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Se describen péptidos artificiales analogos de la SP-C que tienen actividad superficial, y su uso para la preparacion de
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PEPTIDOS ARTIFICIALES QUE TIENEN ACTIVIDAD SUPERFICIAL Y ELUSODE

LOS MISMOS EN LA PREPARACION DE UN TENSIOACTIVO ARTIFICiAL

La presente invencién proporciona nuevos péptidos artificiales que tienen
actividad superficial. En particular, la invencion proporciona analogos del SP-C, los
cuales, una vez combinados con lipidos apropiados, son particularmente efectivos para
reducir la tension superficial en la interfase aire-liquido.

Asi, los péptidos de la invencién se pueden usar en combinacion con lipidos, y
en forma opcional en combinaciéon con SP-B o un analogo activo del mismo o un
sustituto del SP-B, para preparar tensioactivos artificiales utiles en el tratamiento del
sindrome de dificultad respiratoria (RDS), otras deficiencias o disfunciones de los
tensioactivos, enfermedades pulmonares relacionadas tales como la neumonia,
bronquitis, asma, sindrome de aspiracién de meconio, y otras enfermedades tales
como la otitis media serosa (adhesiva).

Antecedentes de la Invencién

Los tensioactivos pulmonares reducen la tensién superficial en la interfase aire-
liquido del recubrimiento alveolar, previniendo que los pulmones colapsen al final de la
expiracion. La deficiencia de tensioactivo es un desorden comin en los infantes
premafg(os y causa el sindrome de dificultad respiratoria (RDS) el cual puede ser
tré?ado en forma efectiva con tensioactivos naturales extraidos de pulmones de
anirpales (Fuliwara, T. and Robertson, B. (1992) en: Robertson, B., van Goide, L.M.G,
and Batenburg, B. (Eds.) Pulmonary Surfactant: From Molecular Biology to Clinical
Practice, Amsterdam, Elsevier, pp. 561-592). Los principales componentes de estas
preparaciones son fosfolipidos tales como 1,2-dipalmitoil-sn-glicero-3-fosfocolina
(DPCC), fosfatidiglicerol (PG) y las proteinas tensioactivas hidrofébicas By C (SP-B y
SP-C). Las proteinas tensioactivas hidrofilicas SP-A y SP-D las cuales son lectinas
colagenosas tipo C (dependientes del Ca®*) que se piensa que actuan en el sistema de
defensa huésped, no estan incluidas normalmente en las preparaciones tensioactivas
debido a los procedimientos de extraccion con solventes organicos empleados.

Las SP-B y SP-C constituyen solo aproximadamente del 1 al 2 % de la masa de
tensioactivos, pero aun asi son capaces de ejercer una mejora dramatica sobre la

actividad superficial, comparada a las preparaciones con lipidos puros (Curstedt, T., et



