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RESUMDPO

Formulagdo com péptidos antimicrobianos para o tratamento de

infegdes e regeneracgdo 6ssea

A presente invencdo consiste numa formulagdo de libertacdo de
péptidos antimicrobianos para aplicacdo em infecdes obsseas e

regeneracdo de tecido dsseo.

A formulacdo ¢é composta por hidrogel de dextrino que
compreende nanogéis de polissacarideos hidrofobizados, por
exemplo dextrino ou 4&cido hialurdénico, que incorporam um
péptido antimicrobiano. O péptido utilizado é o LLKKK18 dque

compreende pelo menos uma sequéncia de 95%, 96%, 97%, 98%, 99%

ou 100% de homologia com ID SEQ 1 - KEFKRIVKRIKKFLRKLV. A
referida formulacéo contem ainda granulados biocativos
osteogénicos (cera@micos Dbiocativos) a base de fosfatos de

cédlcio, hidroxiapatite ou mistura de ambos, que atuam como

agentes osteocondutores.



DESCRICGCADO

Formulagdo com péptidos antimicrobianos para o tratamento de

infecdes e regeneracgdo éssea

Dominio da invengéo

[0001] A presente invencdo relaciona-se com uma nova formulacédo
para libertacdo controlada de péptidos antimicrobianos. Mais
especificamente, consiste num péptido conjugado com nanogéis
de polissacarideos hidrofobizados que se encontram misturados
num hidrogel de dextrino, e cerdmicos bioativos. Esta solucdo

pode ser utilizada nas areas de farmacia e medicina.

Antecedentes da invencao

[0002] Nos ultimos 60 anos, os antibidéticos tém sido cruciais
no combate contra doencas infeciosas causadas por
microrganismos. No entanto, a resisténcia crescente destes
microrganismos aos antibidéticos tornou-se um sério problema de
saude publica e futuramente este fendmeno conduzird a uma
falta de respostas eficazes contra infegdes, originadas por
diversos agentes patogénicos, com graves consequéncias para a

saude publica.

[0003] No campo das infecdes Osseas, a osteomielite representa
uma condicgdao clinica premente no setor ortopédico. A
osteomielite é um processo inflamatdédrio do tecido bsseo de
origem infeciosa, caracterizado pelo gquadro inflamatdrio e
necrose do tecido. A prevaléncia da osteomielite aumenta com a
incidéncia de fatores predisponentes, como é o caso da doenca
de diabetes mellitus e doencas vasculares periféricas (Tice et

al., 2003; Cierny, 2003). Pode surgir em qualgquer idade,



afetar qualquer osso e tornar-se uma doenca crbénica com
morbidade persistente e pode mesmo potencialmente conduzir a
amputacdo ou mesmo a morte (Chihara, 2010, Eid, 2012). A taxa
de morbidade é muito significativa nesta condicdo patoldgica e
pode incluir a disseminacdo para tecidos moles e ligacdes
associadas (McNally, 2010; Chihara, 2010). A osteomielite
continua a ser um problema grave a nivel mundial, sendo
responsavel por inUmeras admissdes hospitalares e custos

consideraveis (Frank et al., 2011).

[0004] O tratamento da osteomielite inclui a administracdo de
doses elevadas de antibidéticos por wvia endovenosa e oral,
durante um periodo de pelo menos 6 semanas. No entanto, estes
sistemas de administracéao apresentam limitacdes bem
conhecidas, como a toxicidade e efeitos adversos que incluem a
lesdo de 6rgédos vitais, bem como o facto de nédo proporcionarem
uma concentracdo fisiologicamente ativa dos farmacos por
longos periodos de tempo, desta forma resultando num efeito

terapéutico reduzido (Haidar, 2010; Gomes et al, 2013).

