada pelo fato de que 

a enzima compreende as seguintes modificações em relação à SEQ ID NO:2: 
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Q36_I45delinsMSNATLVSYI/ Y122_A127delinsGCEPCGN/V129T/S131N e, 

opcionalmente, tem a sequência de aminoácidos de SEQ ID NO: 19 ou SEQ ID NO:20 

 

20. Enzima DNase, caracterizada pelo fato de que compreende uma sequência de 

aminoácidos que é pelo menos 80% idêntica à enzima da SEQ ID NO:2, em que a enzima 

tem uma substituição de asparagina na posição correspondente à posição 38 e / ou 127 da 

SEQ ID NO:2, e a asparagina N38 e / ou N127 é glicosilada. 

 

21. Polinucleotídeo isolado, caracterizado pelo fato de que codifica a variante D1L3 

como definida em qualquer uma das reivindicações 1 a 20. 

 

22. Vetor, caracterizado pelo fato de que compreende o polinucleotídeo como 

definido na reivindicação 21. 

 

23. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato de que compreende o vetor como 

definido na reivindicação 22. 

  

24. Composição farmacêutica, caracterizada pelo fato de que compreende a variante 

D1L3 como definida em qualquer uma das reivindicações 1 a 20, o polinucleotídeo como 

definido na reivindicação 21, ou o vetor como definido na reivindicação 22, e um 

transportador farmaceuticamente aceitável.  

 

25. Composição farmacêutica, de acordo com a reivindicação 24, caracterizada pelo 

fato de que compreende a variante D1L3 formulada para administração tópica, parenteral ou 

pulmonar. 

 

26. Composição farmacêutica, de acordo com a reivindicação 24, formulada para 

intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intra-articular, intravenosa, subcutânea, intra-

arterial, oral, sublingual, pulmonar ou transdérmica. 
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27. Composição farmacêutica, de acordo com qualquer uma das reivindicações 24 a 

26, caracterizada pelo fato de que compreende uma variante D1L3 produzida em um sistema 

de expressão não mamífero. 

 

28. Composição farmacêutica, de acordo com a reivindicação 24, caracterizada pelo 

fato de que o sistema de expressão não mamífero é Pichia pastoris. 

 

29. Composição farmacêutica, de acordo com a reivindicação 28, caracterizada pelo 

fato de que Pichia pastoris codifica uma variante D1L3 que compreende o peptídeo sinal de 

D1L3 humano de tipo selvagem da SEQ ID NO:2. 

 

30. Composição farmacêutica, de acordo com qualquer uma das reivindicações 24 a 

29, caracterizada pelo fato de que compreende ainda uma proteína DNase1 ou variante da 

mesma, um polinucleotídeo isolado que codifica uma proteína DNase1 ou variante da 

mesma, ou um vetor compreendendo o referido polinucleotídeo isolado. 

 

31. Composição farmacêutica, de acordo com a reivindicação 30, caracterizada pelo 

fato de que compreende a variante D1L3 e a proteína DNase1 ou variante da mesma, a uma 

razão (m/m) de 100:1 a 1:100. 

 

32. Composição farmacêutica, de acordo com a reivindicação 31, caracterizada pelo 

fato de que a razão é de 10:1 a 1:10 e é opcionalmente de cerca de 1:1. 

 

33. Variante DNase1 (D1), caracterizada pelo fato de que compreende uma sequência 

de aminoácidos que é pelo menos 80% idêntica à enzima da SEQ ID NO: 1 e com uma ou 

mais modificações em relação à SEQ ID NO:1 que são selecionadas de: uma ou mais sítios 

de ligação ao DNA mutados ou sítios de ligação à cromatina, um sítio de ligação à actina 

mutado, um sítio de glicosilação mutado, adição de um sinal de localização nuclear, adição 

de uma cauda C-terminal com pelo menos 50% de identidade de sequência à cauda C-

terminal da proteína D1L3 de tipo selvagem da SEQ ID NO:2; e/ou uma fusão N-terminal 

ou C-terminal com uma fração que se estende à meia-vida. 
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34.  Variante D1, de acordo com a reivindicação 33, caracterizada pelo fato de 

que compreende uma ou mais substituições de blocos de construção selecionadas de: 

1M_S22delinsMSRELAPLLLLLLSIHSALA, L23_A27delinsMRICS, I30_T32delinsVRS, 

E35_T36delinsES, M38_I47delinsQEDKNAMDVI, Q49_S52delinsKVIK, Y54C, 

I56_Q60delinsIILVM, V62_R63delinsIK, S65_K72delinsSNNRICPI, 

L74_N76delinsMEK, Q79_T84delinsRNSRRGIT, H86N, V88_V89delinsVI, 

E91_P92delinsSR, N96_S97delinsNT, R101Q, L103A, V105L, R107_Q110delinsKEKL, 

A113_S116delinsVKRS, Y118H, D120H, G122_N128delinsYQDGDA, T130S, N132S, 

A136_I137delinsFV, R139W, F141_F144delinsQSPH, E146_E149delinsAVKD, A151V, 

V153I, A157_A158delinsTT, G160_A162delinsETS, A164K, A168E, 

Y170_D171delinsVE, L174T, Q177_K179delinsKHR, G181_L182delinsKA, 

D184_L187delinsNFIF, R199_Q202delinsPKKA, S204_S205delinsKN, W209R, S211D, 

T213R, Q215V, P219G, S221_A222delinsQE, A226_P228delinsVKKS, H230N, 

V238_A239delinsLR, M241_A246delinsQEIVSS, D250K, A252_P254delinsNSV, 

N256D, A259_A260delinsKA, G262K, S264_L267delinsTEEE, Q269_I271delinsLDV, 

Y275F, V279_M280delinsFK, e K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS na SEQ 

ID NO:1. 