al. (1987) Eur J. Biochem. 168, 255-262; Takahashi, A., Nemoto, T. and Fujiwara, T.
(1994) Acta Pediatr. Jap. 36, 613-618). Se han determinado las estructuras primaria y
secundaria de las SP-B y SP-C y una estructura terciaria de la SP-C en solucién (ver
4). La SP-B estda compuesta de dos cadenas de polipéptido idénticas de 79
aminoacidos, conectadas por un puente intercadenas del tipo disulfuro (Curstedt, T. et
al. (1990) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87, 2985-2989; Johansson, J. Curstedt, T. and
Jornvall, H. (1991) Biochemistry 30, 6917-6921). Cada cadena monomérica tiene tres
puentes disulfuro iitracadena y por lo menos cuatro espirales amfipaticas que exhiben
una cara polar y una cara no polar a través de la cual la SP-B puede interactuar con
dos bicapas lipidicas trayéndolas a una proximidad cercana (Andersson, M. et al.
(1995) FEBS Lett. 362, 328-332). La SP-C es una lipoproteina compuesta de 35
residuos de aminoacidos con un dominio de hélices o entre los residuos 9-34
(Johansson, J. et al. (1994) Biochemistry 33, 6015-6023). La hélice estd mayormente
compuesta de residuos de valilo y esta incrustada en la bicapa lipidica y orientada en
paralelo con las cadenas acilo lipidicas (Vandenbussche, et al. (1992) Eur. J. Biochem.
203, 201-209). Los grupos palmitoilo estan unidos en modo covalente a residuos de
cisteina en posiciones 5 y 6 en el extremo N-terminal del péptido (Curstedt, T et al.
(1990) Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 87, 2985-2989). Los dos residuos conservados
cargados positivamente, arginina y lisina, en las posiciones 11 y 12, posiblemente
interactian con los “‘grupos principales con carga negativa de la membrana lipidica
aumentando asi su rigidez. Lt qgcheg de la interaccion lipido-péptido._se puede
disminuir hacia el extremo C-terminal, ya que éste contiene grupos hidrofébicos o
pequeiios, haciendo esta parte potencialmente mas mévil en una bicapa de fosfolipido.
Se piensa que la SP-C tiene influencia sobre el espesor y fluidez de los lipidos de los
alrededores via la extremadamente estable hélice de polivalilo (Johansson, J. and
Curstedt, T. (1997) Eur. J. Biochem. 244, 675-693).

Estado de la técnica

Debido a que las preparaciones tensioactivas obtenidas de los tejidos animales
presentan algunas desventajas, como su disponibilidad en cantidades limitadas y ia
posibilidad de que contengan agentes infecciosos e induzcan reacciones

inmunolégicas, se han hecho intentos para crear tensioactivos artificiales (Johansson,



J. and Curstedt, T. (1997) Eur. J. Biochem. 244, 675-693; Johansson, J. et al. (1996)
Acta Pediatr. 85, 642-646), usualmente a partir de lipidos sintéticos y proteinas
hidrofdbicas.

Los trabajos previos han demostrado que la SP-C sintética no puede plegarse
como el péptido nativo en una conformaciéon a-helicoidal necesaria para una optima
actividad superficial (Johansson, J. et al. (1995) Biochem.J. 307, 535-541), y por lo
tanto no interactaa en forma apropiada con los lipidos del tensioactivo.

En consecuencia, los analogos sintéticos de la SP-C no se pliegan como el
péptido nativo y no interactian en forma apropiada con los lipidos tensioactivos. Para
sortear este problema se han hecho muchos intentos para modificar la secuencia, por
ejemplo, reemplazando E)dos los Ig’gi}dﬂuos helicoidales de Val en la SP-C nativa con
LEH'”,E' cual favorece fué;f;n;;;te la conformacion o-helicoidal. El analogo frans-
membrana correspondiente, SP-C(Leu), mostré6 una buena dispersion en la interfase
aire-liquido cuando se combina con DPPC:PG:PA (68:22:9) (p/p/p). Sin embargo, el
maximo valor de tension superficial durante la compresion ciclica de la superficie (Ymax)
fue significativamente mayor que el del tensioactivo nativo. Ademas no fue posible
preparar mezclas lipido-péptido de mayores concentraciones que aproximadamente 20
mg/ml, probablemente debido a la formacion de oligdmeros del péptido (Nilsson, G.
(1998) Eur. J. Biochem. 2565, 116-124). Otros han sintetizado analogos de SP-C
polileucina bioactivos de diferentes longitudes (Takei, T. et al. (1996) Biol. Pharm. Bull
19, 1550-1555). En los ultimos estudios no se informaron problemas de auto
oligomerizacién ni problemas en la produccion de muestras de alta concentracion de
lipidos.

Diferentes publicaciones tratan el problema de proporcionar analogos peptidicos
de los péptidos tensioactivos naturales dando una cantidad de soluciones diferentes.
Entre esas publicaciones, las WQO93 21225, la EP 733 645, y la WO96 17872, a
nombre de Tokyo Tanabe, revelan péptidos analogos de la SP-C natural, los cuales
difieren en general del péptido nativo en relacion a la secuencia de la parte N-terminal.