[0005] Os sistemas de entrega local de farmacos, utilizando
materiais ndo biodegraddveis e ostecativos como os cimentos
O6sseos de ortofosfatos de calcio e vidro biocativo, surgiram
Como uma alternativa promissora para o} tratamento da
osteomielite. Entre os Dbiomateriais <constituintes destes
sistemas destaca-se o) poli (metil metacrilato) (PMMA)
comercial, que tem sido usado na forma de esferas ou cimento
6sseo incorporando o antibidético gentamicina. Este sistema é
aprovado para o tratamento de osteomielite na Europa, desde
década de 1970, sob o nome comercial de Septopal®. No entanto
este produto ainda ndo se encontra aceite pela agéncia
reguladora Food and Drug Administration (FDA) nos EUA
(Walenkamp, 2009) . Atualmente, a principal preocupacéao

relacionada com a utilizacdo de sistemas de transporte local



de antibidético baseado em PMMA refere-se ao risco de inducédo
de resisténcia a antibiéticos, pois o material constituinte
destes sistemas poderd ser suscetivel a formacdo de biofilmes
microbianos, o que contribuira para a selecdo de estirpes
resistentes (Campoccia et al., 2010) . Adicionalmente
verificam-se outras limitacdes associadas a estes sistemas,
pois sendo o PMMA um material ndo biodegradavel, uma cirurgia
adicional é necessaria para a sua remogdo, O gue torna o
processo dispendioso e doloroso para o paciente; por outro
lado, a libertacdo do antibidético a partir dos sistemas de

PMMA é incompleta (Whittlesey et al, 2004; Nandi et al, 2009).

[0006] Perante este cendrio, o tratamento da osteomielite
permanece ainda um desafio e torna-se complexo, em particular
qgquando associado ao surgimento de estirpes resistentes aos
antibidbéticos convencionais, especialmente Staphylococcus
aureus multirresistente (MRSA, de Multidrug-Resistant

Staphylococcus aureus) .

[0007] Deste modo, e} desenvolvimento de novos métodos
terapéuticos é <crucial para o tratamento da osteomielite e

consequentes avancos futuros.

[0008] Neste contexto, intensa investigacéao tem sido
desenvolvida para produzir novos tipos de antibidéticos. Os
péptidos antimicrobianos (Antimicrobial Peptides - AMPs) fazem
parte da primeira linha de defesa do sistema imunitario e
apresentam um largo espectro de atividade antimicrobiana
contra Dbactérias, fungos (Ajesh, 2009) e wvirus (Hancock,
2000) . Os AMPs sédo encontrados ubiquamente na Natureza, desde
seres procariontes a mamiferos, plantas ou insetos, sendo
geralmente definidos como péptidos com menos de 50
aminodcidos, com carga positiva devido a presenca de multiplas
lisinas e argininas e com mais de 50% de aminoéacidos

hidrofébicos (Powers, 2003). Os AMPS tém gerado grande



interesse pela capacidade de ultrapassarem o0s mecanismos de
resisténcia a antibidticos (Reddy et al, 2004) . Neste
contexto, a atividade antimicrobiana dos AMP, aliada ao facto
de atuarem a baixas concentracdes, faz com que estes péptidos
sejam considerados candidatos promissores a agentes
terapéuticos no tratamento de infegbes, em especial em

situacdes de resisténcia a antibioterapia cléssica.

[0009] O péptido antimicrobiano LL37 pertence a familia das
catelicidinas e é expresso em diferentes tipos de células.
Para além da sua forte atividade antimicrobiana, o péptido
LL37 e andlogos desempenham um papel central ao nivel da
resposta imunitaria inata e processos de inflamacao.
Especificamente, este AMP estd envolvido na migracdo e
quimioatracéo de células (mondécitos, linfdécitos T e
neutrdéfilos (Yang et al, 2000)), producdo de citoquinas e atua
como adjuvante do sistema imunitdrio. Tendo como base estas
funcdes bioldgicas, o péptido LL37 tem vindo a ser investigado
em varias aplicacgdes e a sua funcdo e potencial terapéutico em
processos cruciais do organismo foi demonstrada, como seja ao
nivel de cicatrizacdo de feridas (Heilborn et al, 2003),
angiogénese (Koczulla et al, 2003) e neovascularizacdo de

tecidos lesados (De Yang et al, 2000; Heilborn et al, 2003).