 

35. Variante D1, de acordo com a reivindicação 34, caracterizada pelo fato de que 

compreende as seguintes modificações em relação à SEQ ID NO:1: 

Q79_T84delinsRNSRRGIT. 

 

36. Variante D1, de acordo com a reivindicação 34, caracterizada pelo fato de que 

compreende as seguintes modificações em relação à SEQ ID NO:1: 

H86N/V88_V89delinsVI/E91_P92delinsSR. 

 

37. Variante D1, de acordo com a reivindicação 34, caracterizada pelo fato de que 

compreende as seguintes modificações em relação à SEQ ID NO:1: A136_I137delinsFV.  

 

38. Variante D1, de acordo com a reivindicação 34, caracterizada pelo fato de que 

compreende as seguintes modificações em relação à SEQ ID NO:1: 
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R199_Q202delinsPKKA/S204_S205delinsKN/W209R/S211D/T213R/Q215V/P21

9G/S221_A222delinsQE. 

 

39. Variante D1, de acordo com a reivindicação 34, caracterizada pelo fato de que 

compreende as seguintes modificações em relação à SEQ ID NO:1: 

A226_P228delinsVKKS. 

 

40. Variante D1, de acordo com a reivindicação 34, caracterizada pelo fato de que 

compreende as seguintes modificações em relação à SEQ ID NO:1: 

Y275F/V279_M280delinsFK/K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS.  

 

41. Enzima DNase, caracterizada pelo fato de que compreende uma sequência de 

aminoácidos que é pelo menos 80% idêntica à enzima da SEQ ID NO: 1 e compreendendo 

a substituição, inserção ou adição de um ou mais resíduos de arginina e / ou lisina, em que a 

enzima DNase tem atividade de degradação da cromatina aumentada em comparação com a 

enzima da SEQ ID NO: 1. 

 

42. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 41, caracterizada pelo fato de que 

o um ou mais resíduos de arginina e / ou lisina são substituições de aminoácidos selecionadas 

de substituições nas posições correspondentes às posições 31, 41, 49, 52, 68, 76, 79, 81, 92, 

109, 114, 115, 164, 177, 181, 200, 201, 204, 209, 213, 227, 239, 250, 259, 262 e 280 da SEQ 

ID NO: 1. 

 

43. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 41, caracterizada pelo fato de que 

compreende a substituição e / ou inserção de dois ou mais resíduos de arginina e / ou lisina. 

 

44. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 43, caracterizada pelo fato de que 

compreende a substituição e / ou inserção de três ou mais resíduos de arginina e / ou lisina. 

 

45. Enzima DNase, de acordo com qualquer uma das reivindicações 41 a 44, 

caracterizada pelo fato de que compreende uma arginina ou lisina em uma ou mais posições 
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correspondentes às posições 31, 49, 76, 92, 109, 164, 177, 201, 204 e 213 da SEQ ID NO: 

1. 

 

46. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 41, caracterizada pelo fato de que 

compreende uma arginina ou lisina nas posições correspondentes às posições 31, 49, 79 e 

209 da SEQ ID NO: 1.  

 

47. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 41, caracterizada pelo fato de que 

compreende uma arginina ou lisina nas posições correspondentes às posições 31, 49, 79, 177, 

209, 262 da SEQ ID NO: 1. 

 

48. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 41, caracterizada pelo fato de que 

compreende um resíduo de lisina ou arginina nas posições correspondentes às posições 31 e 

227 da SEQ ID NO: 1.  

 

49. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 41, caracterizada pelo fato de que 

a enzima possui uma lisina ou arginina na posição correspondente à posição 164 da SEQ ID 

NO: 1. 

 

50. Enzima DNase, de acordo com qualquer uma das reivindicações 41 a 49, 

caracterizada pelo fato de que compreende uma substituição de aminoácidos na posição 136 

em relação à SEQ ID NO: 1, e que é opcionalmente A136F. 

 

51. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 42, caracterizada pelo fato de que 

compreende uma ou mais modificações de aminoácidos selecionadas de Q31R, A41K, 

Q49R, S52K, T68R, N76K, Q79R, D80_A81insR, A81R, P92R, D109K, V114K, D115R, 

A164K, Q177K, G181K, P200K, S201K, S204R, W209R, T213R, A226_T227insK, 

T227K, A239R, D250K, A259K, G262K e K280M e, opcionalmente, com uma modificação 

que resulta em resistência à actina, em que a modificação que resulta em resistência à actina 

é opcionalmente A136F SEQ ID NO: 1. 
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52. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 42, caracterizada pelo fato de que, 

se a enzima compreender uma substituição de Q31R ou T227K, a enzima compreenderá pelo 

menos duas modificações de aminoácidos selecionadas de Q31R, A41K, Q49R, S52K, 

T68R, N76K, Q79R, D80_A81insR, A81R, P92R, D109K, V114K, D115R, A164K, 

Q177K, G181K, P200K, S201K, S204R, W209R, T213R, A226_T227insK, T227K, 

A239R, D250K, A259K, G262K e K280M. 

 

53. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 52, caracterizada pelo fato de que 

compreende as substituições de aminoácidos Q31R e T227K em relação à SEQ ID NO:1. 