Las Solicitudes de Patente del Scripps Research institute WO89 06657 y W092

22315 revelan analogos de la SP-B que tienen residuos de aminoacidos hidrofobicos e



hidrofilicos alternados. Entre otros, se reivindica un péptido que alterna residuos de
Leucina y Lisina (KLy).

Clercx, A. et al. eur. J. Biochem 229, 465-72, 1995, revela péptidos de diferentes
longitudes que corresponden al N-terminal de la SP-C porcina y péptidos hibridos
derivados de la SP-C porcina y bacteriorhodopsina.

Johansson, J. et al. Biochem.J. 307, 535-541, 1995, revelan péptidos sintéticos
que difieren de la SP-C porcina nativa por la sustitucion de algunos aminoacidos.

La WOB89 04326 a nombre de California Biotechnology - Byk Gulden, y la WO91
18015 a nombre de California Biotechnology - Scios Nova, revelan analogos de la SP-
C que contienen una secuencia N-terminal inicial en la cual los dos Cys de la SP-C
natural son reemplazados por dos Ser.

Descripcién de la invencién

Ahora se ha encontrado que los péptidos analogos de la SP-C que combinan las
siguientes caracteristicas: i) sustitucion de los residuos Val con otros residuos neutros
hidrofdbicos; ii) sustitucion de los residuos Cys por residuos Ser; iii) reemplazo de
alg:nosde los residuos de aminoacidos neutros con residuos voluminosos o polares,
muestran propiedades particularmente fadv;;t;lég ﬁé}a Ié féduccﬁén de Ié tension
superficial. En particular se ha encontrado que la Gltima caracteristica, en virtud de las
cargas positivas que confieren los residuos polares o el impedimento estérico que
confieren los sustituyentes voluminosos, permiten evitar la auto oligomerizacion.

Como se indica a continuacion, de acuerdo a un primer aspecto la invencion
proporciona analogos de SP-C que tienen la formula general (I), usando el codigo de
aminoacidos de una letra:

FeGAPZZPVHLKR (XaB)n(XoB)n(X:B)mXsGALLMGL (0
en la cual:

X es un aminoacido seleccionado a partir del grupo formado por V, IT_ Nle
(norleucina);
B es un aminoacido seleccionado a pértir del grupo formado por ornitina, K, I, W,

F.Y,Q,N;

U A S SO
JAS S oSl AT 0 S ST



V4 es un aminodcido seleccionado a partir del grupo formado por S, C, F donde los
residuos Ser o Cys estan unidos en forma opcional via uniones éster o tioéster con

grupos acilo que contienen de 12 a 22 atomos de carbono unidos.

a es un entero de 1 a 19
b es unenterode 1a 19
c es un entero de 1 a 21
d es un entero de 0 a 20
e esO0o1
f esOo1
n esfo1

m esOo1

con las condiciones :

n+m>0,

fxze

(XaB)n(XoB)n(XcB)mX4 €8 una secuencia que tiene un total de 22 aminoacidos,
preferiblemente de 10 a 22.

Los péptidos preferidos de la Formula (I) tienen las siguientes secuencias:
(1a) FGIPSSPVHLKRX,BX,BX.BXGALLMGL
(Ib) FGIPSSPVHLKRX;BX;:BX,GALLMGL
(Ic) FGIPSSPVHLKRX,BX:GALLMGL
(1) FGIPSSPVHLKRXsBX;GALLMGL
(Ie) FGIPSSPVHLKRX1BX,GALLMGL

Entre las secuencias (Ia) - (Ie), aquellas que tienen B = Lys o Phe y X = Ley, lle
o Nle son las preferidas.