[0010] E amplamente aceite que a promocdo da neovascularizacéo
é indispensédvel no processo de regeneracdo do 0SsO, uma vez
que o0s vasos recém-formados irdo fornecer o oxigénio, o©0s
nutrientes, e as células progenitoras para a regido do defeito
6sseo lesado. O recrutamento de células mesenquimais (MSCs) da
medula &6ssea, as quais tém a capacidade de se diferenciar em
osteoblastos, é eficaz para acelerar o processo de regeneracgao
6ssea (Otsuru et al, 2007; Colnot, 2009). Adicionalmente, o
processo de angiogénese revela-se crucial para o)

desenvolvimento do esqueleto e reparacgcdo de fraturas Osseas



(Kanczler, 2008). Recentemente, Kittaka et al demonstrou em
ratinhos o potencial do péptido LL37 na regeneracgdo &ssea,
através do seu efeito no processo de angiogénese e

recrutamento de células estaminais (Kittaka et al, 2013).

[0011] Por outro lado, tém sido desenvolvidas terapias de
libertacdo de fatores de <crescimento para a promocdo da
angiogénese e neovascularizacdo, para estimular ativamente a
regeneracdo do tecido &ésseo. A este nivel tém sido estudados
sistemas de libertacdo baseados em matrizes poliméricas, para
promover uma libertacdo controlada e localizada destes fatores
biocativos. Alguns dos produtos nesta area incluem sistemas de
libertacdo da proteina BMP2 para estimular a diferenciacéao,
migracdo e proliferagdo celular. No entanto, existem varias
limitacdes destas formulacdes, como sejam a sua fraca retencédo
apdés a implantacgdo, a qual dita uma reduzida biocatividade; a
ocorréncia de efeitos adversos, face a dosagem libertada

destes fatores; e os elevados custos (Li et al, 2001).

[0012] O documento de ©patente W02012035310 descreve uma
estratégia para libertacdo de péptidos (antimicrobianos ou
ndo), baseada na conjugacdo quimica dos péptidos com dextrino.
Essa estratégia consiste na ligacdo <covalente das duas
moléculas, o que implica a ativacdo qguimica do dextrino. Os
conjugados dextrino-péptido possuem baixo peso molecular.
Deste modo, é previsivel que os conjugados possam difundir-se
rapidamente através do hidrogel, existindo uma rapida
libertacdo. Acrescenta-se ainda que, para qgque o0s conjugados
sejam funcionais (antimicrobianos) segundo esta invencédo, ¢é
necessario que as enzimas amilases atuem sobre o dextrino,
hidrolisando-o e libertando o péptido. Pode ainda acrescentar-
se que esta invencéao pretende produzir péptidos
antimicrobianos, que atuam interagindo com a membrana das

bactérias, sendo para isso necessaria uma modificacdo gquimica.



A invencdo que se pretende agora proteger, direcionada para
regeneracdo Ossea, apresenta um péptido que atua ndo sb6 como
antimicrobiano, mas também com recetores celulares de

diferentes células, promovendo a regeneracdo dos tecidos.

[0013] Toppazzini et al, 2011, descreve um sistema de
libertacdo de LL37 Dbaseado na utilizacdo de alginato. Este
polissacarideo dissolve-se in vivo a medida que os complexos
iénicos formados com calcio se vado transformando em complexos
com ib6es sbébdio, soluveis, traduzindo-se numa transicdo GEL-
SOL. Este processo é de dificil controlo e, ndo sendo alvo de
acdo de enzimas que actuem especificamente sobre este

polimero, a sua degradagdo in vivo é lenta.

[0014] Em W02011070529 é descrito um hidrogel de dextrino bem
como a sua potencial utilizacdo para varias finalidades, entre
elas a libertacdo de péptidos Dbiocativos, incluindo a sua
encapsulacdo, usando nanogeis. No entanto, a libertacéo
controlada de cada péptido em particular implica requisitos
muito especificos, e o documento ndo refere nem sugere qual o
fadrmaco nem a formulacdo adequada para proporcionar perfis de
libertacdo e controlo do sistema compativeis com a aplicacéo

desejada, evitando assim uma rdpida libertacédo.