 

54. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 51, caracterizada pelo fato de que 

compreende a substituição de aminoácidos A164K em relação à SEQ ID NO: 1. 

 

55. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 45, caracterizada pelo fato de que 

compreende uma ou mais substituições de aminoácidos selecionadas de Q31R, Q49K, 

N76K, Q79R, P92R, D109K, A164K, Q177K, P200K, S201K, S204R, T213R, e G262K. 

 

56. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 55, caracterizada pelo fato de 

que compreende as seguintes substituições de aminoácidos: Q31R, Q49K, Q79R, A164K e 

W209R. 

 

57. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 55, caracterizada pelo fato de 

que compreende as seguintes substituições de aminoácidos: Q31R, Q49K, Q79R, A136F, 

Q177K, W209R, G262K. 

 

58. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 48, caracterizada pelo fato de 

que compreende as seguintes substituições de aminoácidos: Q31R, T227K e A136F. 

 

59. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 49, caracterizada pelo fato de que 

compreende as seguintes substituições de aminoácidos: A164K e A136F. 
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60. Enzima DNase, de acordo com qualquer uma das reivindicações 41 a 59, 

caracterizada pelo fato de que a enzima compreende uma sequência de consenso de 

glicosilação que compreende uma substituição N40S e / ou uma substituição N128S em 

relação à SEQ ID NO: 1. 

 

61. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 60, caracterizada pelo fato de que 

compreende as substituições de aminoácidos Q31R, N40S, A136F, N128S, e T227K em 

relação à SEQ ID NO:1. 

 

62. Enzima DNase, de acordo com qualquer uma das reivindicações 41 a 61, 

caracterizada pelo fato de que a enzima é pelo menos 90% idêntica à enzima da SEQ ID NO: 

1 ou pelo menos cerca de 95% idêntica à enzima da SEQ ID NO: 1, ou pelo menos cerca de 

97% idêntica à enzima da SEQ ID NO: 1. 

 

63. Enzima DNase, caracterizada pelo fato de que compreende uma sequência de 

aminoácidos que é pelo menos 80% idêntica à enzima da SEQ ID NO: 1 e compreendendo 

pelo menos uma substituição de blocos de construção da sequência de aminoácidos da SEQ 

ID NO:2, em que a DNase enzima tem atividade de degradação da cromatina aumentada em 

comparação com a enzima DNase da SEQ ID NO: 1. 

 

64. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 63, caracterizada pelo fato de que 

a enzima compreende pelo menos duas substituições de blocos de construção adjacentes da 

SEQ ID NO:2. 

 

65. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 63, caracterizada pelo fato de que 

a enzima compreende a substituição de blocos de construção Q79_T84delinsRNSRRGIT, e 

opcionalmente, compreende a sequência de aminoácidos de SEQ ID NO: 10.  

 

66. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 64, caracterizada pelo fato de que 

a enzima compreende substituições de blocos de construção H86N / V88_V89delinsVI / 

E91_P92delinsSR, e opcionalmente, compreende a sequência de aminoácidos de SEQ ID 

NO: 11.  
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67. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 63, caracterizada pelo fato de que 

a enzima compreende a substituição de blocos de construção A136_I137delinsFV, e 

opcionalmente, compreende a sequência de aminoácidos de SEQ ID NO: 12. 

 

68. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 64, caracterizada pelo fato de que 

a enzima compreende substituições de blocos de construção 

R199_Q202delinsPKKA/S204_S205delinsKN/W209R/S211D/T213R/Q215V/P219G/S22

1_A222delinsQE, e opcionalmente, compreende a sequência de aminoácidos da SEQ ID 

NO: 13. 

 

69. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 63, caracterizada pelo fato de que 

a enzima compreende a substituição de blocos de construção A226_P228delinsVKKS, e 

opcionalmente, compreende a sequência de aminoácidos de SEQ ID NO: 14.  

 

70. Enzima DNase, de acordo com a reivindicação 63, caracterizada pelo fato de 

que compreendendo substituições de blocos de construção Q79_T84delinsRNSRRGIT, 

H86N/V88_V89delinsVI/E91_P92delinsSR, A136_I137delinsFV, 

R199_Q202delinsPKKA/S204_S205delinsKN/W209R/S211D/T213R/Q215V/P219G/S22

1_A222delinsQE, A226_P228delinsVKKS, e opcionalmente compreendendo a sequência 

de aminoácidos de SEQ ID NO: 15. 

 

71. Enzima DNase, de acordo com qualquer uma das reivindicações 41 a 70, 

caracterizada pelo fato de que compreende as substituições de blocos de construção 

Y275F/V279_M280delinsFK/K282delinsQSSRAFTNSKKSVTLRKKTKSKRS.  

 

72. Enzima DNase, de acordo com qualquer uma das reivindicações 41 a 71, 

caracterizada pelo fato de que a enzima exibe uma ou mais propriedades selecionadas de: 

afinidade semelhante ou superior ao DNA livre de proteínas em comparação com a enzima 

da SEQ ID NO: 1, uma atividade de degradação da cromatina mais alta em comparação com 

a enzima da SEQ ID NO: 1, uma atividade enzimática que é resistente à inibição pela actina 

em comparação com a enzima da SEQ ID NO: 1 e uma combinação das mesmas. 

Petição 870200023733, de 18/02/2020, pág. 47/62



12/25 

 

73. Enzima DNase, caracterizada pelo fato de compreende uma sequência de 

aminoácidos que é pelo menos 95% idêntica à SEQ ID NO: 15. 