De acuerdo con las realizaciones preferidas, los péptidos de la férmula (Ia) - (If)
tienen respectivamente las siguientes secuencias:
FGIPSSPVHLKRLLILKLLLLKILLLKLGALLMGL [SP-C (LKS)]
FGIPSSPVHLKRLLILLKLLLLIKLLILGALLMGL [SP-C (LKS),]
FGIPSSPVHLKRLLILKLLLLLILLLILGALLMGL [SP-C (LKS);]
FGIPSSPVHLKRLLILLLLLKLILLLILGALLMGL [SP-C (LKS)3]
FGIPSSPVHLKRLLILLLLLLLIKLLILGALLMGL [SP-C (LKS)4]



FGIPSSPVHLKRLLILFLLLLFILLLFLGALLMGL [SP-C (LFS)]

En una realizaciéon de la invencion de mayor preferencia, los residuos Ser estan
unidos en union covalente con grupos acilo que contienen de 12 a 22 atomos de
carbono.

Los péptidos de ia formula (I) se pueden preparar por métodos de sintesis o
técnicas recombinantes.

Los métodos de sintesis convencionales estan descriptos en, por ejempio,
Schroeder et al., “The peptides”, vol 1, Academic press, 1965; Bodzanszky et al.,
“Peptide synthesis”, Interscience Publisher, 1996; Baramy & Merrifield, “The peptides;
Analysis, Synthesis, Biology”, vol 2, chapter 1, Academic Press, 1980. Dichas técnicas
incluyen sintesis de péptidos en fase sodlida, en solucion, métodos de sintesis de
quimica organica, o cualquier combinacion de los inismos.

Los péptidos S- u O- acilados son preferiblemente sintetizados por tratamiento
de los péptidos no acilados con cloruro de acilo en acido trifluoroacético puro, como lo
describe Yousefi-Salakdeh et al. Biochem. J., 1999, 343, 557-562. Luego de su sintesis
y purificacion, los péptidos sintéticos fueron caracterizados desde el punto de vista
bioquimico y biofisico como se informa en la siguiente seccion de “Ejemplos”.

La actividad de los péptidos de la invenciéon en la reduccion de la tension
superficial ha sido evaluada en combinacion con lipidos y fosfolipidos, SP-B, analogos
de la SP-B, o sustitutos de la SP-B. En particular, los péptidos han sido combinados
palmltlco) con o sin SP-B, un analogo activo de los mismos y pollmlxlnas.

Los resultados de Ios ensayos de actmdad superﬁcnal de burbuja pulsante

muestran claramente que Ios peptldos smtetlcos de acuerdo con Ia presente mvenc:on

disminuyen fuertemeniz la tensién minima y maxima durante la compresion ciclica de
superficie (ymn Y Ymax) @ Vvalores comparables con aquellos obtenidos usando
tensioactivos que se obtienen de fuentes naturales.

La adicion de SP-B o un analogo activo de la misma a la mezcla de
péptido/lipido-fosfolipidos dio resultados particularmente favorables. Ademas se ha

encontrado en forma sorprendente que las polimixinas, en particular la polimixina B,



actia como sustituyente de la SP-B y su adiciébn dio resultados comparables a
aquellos alcanzados con SP-B.

De acuerdo a un segundo aspecto, la invenciéon proporciona un tensioactivo
sintético que comprende uno o mas péptidos de la férmula (I), en mezclas con lipidos
y/o fosfolipidos y/o en forma opcional SP-B, un derivado activo de la misma, o
polimixinas. Los lipidos/fosfolipidos apropiados se pueden seleccionar a partir del
grupo formado por fosfatidiicolinas, (preferiblemente DPPC), PG, PA, triacilgliceroles,

esfingomielina.