[0015] Andlogos do péptido LL37 tém vindo a ser estudados para
melhorar as propriedades antimicrobianas e diminuir a
toxicidade e a capacidade de ligacdo a proteinas do plasma. Um
deles é o péptido LLKKK18, gque apresenta uma estrutura
semelhante ao péptido LL37, mas ¢é composto apenas por 18
aminoacidos. No LLKKK18, os aminoacidos glutamina, asparagina
e 4cido aspartico encontram-se substituidos por aminocacidos de
lisina. Por outro lado este péptido é mais catidénico e mais
hidrofébico que o LL37, propriedades que lhe permitem atingir
maior atividade antimicrobiana e quimioatracdo relativamente

ao seu analogo. Além disso, o seu tamanho mais pequeno



constitui wuma vantagem, ©pois ndo sbé permite facilitar o
transporte através das membranas celular, como permite reduzir

custos ao nivel da sua sintese.

[0016] Neste contexto, a presente invencdo pretende ultrapassar
as limitacdes anteriormente descritas, através do
desenvolvimento de um sistema de libertacdo de péptidos
antimicrobianos, o) qual permitira conjugar o) efeito
antimicrobiano e os efeitos de angiogénese e

neovascularizacéo.

Descricdo Geral

[0017] A invencdo consiste no desenvolvimento de um sistema de
libertacdo de péptidos antimicrobianos para aplicacdo em

osteomielites e regeneracdo de tecido ésseo.

[0018] A formulacdo consiste num hidrogel de dextrino que
compreende nanogéis de polissacarideos hidrofobizados, por
exemplo de dextrino ou de &acido hialurdénico, gque incorporam O

péptido antimicrobiano.

[0019] A formulacdo compreende ainda granulos cerdmicos com
propriedades osteocondutoras, 0s quais serdo veiculados

através do hidrogel de dextrino.

[0020] O sistema de encapsulacdo/incorporacdo ¢é formado por
formulagcdes de nanogeis de &cido hialurdnico (HA), as quais
irdo permitir a incorporacdo do péptido LLKKK18 (uma versédo
com apenas 18 aminodcidos da catelicidina humana gque preserva
a sua bioactividade), bem como a sua protegcdo e a sua

libertacdo durante o processo de degradacdo do hidrogel de



dextrino, in vivo. Especificamente, a incorporacdo do péptido
nos nanogeis irad permitir a estabilizacdo do péptido, ao mesmo
tempo que assegura a sua protecdo contra a acdo de protéases
presentes no plasma sanguineo. Adicionalmente, a encapsulacéo
poderd permitir o controlo da libertacdo do péptido, limitando

a sua difusividade na matriz do hidrogel.

[0021] A incorporacdo dos nanogeis no hidrogel ¢é realizada
misturando o nanogel com o péptido encapsulado na solucdo com
o dextrino oxidado, antes da adicdo da dihidrazida do &cido

adipico (agente reticulante para a formacdo do hidrogel).

[0022] O hidrogel de dextrino constitui o veiculo de libertacéo
controlada do sistema de encapsulacéao do péptido
antimicrobiano LLKKK18 (andlogo ao péptido LL37) e matriz de
suporte para a migracdo e proliferacdo celular. O hidrogel de
dextrino é 1injetavel e apresenta elevada biocompatibilidade,
caracteristicas indispensaveis para utilizacdo em medicina
regenerativa e como sistema de libertacdo controlada de
agentes bioativos. Acresce ainda a vantagem de esta matriz ser
biodegradéavel, dispensando a realizacdo de cirurgias para

remocdo do dispositivo de libertacdo de farmacos.

[0023] O processo de libertacdo ocorre de forma gradual,
durante o processo de degradacdo do hidrogel, in vivo.
Efetivamente, o nanogel com o péptido encapsulado apresenta
uma mobilidade reduzida na matriz do hidrogel, pelo que a sua
libertacdo (e a libertacdo concomitante do péptido) deverd ser
controlada pela erosdo do hidrogel, que in vivo demora cerca

de 1 a 3 semanas.