 

74. Polinucleotídeo isolado, caracterizado pelo fato de que codifica a enzima DNase 

como definida em qualquer uma das reivindicações 41 a 73. 

 

75. Vetor, caracterizado pelo fato de que compreende o polinucleotídeo como 

definido na reivindicação 74. 

 

76. Célula hospedeira, caracterizada pelo fato de que compreende o vetor da 

reivindicação 75. 

 

77. Composição farmacêutica, caracterizada pelo fato de que compreende a enzima 

como definida em qualquer uma das reivindicações 41 a 73, o polinucleotídeo isolado como 

definido na reivindicação 74, ou o vetor como definido na reivindicação 75, e um 

transportador farmaceuticamente aceitável.  

 

78. Composição farmacêutica, de acordo com a reivindicação 77, caracterizada pelo 

fato de que compreende a enzima DNase formulada para administração parenteral ou 

pulmonar. 

 

79. Composição farmacêutica, de acordo com a reivindicação 77, formulada para 

administração intradérmica, intramuscular, intraperitoneal, intra-articular, intravenosa, 

subcutânea, intra-arterial, oral, sublingual, pulmonar, tópica ou transdérmica. 

 

80. Composição farmacêutica, de acordo com a reivindicação 77, caracterizada pelo 

fato de que a enzima é produzida em células de ovário de hamster chinês. 

 

81. Composição farmacêutica, de acordo com a reivindicação 77, caracterizada pelo 

fato de que a enzima não é glicosilada e produzida em um sistema de expressão não 

mamífero. 
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82. Composição farmacêutica, de acordo com a reivindicação 81, caracterizada pelo 

fato de que o sistema de expressão não mamífero é Pichia pastoris. 

 

83. Composição farmacêutica, de acordo com a reivindicação 82, caracterizada pelo 

fato de que Pichia pastoris codifica a enzima, juntamente com o peptídeo sinal de SEQ ID 

NO:1. 

 

84. Composição farmacêutica, de acordo com qualquer uma das reivindicações 77 a 

83, caracterizada pelo fato de que compreende ainda uma proteína DNase 1 tipo 3 (D1L3) 

ou uma variante da mesma. 

 

85. Método para tratar um sujeito em necessidade de degradação extracelular de 

DNA, degradação extracelular de cromatina, degradação de armadilha extracelular (ET) e / 

ou degradação de armadilha extracelular de neutrófilos (NET), o método, caracterizado pelo 

fato de que compreende administrar uma quantidade terapeuticamente eficaz da variante 

D1L3 como definida em qualquer uma das reivindicações 1 a 16, ou a enzima DNase como 

definida em qualquer uma das reivindicações 17 a 20, ou a composição como definida em 

qualquer uma das reivindicações 24 a 32, ou a variante D1 como definida em qualquer uma 

das reivindicações 33 a 40, ou a enzima DNase como definida em qualquer uma das 

reivindicações 41 a 73, ou a composição como definida em qualquer uma das reivindicações 

77 a 84. 

 

86. Método, de acordo com a reivindicação 85, caracterizado pelo fato de que, 

mediante tratamento, o sujeito exibe degradação extracelular do DNA, degradação 

extracelular da cromatina, degradação da armadilha extracelular (ET) e / ou degradação da 

armadilha extracelular de neutrófilos (NET). 

 

87. Método, de acordo com a reivindicação 85 ou 86, caracterizado pelo fato de que 

o sujeito tem um distúrbio inflamatório crônico ou agudo. 
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88. Método, de acordo com a reivindicação 85 ou 86, caracterizado pelo fato de que 

o sujeito tem uma infecção aguda ou crônica. 

 

89. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 85 a 88, caracterizado 

pelo fato de que o sujeito tem ou está em risco de uma oclusão vascular compreendendo 

NETs.  

  

90. Método, de acordo com a reivindicação 85, caracterizado pelo fato de que o 

sujeito tem neutrofilia crônica (por exemplo, um aumento no número de neutrófilos), 

agregação e leucostase de neutrófilos, trombose e oclusão vascular (por exemplo, doença das 

células falciformes), lesão de isquemia-reperfusão (por exemplo, vólvulo do intestino médio, 

torção testicular, reperfusão de isquemia e reperfusão de órgãos vitais, transplante de 

órgãos), lesão de tecido cirúrgico e traumático, reação ou doença inflamatória aguda ou 

crônica, doença autoimune (por exemplo, lúpus eritematoso sistêmico (SLE), nefrite lúpica, 

artrite reumatoide,  vasculite, esclerose sistêmica), doença cardiovascular (por exemplo, 

infarto do miocárdio, acidente vascular cerebral, aterosclerose, tromboembolismo venoso, 

incluindo terapia trombolítica), doença metabólica (por exemplo, diabetes), inflamação 

sistêmica (por exemplo, síndrome da resposta inflamatória sistêmica (SIRS), sepse, choque 

séptico, coagulação intravascular disseminada (DIC) e microangiopatia trombótica (TMA)), 

doenças inflamatórias do trato respiratório (por exemplo, fibrose cística, doença pulmonar 

obstrutiva crônica (COPD), lesão pulmonar aguda (ALI), lesão pulmonar induzida por 

fumaça, lesão pulmonar induzida por transfusão (TRALI), síndrome da angústia respiratória 

aguda (ARDS) e asma, atelectasia, bronquite, empiema), doenças inflamatórias renais 

(doenças renais agudas e crônicas, incluindo lesão renal aguda (AKI) e doença renal crônica 

(CKD), doenças inflamatórias relacionadas ao tecido transplantado (por exemplo, doença do 

enxerto contra o hospedeiro) e câncer (por exemplo, leucemia, metástase de tumor e tumores 

sólidos). 