En una realizacion de la invencion de aun mayor preferencia, se deben usar

mezclas de tensioactivos que contienen el péptido en las cuales las cadenas paimitoilo

‘estan unidas en fbirfﬁé O-covalente a los residuos Ser. Se ha encontrado quelas
rﬁéiclas de tensioactivosv que contienen una forma dipalmitoilada del! péptido de
referencia (SP-C(Leu)) exhiben una mayor estabilidad de la pelicula de superficie y un
mayor tamaio del reservorio lipido asociado a la superficie comparado con mezclas
que contienen el correspondiente péptido no palmitoilado, medido por el sistema de
burbuja cautiva. En las muestras que contienen 5% de péptido dipalmitoilado, el ym, fue
menor de 1,5 mN/m y las peliculas fueron muy estables cuando la tension superficial
aumenté una cantidad menor de 0,5 mN/m dentro de 10 minutos a volumen de burbuja
constante. Por el contrario, el ymi, del péptido no palmitoilado fue de aproximadamente
5 mN/my las peliculas fueron menos estables como se puedo observar por el frecuente
chasquido de las burbujas a bajas tensiones superficiales. Mas adn, luego del
agotamiento de la sub-fase para muestras que contienen péptido no paimitoilado, la
capacidad de alcanzar una tensién superficial estable cercana a cero se perdi6 luego
de unos pocos pasos de adsorcién, mientras que con el péptido dipaimitoilado la
calidad de la pelicula no se deteriora incluso luego de mas de 10 pasos de expansion y
la incorporacién de material de reserva equivalente a mas de dos monocapas. La
actividad superficial mejorada de los péptidos dipalmitoilados también fue demostrada
por el tensidmetro de burbuja pulsante. Ademas, se encontré que la presencia de
grupos acilo reduce en forma adicional la tendencia a formar oligémeros. Este hallazgo
es muy importante, ya que durante la preparacion de tensioactivos artificiales se ha

encontrado que la oligomerizacion de péptidos impide la preparacion de las mezclas a
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concentraciones mayores de 20 mg/mi (Nilsson et al. Eur. J. Biochem. 1998, 255, 116-
124).

Los tensioactivos sintéticos se pueden preparar mezclando soluciones o
suspensiones de péptidos v lipidos y a continuacién secando la mezcla.

En el momento necesario, la mezcla seca puede ser suspendida, dispersada o
administrada como tal a sujetos con necesidad de tratamiento por deficiencia de
tensioactivo.

El tensioactivo sintético sera administrado preferiblemente en forma
endotraqueal o via aerosol. La ultima forma de administracion requerira la combinacion
de pequefias particulas de tensioactivo con un propelente inerte adecuado. Otras
formas de administraciéon, como la nebulizacién o rociado de soluciones/suspensiones
estables de tensioactivo, también estan incluidas dentro del alcance de la invencién.

vDe acuerdo a otro aspecto, la invencion proporciona el uso de los péptidos
descriptos para la preparacion de un agente tensioactivo para usar en todos los casos
de deficiencia o disfuncién de tensioactivo en adultos o neonatal, enfermedades
pulmonares relacionadas tales como la neumonia, bronquitis, asma, sindrome de
aspiracion de meconio y también otras enfermedades tales como la otitis media serosa
(adhesiva).

Tipicamente el tensioactivo serd usado preferiblemente por administraciéon
endotraqueal, en el tratamiento del sindrome de dificultad respiratoria el cual afecta de
modo frecuente a los infantes prematuros.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencién en mayor detalle.

Ejemplo 1: Sintesis y purificacién del péptido

Un analogo de la SP-C, la SP-C(LKS) (Fig.1), fue sintetizado usando Ia
tecnologia de fase sélida por pasos y la quimica del ter-butiloxicarbonilo (Kent, S.B.H.
(1988) Annu. Rev. Biochem. 87, 957-989) en un instrumento Applied Biosystems 430A.
La ruptura de ia union resina-péptido y la desproteccion de las cadenas laterales se
llevaron a cabo en fluoruro de hidrégeno anhidro/metoxibenceno/dimetilsulfuro, 10:1:1
(viwv) por 1,5 h a 0 °C. Los grupos protectores y secuestrantes fueron removidos por
extraccion repetida con dietil éter y el péptido fue extraido de la resina en forma

subsiguiente con diclorometano/acido trifluoroacético (TFA) 3:1 (v/v) seguido por