[0024] O péptido em estudo apresenta uma atividade
antimicrobiana e um papel multifuncional ao nivel de diversos
processos bioldgicos, tais como, inflamacdo, guimioatracéao,

cicatrizacéo e angiogénese. 0 péptido LLKKK18 exibe



propriedades antimicrobianas melhoradas e menor citotoxicidade
e ligacdo a proteinas do plasma em relacdo a LL37. Na LLKKK18
a glutamina, asparagina e acido aspartico encontram-se
substituidos por aminoécidos catidénicos, exibindo maior
hidrofobicidade que a LL37 (Ciornei et al, 2005), e atividade
superior. Deve salientar-se que a atividade antimicrobiana da
catelicidina, em particular, se deve ndo apenas a uma acao
direta nos microorganismos, associada a permeabilizacdo da
membrana celular, mas também a um efeito imunomodulatdério, que
tem sido demonstrado em varios modelos de infecdo (Haisma et
al, 2014). O desenvolvimento do péptido LLKKK18 foi efetuado
com o propdsito de melhorar as propriedades antimicrobianas do
péptido original, a LL37, com base no conhecimento que existe
do modo de acdo antimicrobiana dos péptidos catidnicos, que de
modo genérico depende do seu carater catidnico e anfifilico.
Contudo, ao fazer estas alteracdes, existe o risco de
comprometer a interacdo com recetores membranares due estdo
associados aos efeitos regenerativos também associados a LL37.
Contudo, consegue-se com que o ©péptido LLKKK18 preserva
nomeadamente o seu carater angiogénico. Apesar da LL37 ser
descrita como um péptido com elevada capacidade
antimicrobiana, isso ndo implica maior atividade em termos de
regeneracdo Ossea. Se esse efeito se dever a outra funcdo do
péptido (como por exemplo, a atividade imunomodulatédria) néo
se torna 6bvio ter maior efeito com a LLkkk1l8, wvisto que a
eliminacdo de aminodcidos e a substituicdo de outros poderia
causar alteracdo das funcdes do péptido.E com Dbase neste
potencial terapéutico do péptido LLKKK18, gque se pretende
alvejar a sua aplicacdo em infecdes obsseas, nomeadamente na
condicdo clinica de osteomielites e ao nivel do processo

regenerativo do tecido &dsseo.



[0025] A formulacdao desenvolvida compreende:

- nanogéis de polissacarideos hidrofobizados, por
exemplo dextrino ou acido hialurdénico, presentes numa gama

entre 0,1 e 5% relativamente a matriz do hidrogel;

- hidrogel de dextrino;

- um péptido antimicrobiano que compreende pelo menos
95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% de homologia com a seguinte

sequéncia: ID SEQ 1 - KEFKRIVKRIKKFLRKLV;

- cerédmicos biocativos a base de fosfatos de célcio,
hidroxiapatite ou mistura de ambos, exibindo propriedades

osteocondutoras.

[0026] A composicgéao da presente invencéao compreende a
concentracdo do péptido antimicrobiano entre 1 a 20 uM, em
particular 10 a 12 uM, proporcionando as propriedades
imunomoduladoras, antimicrobianas e pro-angiogénicas

adegquadas.

[0027] A composicdo da presente invencdo pode ainda compreender
um polimero dextrino, apresentando um peso molecular entre
1,000-20,000 g / mol, de preferéncia o polimero de dextrino

tem um peso molecular entre 1,000-5,000 g / mol.

[0028] A composicdo da presente invencdo compreende nanogéis de
polissacarideos, por exemplo de dextrino ou &acido hialurdnico,
modificados por hidrofobizacao, com didmetro compreendido

entre 20 - 300nm, preferencialmente entre 50-150nm

[0029] A presente invencdo compreende ainda cerdmico biocativo a
base de fosfatos de calcio, hidroxiapatite ou mistura de

ambos, presente numa quantidade compreendida entre 0,5% e 50%

10



(v/v), preferivelmente entre 1,0% e 40,0% (v/v)para uma gama
de granulometria compreendida entre 250-1000 pm , e entre 1,0%
e 20,0% (v/v) para uma gama de granulometria superior a 1000
pm. Deste modo, sdo conferidas a formulacdo propriedades de

osteocondutividade, necessarias a regeneracdo 6ssea.