 

91. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 85 a 90, caracterizado 

pelo fato de que a proteína ou composição é administrada por via intravenosa, intra-arterial, 

intra-articular, intramuscular, subcutânea, tópica ou por administração pulmonar.  
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92. Método, de acordo com a reivindicação 85, caracterizado pelo fato de que o 

sujeito tem ou está em risco de uma oclusão ductal em um sistema ductal.   

 

93. Método, de acordo com a reivindicação 92, caracterizado pelo fato de que o 

sistema ductal é ducto biliar, ducto lacrimal, ducto lactífero, ducto cístico, ducto hepático, 

ducto ejaculatório, ducto parótido, ducto submandicular, ducto sublingual principal, ducto 

de Bartholin, aqueduto cerebral, pâncreas, glândula mamária, ducto deferente, ureter, bexiga 

urinária, vesícula biliar e fígado.  

 

94. Método, de acordo com a reivindicação 93, caracterizado pelo fato de que o 

sujeito tem pancreatite, colangite, conjuntivite, mastite, doença do olho seco, uma obstrução 

do ducto deferente ou doença renal.  

 

95. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 90 a 94, caracterizado 

pelo fato de que a enzima DNase é administrada por administração intravenosa, intra-arterial 

ou intraperitoneal. 

 

96. Método, de acordo com a reivindicação 95, caracterizado pelo fato de que o 

sujeito tem colangite esclerosante primária. 

 

97. Método, de acordo com a reivindicação 85, caracterizado pelo fato de que o 

sujeito tem ou corre o risco de acumular NETs nas superfícies endoteliais (por exemplo, 

aderências cirúrgicas), na pele (por exemplo, feridas/cicatrizes, úlceras) ou nas articulações 

sinoviais (por exemplo, gota, artrite).  

 

98. Método, de acordo com a reivindicação 97, caracterizado pelo fato de que o 

sujeito teve ou está tendo um procedimento médico invasivo e está em risco de aderências 

cirúrgicas.  

 

99. Método, de acordo com a reivindicação 98, caracterizado pelo fato de que a 

terapia com DNase é administrada durante a cirurgia para prevenir ou inibir a formação de 

aderências cirúrgicas.  
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100. Método, de acordo com a reivindicação 97, caracterizado pelo fato de que a 

terapia com DNase é administrada topicamente à pele para prevenir ou tratar feridas e/ou 

cicatrizes.  

 

101. Método, de acordo com a reivindicação 97, caracterizado pelo fato de que a 

terapia com DNase é administrada às articulações sinoviais para prevenir ou tratar a gota e 

a artrite.  

 

102. Método, de acordo com a reivindicação 85, caracterizado pelo fato de que o 

sujeito tem trombose, acidente vascular cerebral, sepse, lesão pulmonar, aterosclerose, 

infecção viral, doença falciforme, infarto do miocárdio, infecção no ouvido, cicatrização de 

feridas, lesão hepática, endocardite, infecção hepática, pancreatite, disfunção primária do 

enxerto, reperfusão de isquemia de membros, lesão renal, coagulação sanguínea, inflamação 

induzida por alume, lesão hepatorenal, exsudações pleurais, hemotórax, coágulos 

sanguíneos, anemia pós-pneumática, úlceras, condições otorrinolaringológicas, infecções 

orais, lesões leves, sinusite, rinoplastias pós-operatórias, infertilidade, cateter da bexiga, 

limpeza de feridas, teste de reação cutânea, meningite pneumocócica, gota, úlceras de perna, 

fibrose cística, síndrome de Kartegener, asma, atelectasia lobar, bronquite crônica, 

bronquiectasia, lúpus, discinesia ciliar primária, bronquiolite, empiema, infecções pleurais, 

câncer, doença dos olhos secos, infecções do trato respiratório inferior, hematomas crônicos, 

doença de Alzheimer e doença pulmonar obstrutiva. 

 

103. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 85 a 102, caracterizado 

pelo fato de que o sujeito ainda exibe uma doença arterial coronariana. 

 

104. Método, de acordo com a reivindicação 102, caracterizado pelo fato de que o 

sujeito tem fibrose cística. 

 

105. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 85 a 104, caracterizado 

pelo fato de que compreende monitorar a atividade degradadora de NET de sangue, plasma 

ou soro do sujeito. 
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106. Método para tratar um sujeito exibindo ou em risco de oclusão intravascular 

envolvendo NETs, o método, caracterizado pelo fato de que compreende administrar uma 

quantidade terapeuticamente eficaz de uma D1L3 ou uma variante da mesma e / ou uma 

quantidade terapeuticamente eficaz de uma D1 ou uma variante da mesma. 

 

107. Método, de acordo com a reivindicação 106, caracterizado pelo fato de que é 

administrado ao sujeito uma enzima compreendendo uma sequência de aminoácidos 

possuindo 80% ou mais de identidade de sequência com a enzima definida pela SEQ ID 

NO:2. 

 

108. Método, de acordo com a reivindicação 107, caracterizado pelo fato de que a 

enzima compreende a sequência de aminoácidos da enzima definida pela SEQ ID NO:2. 