//



evaporacion rotativa. El extracto del péptido crudo se re-disolvié a una concentracion
de 100 mg/ml en cloroformo/metanol 1:1 (viv) que contenia 5% de agua. Una alicuota
de 10 mg se aplicé a una columna Sephadex LH-60 (40 x 1 cm) en el mismo solvente
(Curstedt, T. et al. (1987) Eur.J. Biochem, 168, 255-262). Se recolectaron fracciones de
2,5 ml y se midieron las absorbancias a 214 y 280 nm. La identificacién y cuantificacion
se realizaron por analisis de aminoacidos.

Para la acilacion, el péptido purificado (tipicamente aproximadamente 5 mg) se
seca y se disuelve en TFA destilado (100 pul) y se agrega el cloruro de acilo (10 a 20
equivalenfes-'én c'omparaci()n al péptido). Luego de 10 minutos la reaccion se apaga
con etanol acuoso al 80% (1,9 mi). La purificacion de los acil péptidos se realiza
usando cromatografia sobre Lipidex 5000 en cloruro de etileno/metanol 1:4 (VW)
seguida por HPLC de fase invertida sobre una columna C18 usando un gradiente lineal
de 2-propanol/0,1% TFA corriendo en metanol (acuoso) 60%/0,1% TFA o etanol
(acuoso) 75%/0,1% TFA.

Ejemplo 2: Caracterizacién Bioquimica

La pureza del pépti‘do se confirmd por electroforesis en gel de poliacrilamida
(PAGE) dodecil sulfato de sodio (SDS) (Phast-system, Pharmacia, Suecia) y por
cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), usando una columna C18 y un
gradiente lineal de metanol (acuoso) 60% / 0,1% TFA e isopropanol / 0,1% TFA
(Gustafsson, M. et al. (1997) Biochem. J. 326, 799-806).

Las masas moleculares se determinaron por espectrometria de masa por
desorcion ionizacion laser asistido por matriz - tiempo de vuelo (MALDI-TOF)
(Lasermat 2000, Finnigan MAT) calibrado con péptido vasoactivo intestinal (M, 3326,8).

La estructura secundaria del péptido se investigdb usando espectroscopia por
dicroismo circular (CD) (Jasco-720 Jasco, Japan). Luego de la solubilizacién con
trifluoroetanol (TFE) se registraron los espectros de 260 a 184 nm con una velocidad
de barrido de 20 nm/min y una resolucién de 2 puntos por nm. Se calculé la elipticidad
molar residual y se expresé en kdeg x cm?/dmol. Las elipticidades molares a 208 y 222
nm se utilizaron para estimar el contenido de estructura helicoidal (Barrow, C.J. et al.

(1992) J. Mol. Biol. 225, 1075-1093).
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Las ’investigaciones sobre la estructura secundaria de la SP-C(LKS) usando
espectroscopia CD mostraron un espectro tipico de péptidos a-helicoidales y se estimo
un contenido de hélices o de aproximadamente 75% a partir de los minimos a 208 y
222 nm. la estructura secundaria permanecié estable luego de la dilucién a pasos con
agua hasta un 12% TFE con la condicion de que el péptido fuera solubilizado en TFE.

El SDS-PAGE de la SP-C(LKS) mostré una banda Gnica similar a la de la SP-C

nativa, mientras que la SP-C(Leu), la cual no tiene Lys en la parte helicoidal, forma |

o’l'i@*lﬂe_rg_sd. En contraste a nuestra experiencia con mezclas SP-C(Leu)/lipido, las
cuales son dificiles de solubilizar en concentraciones mayores de 20 mg/mi (Nilsson, G.
et al. (1998) Eur. J. Biochem. 285, 116-124), se pudo realizar una mezcla SP-
Q(LKS)/lipigio con una concentraciébn de lipido de 80 mg/ml y una relacion
polipé;’;{&oﬂipido de 0,03.