[0030] O processo de preparacdo do sistema envolve de uma forma

genérica as seguintes etapas:

- Preparacdo do sistema de encapsulacdo formado pelo nanogel

de acido hialurénico - Exemplo 1;

- Encapsulacdo do péptido antimicrobiano no nanogel;

- Mistura do sistema de encapsulacdo na formulacdo do hidrogel

de dextrino.

Descrigado Detalhada

[0031] Seguidamente, a presente invencdo é descrita com maior
detalhe e especificamente com referéncia a um exemplo, o qual,

no entanto, ndo visa limitar a presente invencéao.

Exemplo:

Sintese e caracterizagcdo do mnanogel de 4dcido hialurdnico

(Pedrosa et al, 2014)

[0032] O hialuronato de sédio (gama de peso molecular 5-15 kDa)
foi quimicamente enxertado com uma cadeia alquilo longa (tal
como cloridrato de 1ll-amino-l-undecanetiol e hexadecilamina)
através da formagdo da ligacdo amida para produzir um

conjugado anfifilico. Para tornar o hialuronato de sdédio

11



solivel em DMSO, os ides de hialuronato de sédio (HyA) foram
permutados com o ido lipofilico tetrabutilaménio (TBA). A
permuta idénica foi realizada utilizando uma resina de permuta
catidénica AG 50W-X8. A resina de AG 50W (1 g) foi incubada com
um excesso de TBA-F (3,5 g) em agua ultrapura durante 1 h a
temperatura ambiente e agitacdo ligeira. A  resina foi
elutriada, lavada e transferida para um 1% (w / v) de solucgéo
de HyA em &gua ultrapura. A troca dos 1ides TBA na resina e os
ides de HyA foi realizada a temperatura ambiente com agitacéao,
durante 2 h. A remocdo da resina foi obtida por centrifugacdo
durante 2 min a 5000 rpm (SIGMA 113 centrifuga). A solucgédo
HyA-TBA resultante foi liofilizada e o material branco “macio”
foi armazenado a temperatura ambiente. A Espectroscopia de RMN
de 1h foi realizada para confirmar a troca de ides de Nat+ com

TBA-F.

[0033] A cadeia alguilo longa foi quimicamente conjugada com a
cadeia de HyA-TBA modificada na presenca de 1l-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) e de N-
hidroxisuccinimida (NHS). O conjugado de HyA-TBA (260 mg) foi
dissolvido em DMSO anidro a 1% (w / v) e o0s reagentes de EDC
(100 mg) e NHS (50 mg) foram adicionados. Finalmente, a cadeia
longa de algquilo, também dissolvido em DMSO anidro foi
adicionada a mistura de reacdo, a fim de se obter um grau de
substituicdo compreendido entre 10 - 40%, sendo que a mistura
foi agitada durante 24 h a temperatura ambiente. A solucgéo
resultante foi dialisada (Molecular Weight CutOff = 1 000 Da)
em primeiro lugar numa uma solugdo de NaCl a 150 mM durante 3
dias (para permutar novamente os 1ides de TBA para os 18es de
sbébdio), e ©posteriormente numa solugcdo de agua destilada
durante 2 dias. No final a solucdo obtida foi desidratada e um
material “macio” branco foi obtido, o© que <corresponde ao
conjugado de 4&acido hialurdénico. O grau de substituicdo das

moléculas de alguilo na cadeia HyA foi confirmado por

12



espectroscopia RMN de 1lh. As amostras foram dispersas em agua
destilada a uma concentracdo de 1.0mg/mL e filtradas através

de uma membrana com tamanho de poro de 0,22 micrdédmetros.