 

109. Método para tratar um sujeito que tem ou está em risco de uma oclusão ductal 

em um sistema ductal, caracterizado pelo fato de que compreende administrar uma 

quantidade terapeuticamente eficaz de uma D1L3 ou uma variante da mesma e / ou uma 

quantidade terapeuticamente eficaz de D1 ou uma variante da mesma. 

  

110. Método, de acordo com a reivindicação 109, caracterizado pelo fato de que o 

sujeito é administrado com uma enzima compreendendo uma sequência de aminoácidos com 

80% ou mais de identidade de sequência com a enzima definida pela SEQ ID NO:2 e / ou 

uma enzima compreendendo uma sequência de aminoácidos com 80 % ou mais de identidade 

de sequência com a enzima definida pela SEQ ID NO: 1. 

 

111. Método, de acordo com a reivindicação 110, caracterizado pelo fato de que a 

enzima compreende a sequência de aminoácidos da enzima definida pela SEQ ID NO:2 e / 

ou compreende a sequência de aminoácidos da enzima definida pela SEQ ID NO: 1. 

 

112. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 109 a 111, 

caracterizado pelo fato de que o sistema ductal é ducto biliar, ducto lacrimal, ducto lactífero, 

ducto cístico, ducto hepático, ducto ejaculatório, ducto parótido, ducto submandicular, ducto 
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sublingual principal, ducto de Bartholin, aqueduto cerebral, pâncreas, glândula mamária, 

ducto deferente, ureter, bexiga urinária, vesícula biliar e fígado.  

 

113. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 109 a 112, 

caracterizado pelo fato de que o sujeito tem pancreatite, colangite, conjuntivite, mastite, 

doença do olho seco, uma obstrução do ducto deferente ou doença renal.  

 

114. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 109 a 113, 

caracterizado pelo fato de que a enzima DNase é administrada por administração 

intravenosa, intra-arterial ou intraperitoneal. 

 

115. Método, de acordo com a reivindicação 114, caracterizado pelo fato de que o 

sujeito tem colangite esclerosante primária. 

 

116. Método para tratar um sujeito em necessidade de degradação extracelular de 

DNA, degradação extracelular de cromatina, degradação de armadilha extracelular (ET) e / 

ou degradação de armadilha extracelular de neutrófilos (NET), o método, caracterizado pelo 

fato de que compreende administrar uma quantidade terapeuticamente eficaz de uma D1L3 

ou de uma variante da esma e uma D1 ou uma variante da mesma. 

 

117. Método, de acordo com a reivindicação 116, caracterizado pelo fato de que a 

D1L3 ou uma variante da mesma, e a D1 ou variante da mesma, são administradas em uma 

única composição farmacêutica ou composições farmacêuticas separadas, e em que a razão 

de D1L3 ou variante da mesma para D1 ou variante da mesma está opcionalmente na faixa 

de 100:1 a 1:100 em massa, 10:1 a 1:10 em massa e, opcionalmente, cerca de 1:1. 

 

118. Método, de acordo com a reivindicação 117, caracterizado pelo fato de que, 

mediante tratamento, o sujeito exibe degradação extracelular do DNA, degradação 

extracelular da cromatina, degradação da armadilha extracelular (ET) e / ou degradação da 

armadilha extracelular de neutrófilos (NET). 
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119. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 116 a 118, 

caracterizado pelo fato de que o sujeito tem um distúrbio inflamatório crônico ou agudo. 

 

120. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 116 a 118, 

caracterizado pelo fato de que o sujeito tem uma infecção aguda ou crônica. 

 

121. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 116 a 120, 

caracterizado pelo fato de que o sujeito tem ou está em risco de uma oclusão vascular 

compreendendo NETs.  

  

122. Método, de acordo com a reivindicação 116 ou 117, caracterizado pelo fato de 

que o sujeito tem neutrofilia crônica (por exemplo, um aumento no número de neutrófilos), 

agregação e leucostase de neutrófilos, trombose e oclusão vascular (por exemplo, doença das 

células falciformes), lesão de isquemia-reperfusão (por exemplo, vólvulo do intestino médio, 

torção testicular, reperfusão de isquemia e reperfusão de órgãos vitais, transplante de 

órgãos), lesão de tecido cirúrgico e traumático, reação ou doença inflamatória aguda ou 

crônica, doença autoimune (por exemplo, lúpus eritematoso sistêmico (SLE), nefrite lúpica, 

artrite reumatoide,  vasculite, esclerose sistêmica), doença cardiovascular (por exemplo, 

infarto do miocárdio, acidente vascular cerebral, aterosclerose, tromboembolismo venoso, 

incluindo terapia trombolítica), doença metabólica (por exemplo, diabetes), inflamação 

sistêmica (por exemplo, síndrome da resposta inflamatória sistêmica (SIRS), sepse, choque 

séptico, coagulação intravascular disseminada (DIC) e microangiopatia trombótica (TMA)), 

doenças inflamatórias do trato respiratório (por exemplo, fibrose cística, doença pulmonar 

obstrutiva crônica (COPD), lesão pulmonar aguda (ALI), lesão pulmonar induzida por 

fumaça, lesão pulmonar induzida por transfusão (TRALI), síndrome da angústia respiratória 

aguda (ARDS) e asma, atelectasia, bronquite, empiema), doenças inflamatórias renais 

(doenças renais agudas e crônicas, incluindo lesão renal aguda (AKI) e doença renal crônica 

(CKD), doenças inflamatórias relacionadas ao tecido transplantado (por exemplo, doença do 

enxerto contra o hospedeiro) e câncer (por exemplo, leucemia, metástase de tumor e tumores 

sólidos). 
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123. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 116 a 122, 

caracterizado pelo fato de que cada uma das D1L3 ou variante da mesma e D1 ou variante 

da mesma é administrada por uma via selecionada independentemente de administração 

intravenosa, intra-arterial, intra-articular, intramuscular, subcutânea, tópica e pulmonar.  