Ejemplo 3: Preparaciéon de mezclas péptido/lipido

El DPPC, PG y PA fueron adquiridos en Sigma Chemical Co. (St. Louis MO). Los
lipidos, disueltos en cloroformo/metanol 98:2 (v/v), se mezclaron en las proporciones
DPPC:PG:PA de 68:22:9 (p/p/p) o DPPC:PG de 7.3 (p/p). Las preparaciones de los
tensioactivos se realizaron agregando SP-C(LKS) solo o SP-C(LKS) y SP-B a cada una
de las mezclas de lipidos, a una relacion en peso de péptido total/lipido de 0 - 0,05.
Las mezclas se evaporaron bajo nitrégeno y fueron suspendidas nuevamente en NaCl
150 mmol/l o en 10 mmol/l de regulador de pH Hepes de pH 6,9 que contiene 140
mmol/l de NaCl y 2,0 mmol/l de CaCl,, a una concentracion de lipido de 10-80 mg/ml.
Se realizaron congelamientos y sonicaciones repetidas veces (50 W, 48 kHz) hasta
alcanzar suspensiones homogéneas. En algunos casos las suspensiones finales se
incubaron a 45 °C por 1 hora.

Las preparaciones de tensioactivos suspendidas en NaCl 150 mmol/l tienen un
pH de 3,5 - 5,5. Los menores valores de pH, 3,5 a 4,5 se observaron en las
preparaciones que contienen SP-B. Como el SP-B nativo se purifica usando solventes
organicos acidificados (Curstedt, T. et al. (1987) Eur. J. Biochem, 168, 255-262), en las
preparaciones pueden permanecer pequefas cantidades de acido. Se obtuvo un pH
cercano al fisioldgico suspendiendo la preparacion tensioactiva en regulador de pH

Hepes de pH 6,9, que contiene 140 mmol/l de NaCl y 2 mmol/l de CaCl, (Tabla 1).

T
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Comparando con las preparaciones correspondientes en solucién salina no regulada
no hubo cambios en ymin 0 Ymax Cuando se us6 DPPC/PG 7:3 (p/p) como mezcla de
lipidos. Sin embargo, cuando se incluy6 el PA en la mezcla de lipidos, ambos, Ymin Y Ymax

aumentaron en el mayor pH (Tablas 1y 2).

TABLA 1: Propiedades de superficie de las preparaciones de tensioactivo
artificial en solucion fisiolégica salina.

La mediciones se llevaron a cabo directamente luego de la preparacion de las
muestras o luego de la incubacion por 1 hora a 45 °C. La concentracion de los
fosfolipidos fue de 10 mg/ml en NaCl 150 mmol/l. Los registros se obtuvieron a
diferentes periodos de tiempo con un tensiometro de burbuja pulsante a 37 °C, 50% de
compresién de superficie y a una velocidad de 40 ciclos por minuto. Los valores son los

medios (desviacion estandar) de 3-5 mediciones. Las abreviaturas estan definidas en