[0034] O nanogel obtido foi caracterizado quanto a sua
distribuicdo de tamanho (didmetro) e seu potencial =zeta por
andlise de DLS (Zetasizer Nano 7S, Malvern Instruments) a 25
°C. A dispersdo do Nanogel (1,0 mL) foi analisada numa célula
de poliestireno ou numa célula capilar, para o tamanho e
distribuicdo do volume ou medigdes do potencial zeta,
respetivamente, usando um laser de gads de He-Ne (comprimento

de onda de 633 nm) e um detetor de angulo de 1738.

Encapsulacdo do péptido LLKKKI18

[0035] O ©péptido LLKKK1S, solubilizado em solucdo tampéo
fosfato-salino (PBS), foi encapsulado em 1,0 mg / mL de
dispersdes nanogel de cadeia alquilo-HyA, a uma concentracdo
final de 0,1 mg / ml. Também foi realizado um controlo
negativo de encapsulacdo do péptido com o mesmo volume e com a
mesma concentracdo final de nanogel, utilizando a solucdo PBS.
As amostras foram incubadas durante a noite a temperatura
ambiente num sistema circular giratério. Os nanogéis
encapulados com o péptido foram posteriormente separados das
fracgdes de péptido livre através de centrifugacdo num
Centricon de 10.000 Da a 4.000 g durante 15 min. A solugdo da
fragdo superior do centricon (contendo o©0s nanogéis) e a
solucdo da fracdo dque atravessa a membrana do centricon
(contendo o peptideo 1livre) foram recolhidas em diferentes
tubos eppendorf e recarregadas até perfazer o volume da
solucdo original, com o objetivo de manter as concentracdes
originais. A quantidade de péptido em ambas as fracdes foi
quantificada pelo método Wadell num sistema JASCO V560, de
acordo com a seguinte férmula: [LLKKKK18] = (A215nm-A225nm) *

0,144, em que A215nm e A215nm correspondem aos valores de
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absorvéncia medida a 215 e 225 nm, respetivamente. A
percentagem de péptido encapsulado foi determinada como a
quantidade de péptido presente na fracdo superior (péptido
encapsulado) em relacdo a quantidade total de péptido em ambas

as fracdes.

Determinacdo da atividade antimicrobiana do péptido LLKKK18

[0036] A atividade antibacteriana do péptido LLKKK18 foi
quantificada em placas de 96 pocos de polipropileno, de acordo
com o procedimento descrito por Vogt et al, com algumas
modificagdes. O <cultivo da estirpe de E. coli K12 foi
realizado a 37°C em meio LB até meio da fase logaritmica
(OD600 = 0,5). As células foram ressuspendidas em meio Luria-
Bertani (LB) a uma concentracdo de 1x10° e 1x10° células/ml;
100 pl de péptidos, a diferentes concentrag¢des, inoculadas com
50 pl de suspensdao bacteriana, e a incubacgdo ocorreu durante a
noite a 37°C, sendo que o crescimento bacteriano foi avaliado
posteriormente pela medicdo da densidade o6ética a 620 nm. Os
resultados foram confirmados por plagqueamento de aliquotas de
25 ul da mistura de cada poco em placas de LB, com uma
incubacdo de 16 h a 37°C, seguido do procedimento de contagem
de <coldbnias. Cada -ensaio foi realizado trés vezes e o0s
controlos foram feitos ©por adicdo de Agua desionizada
esterilizada. A concentracdo minima inibitéria (MIC) foi
determinada como a menor concentracdo de péptido gque inibe o

crescimento bacteriano.

Avaliag¢do da eficdcia in vivo do sistema Hidrogel + Nanogel HA
+ Péptidos antimicrobianos + cerdmico granular em defeitos

osseos

Esta tarefa foi realizada recorrendo a um modelo animal que
cria um ambiente funcional junto dos implantes comparavel com