 

124. Método, de acordo com a reivindicação 123, caracterizado pelo fato de que o 

sujeito tem ou está em risco de uma oclusão ductal em um sistema ductal.   

 

125. Método, de acordo com a reivindicação 124, caracterizado pelo fato de que o 

sistema ductal é ducto biliar, ducto lacrimal, ducto lactífero, ducto cístico, ducto hepático, 

ducto ejaculatório, ducto parótido, ducto submandicular, ducto sublingual principal, ducto 

de Bartholin, aqueduto cerebral, pâncreas, glândula mamária, ducto deferente, ureter, bexiga 

urinária, vesícula biliar e fígado.  

 

126. Método, de acordo com a reivindicação 125, caracterizado pelo fato de que o 

sujeito tem pancreatite, colangite, conjuntivite, mastite, doença do olho seco, uma obstrução 

do ducto deferente ou doença renal.  

 

127. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 124 a 126, 

caracterizado pelo fato de que as enzimas DNase são administradas como uma composição 

única administrada por administração intravenosa, intra-arterial, ou intraperitoneal. 

 

128. Método, de acordo com a reivindicação 127, caracterizado pelo fato de que o 

sujeito tem colangite esclerosante primária. 

 

129. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 116 a 118, 

caracterizado pelo fato de que o sujeito tem ou corre o risco de acumular NETs nas 

superfícies endoteliais, na pele ou nas articulações sinoviais.  

 

130. Método, de acordo com a reivindicação 129, caracterizado pelo fato de que o 

sujeito teve ou está tendo um procedimento médico invasivo e está em risco de aderências 

cirúrgicas.  
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131. Método, de acordo com a reivindicação 130, caracterizado pelo fato de que a 

terapia com DNase é administrada durante a cirurgia para prevenir ou inibir a formação de 

aderências cirúrgicas.  

 

132. Método, de acordo com a reivindicação 129, caracterizado pelo fato de que a 

terapia com DNase é administrada topicamente à pele para prevenir ou tratar feridas e / ou 

cicatrizes.  

 

133. Método, de acordo com a reivindicação 129, caracterizado pelo fato de que a 

terapia com DNase é administrada às articulações sinoviais para prevenir ou tratar a gota e 

a artrite.  

 

134. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 116 a 118, 

caracterizado pelo fato de que o sujeito tem trombose, acidente vascular cerebral, sepse, 

lesão pulmonar, aterosclerose, infecção viral, doença falciforme, infarto do miocárdio, 

infecção no ouvido, cicatrização de feridas, lesão hepática, endocardite, infecção hepática, 

pancreatite, disfunção primária do enxerto, reperfusão de isquemia de membros, lesão renal, 

coagulação sanguínea, inflamação induzida por alume, lesão hepatorenal, exsudações 

pleurais, hemotórax, coágulos sanguíneos, anemia pós-pneumática, úlceras, condições 

otorrinolaringológicas, infecções orais, lesões leves, sinusite, rinoplastias pós-operatórias, 

infertilidade, cateter da bexiga, limpeza de feridas, teste de reação cutânea, meningite 

pneumocócica, gota, úlceras de perna, fibrose cística, síndrome de Kartegener, asma, 

atelectasia lobar, bronquite crônica, bronquiectasia, lúpus, discinesia ciliar primária, 

bronquiolite, empiema, infecções pleurais, câncer, doença dos olhos secos, infecções do trato 

respiratório inferior, hematomas crônicos, doença de Alzheimer e doença pulmonar 

obstrutiva. 

 

135. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 116 a 134, 

caracterizado pelo fato de que o sujeito ainda exibe uma doença arterial coronariana. 
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136. Método, de acordo com a reivindicação 134, caracterizado pelo fato de que o 

sujeito tem fibrose cística. 

 

137. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 116 a 136, 

caracterizado pelo fato de que compreende monitorar a atividade degradadora de NET de 

sangue, plasma ou soro do sujeito. 

 

138. Método para tratar um sujeito exibindo ou em risco de oclusão intravascular 

envolvendo NETs, o método, caracterizado pelo fato de que compreende administrar uma 

quantidade terapeuticamente eficaz de uma D1L3 ou uma variante da mesma e / ou uma 

quantidade terapeuticamente eficaz de D1 ou uma variante da mesma. 

 

139. Método, de acordo com a reivindicação 138, caracterizado pelo fato de que o 

sujeito é administrado com uma enzima compreendendo uma sequência de aminoácidos com 

80% ou mais de identidade de sequência com a enzima definida pela SEQ ID NO:2. 

 

140. Método, de acordo com a reivindicação 139, caracterizado pelo fato de que a 

enzima compreende a sequência de aminoácidos da enzima definida pela SEQ ID NO:2. 

 

141. Método para tratar um sujeito que tem ou está em risco de uma oclusão ductal 

em um sistema ductal, caracterizado pelo fato de que compreende administrar uma 

quantidade terapeuticamente eficaz de uma D1L3 ou uma variante da mesma e / ou uma 

quantidade terapeuticamente eficaz de D1 ou uma variante da mesma. 

  

142. Método, de acordo com a reivindicação 141, caracterizado pelo fato de que o 

sujeito é administrado com uma enzima compreendendo uma sequência de aminoácidos com 

80% ou mais de identidade de sequência com a enzima definida pela SEQ ID NO:2 e / ou 

uma enzima compreendendo uma sequência de aminoácidos com 80 % ou mais de identidade 

de sequência com a enzima definida pela SEQ ID NO: 1. 
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143. Método, de acordo com a reivindicação 142, caracterizado pelo fato de que as 

enzimas compreendem a sequência de aminoácidos da enzima definida pela SEQ ID NO:2 

e / ou a sequência de aminoácidos da enzima definida pela SEQ ID NO: 1. 

 

144. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 141 a 143, 

caracterizado pelo fato de que o sistema ductal é ducto biliar, ducto lacrimal, ducto lactífero, 

ducto cístico, ducto hepático, ducto ejaculatório, ducto parótido, ducto submandicular, ducto 

sublingual principal, ducto de Bartholin, aqueduto cerebral, pâncreas, glândula mamária, 

ducto deferente, ureter, bexiga urinária, vesícula biliar e fígado.  

 

145. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 141 a 143, 

caracterizado pelo fato de que o sujeito tem pancreatite, colangite, conjuntivite, mastite, 

doença do olho seco, uma obstrução do ducto deferente ou doença renal.  

 

146. Método, de acordo com qualquer uma das reivindicações 141 a 145, 

caracterizado pelo fato de que a enzima DNase é administrada por administração 

intravenosa, intra-arterial ou intraperitoneal. 

 

147. Método, de acordo com a reivindicação 146, caracterizado pelo fato de que o 

sujeito tem colangite esclerosante primária. 

 

148. Método para fazer uma composição farmacêutica para reduzir a acumulação de 

armadilha extracelular de neutrófilos (NET), caracterizado pelo fato de que compreende: 

fornecer um camundongo geneticamente modificado com deficiência na atividade DNase1 

e DNase1 tipo 3 e expressar um polinucleotídeo GCSF heterólogo ou é repetidamente 

estimulado com compostos microbianos, em que o referido camundongo geneticamente 

modificado acumula NETs; administrar um inibidor de NET candidato ou enzima DNase 

candidata; selecionar um inibidor de NET ou enzima DNase que reduz a acumulação de 

NETs; e formulação do inibidor de NET ou enzima DNase para administração a um paciente 

humano. 
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149. Método, de acordo com a reivindicação 148, caracterizado pelo fato de que a 

composição é formulada para administração parenteral ou pulmonar. 

 

150. Método, de acordo com a reivindicação 148, caracterizado pelo fato de que é 

formulado para administração intravenosa, intra-arterial, intra-articular, intramuscular, 

subcutânea, tópica ou pulmonar. 

 

151. Método, de acordo com a reivindicação 148, caracterizado pelo fato de que o 

camundongo geneticamente modificado expressa um polinucleotídeo G-CSF heterólogo em 

hepatócitos. 

 

152. Método para produção recombinante de uma enzima DNase selecionada de D1 

humana, D1L3 humana ou uma variante da mesma, caracterizado pelo fato de que 

compreende: cultivar uma célula hospedeira de Pichia pastoris que codifica a enzima DNase 

com o peptídeo sinal nativo; e recuperar a DNase dos meios de cultura. 

 

153. Método, de acordo com a reivindicação 152, caracterizado pelo fato de que a 

enzima DNase é D1L3 humana ou uma variante da mesma com pelo menos 80% de 

identidade de sequência com a enzima da SEQ ID NO:2. 

 

154. Método, de acordo com a reivindicação 153, caracterizado pelo fato de que a 

enzima DNase é D1L3 humana. 

 

155. Método para engenharia de enzimas DNase, caracterizado pelo fato de que 

compreende:  

 proporcionar um alinhamento proteína-proteína das enzimas DNase doadora e 

receptora; identificar sequências variáveis de aminoácidos para transferência, sendo os 

aminoácidos variáveis flanqueados por um ou mais aminoácidos conservados nas enzimas 

DNase doadora e receptora; substituir os aminoácidos variáveis da DNase receptora pelos 

aminoácidos variáveis da DNase doadora para criar uma DNase quimérica; produção 

recombinante da DNase quimérica. 
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156. Método, de acordo com a reivindicação 155, caracterizado pelo fato de que as 

enzimas DNase são selecionadas de D1 humana, DNase1 tipo 1 humana (D1L1) definida 

por SEQ ID NO: 38, DNase1 tipo 2 humana (D1L2) definida por SEQ ID NO: 39, e D1L3 

humana. 

157. Método, de acordo com a reivindicação 155 ou 156, caracterizado pelo fato de 

que a substituição de blocos de construção tem pelo menos dois aminoácidos, ou pelo menos 

três aminoácidos, ou pelo menos quatro aminoácidos, ou pelo menos cinco aminoácidos. 
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RESUMO 

ENZIMAS DE DNASE ENGENHEIRADAS E USO NA TERAPIA 

 A presente invenção fornece proteínas DNase engenheiradas (incluindo DNase1 tipo 

3 e DNase1) que são úteis no tratamento de condições caracterizadas por acumulação e / ou 

liberação de armadilha extracelular de neutrófilos (NET). Em alguns aspectos, a invenção 

fornece composições e métodos para prevenir ou tratar a oclusão vascular envolvendo NETs. 

Conforme demonstrado neste documento, as NETs participam de um mecanismo não 

canônico de oclusão vascular, que não depende de fibrina ou plaquetas. 
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