O que acontece nos humanos, a cabra. Para a execucdao desta
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tarefa foram wutilizados 24 animais. Os animais wutilizados
apresentaram defeitos &ésseos no osso frontal com uma dimenséao
de 14mm de didmetro externo. Os defeitos foram preenchidos com
as formulacgdes definidas, de forma a testar a sua eficéacia.
Foi realizado um acompanhamento, monitorizacdo e avaliacgdo
geral dos animais diariamente, tendo particular atencdo aos
sinais de dor e infecdo. Também foi realizada, por rotina, uma
medicacdo analgésica por 2-4 dias e uma antibioterapia por 7-
10 dias apds o procedimento cirurgico. Os animais foram
eutanasiados as 3, 6 e 12 semanas apds a colocacdo dos
implantes, recorrendo a administracdo de pentobarbital sdédico
e os defeitos o6sseos foram avaliados através de radiografias,
de seguida foi colhido e preservado o material &ésseo e enviado
para laboratérios especializados em preparacdo de léaminas de
tecido 6sseo mineralizado e andlise por microCT, para
monitorizar e caracterizar a formacdo de o0ssoO novo € 0O seu
envolvimento com as estruturas adjacentes. Este procedimento
foi realizado contratando os servicos a entidades externas
acreditadas para o efeito. Paralelamente foi realizada a

caracterizacdo das amostras.

Guimardes, 29 de junho de 2016
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entre 1,0% a 20% (v/v) para granulometria superior a 1000

um.

16. Formulacdo, de acordo com as reivindicagcdes 1 a 15,

caracterizada por ser injetéavel.

Guimardes, 29 de junho de 2016



REIVINDTICACOES

1. Formulacdo para uso no tratamento de infecdes e regeneracdo

6ssea caracterizada por compreender:
a. Hidrogel de dextrino;

b. Nanogel de polissacarideos hidrofobizados embebidos no
referido hidrogel e que incorporam um péptido
antimicrobiano que compreende uma sequéncia, pelo menos

95% idéntica a SEQ. ID 1 - - KEFKRIVKRIKKFLRKLV;

c. Cerdmicos Dbioativos a base de fosfatos de célcio,

hidroxiapatite ou sua mistura.

2. Formulacdo, de acordo com a reivindicacgdo, caracterizada
por os nanogéis estarem presentes numa gama entre 0,1 e 5%

(v/v) relativamente a matriz do hidrogel.

3. Formulacéao, de acordo com a reivindicacéao anterior,
caracterizada por os nanogéis terem um didmetro
compreendido entre 20 - 300nm.

4. Formulacao, de acordo com a reivindicacdo anterior,
caracterizada por o didmetro ser preferencialmente entre

50-150nm.

5. Formulacéo, de acordo com a reivindicacéo anterior,
caracterizada por os nanogéis serem de dextrino ou acido

hialurdnico.

6. Formulacéao, de acordo com a reivindicacdo anterior,
caracterizada por ser preferencialmente de acido

hialurdnico.



7.

Formulacdo, de acordo com as reivindicagdes anteriores
caracterizada por a concentracdo do péptido antimicrobiano

variar entre 1 a 20 uM.

Formulacéo, de acordo com a reivindicacéao anterior,
caracterizada por a concentracdao ser, preferencialmente,

entre 10 a 12 uM.

Formulacdo de acordo <com as reivindicagdes anteriores,
caracterizada por o hidrogel de dextrino apresentar um peso

molecular entre 1,000 a 20,000 g / mol.

10. Formulacdo de acordo com as reivindicagdes anteriores,

caracterizada por o hidrogel de dextrino apresentar um peso

molecular entre 1,000-5,000 g / mol.

11. Formulacgdo, de acordo com a reivindicacd&o 1, caracterizada

por a granulometria dos ceramicos biocativos ser superior a

250 um.

12. Formulacdo, de acordo <com a reivindicag¢do anterior,

caracterizada por a quantidade dos ceré@micos bioativos

estar entre 0.5-50% (v/v).

13. Formulacdo, de acordo com as reivindicac¢des anteriores,

caracterizada por a quantidade dos ceré@micos bioativos
estar entre 1,0% a 40% (v/v) para granulometria entre 250 a

1000 um.

14. Formulacdo, de acordo com as reivindicag¢des anteriores,

caracterizada por a quantidade dos cerémicos bioativos ser
preferencialmente 40% (v/v) para granulometria entre 250 a

500 um.

15. Formulacdo, de acordo com as reivindicag¢des anteriores,

caracterizada por a quantidade de ceradmicos bioativos estar
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