el texto.
Preparacion del tensioactivo Tensién superficial (mN/m)
Temperatura
SP-C (LKS) SP-B Fosfolipidos | de incubacion 7.5 seq. 1 min. 5 min.
(% plp) (% plp) Ymin = Ymax | Ymin ~ Ymax | Ymin = Ymax
YA
< 3 - DPPC/PG/P - <1 41(1) [ <1 41(1) | <1 41(0)
A
3 - DPPC/PG/P 45 °C <1 41(1) ) <1 41(1) | <1 41(1)
A
3 2 DPPC/PG/P - <1 33(2){ <1 33(2) (<1 33(2)
A
3 2 DPPC/PG/P 45 °C <1 34(2) | <1 34(2) | <1 25(2)
A
3 - DPPC/PG - 12 39(5) | 14(4) 42(4) | 9(5) 42(2)
3 - DPPC/PG 45°C 8(3) 35(5)| 9(3) 39(5) | 6(4) 42(3)
2 DPPC/PG - 2(1)  31(1)| 2(1) 31(3) | 2(1) 33(1)
2 DPPC/PG 45°C 3(3) 29(3)[ 1(1) 33(2) | 1(0) 36(1)
1 DPPC/PG - <1 24(4) | 1(2) 26(4) (<1 31(1)
0,5 DPPC/PG 45 °C 42) 29(1) | 43) 29(2) | 3(1) 34(2)

TABLA 2: Propiedades superficiales de las preparaciones de tensioactivo

artificial en solucién salina a pH regulado.

/Y
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La mediciones se llevaron a cabo sobre muestras que contienen fosfolipidos a
una concentraciéon de 10 mg/ml en regulador de pH Hepes (pH 6,9) que contiene 140
mmol/l de NaCl y 2,0 mmol/l de CaCl,. Los registros se obtuvieron a diferentes periodos
de tiempo con un tensiémetro de burbuja pulsante a 37 °C, 50% de compresiéon de
superficie y a una velocidad de 40 ciclos por minuto. Los valores son los medios

(desviacion estandar) de 3-5 mediciones. Las abreviaturas estan definidas en el texto.

Preparacién del tensioactivo Tensién superficial (mMN/m)
SP-C (LKS) SP-B Fosfolipidos 7,5 seg. 1 min. 5 min.
(% pfp) (% pfp) Ymin = Ymax Ymin = Ymax Ymin = Ymax
3 - DPPC/IPG/PA| 4(1) 44(2) | 5(2) 47(2) 7(2) 50(1)
3 2 DPPC/PG/PA| 3(3) 38(3) | 4(4) 40(2) 3(3) 4402
3 2 DPPC/PG | 15(3) 39(4) | 16(2) 42(3) | 13(3) 44(3)
3 2 DPPC/PG | 2(2) 26(3) | 1(1) 29(3) | <1 35(1)

Ejemplo 4: Preparacién de mezclas de fosfolipidos con SP-C(LKS) y polimixina B.

El DPPC y el PG se adquirieron en Sigma Chemical Co. (St. Louis MO). Los
fosfolipidos, disueltos en cloroformo/metanol 98:2 (v/v), se mezclaron en proporciones
DPPC/PG 7:3 (p/p). La SP-C(LKS) se agregdé a las mezclas de fosfolipido a una
relacion en peso de péptido total/fosfolipido de 0,03. Las mezclas se evaporaron bajo
nitrégeno y se suspendieron nuevamente a temperatura ambiente en regulador de pH
Hepes de pH 6,9 de 10 mmol/l que contiene 140 mmol/l de NaCl y 2,0 mmol/l de CaCl;
o en el mismo regulador que contiene 0,01 % de polimixina B (PxB) de Sigma Chemical
Co. (St. Louis MO). Se realizaron congelamientos y sonicaciones repetidas veces (50
W, 48 kHz) hasta alcanzar suspensiones homogéneas. La concentracion final de
fosfolipido para ambas preparaciones fue de 10 mg/ml. La adiciéon de PxB disminuy6

tanto ymin COMO Ymax Y S€ Obtuvo una éptima actividad superficial (Tabla 3).

TABLA 3: Propiedades superficiales de un tensioactivo artificial con y sin la
adicién de polimixina B.

Los registros se obtuvieron a diferentes periodos de tiempo con un tensiémetro
de burbuja pulsante a 37 °C y 50% de compresién de superficie y a una velocidad de
40 ciclos por minuto. Los valores son los medios (desviacién estandar) de 5 a 11

mediciones. Las abreviaturas estan definidas en el texto.
Tensién superficial (mN/m) |

| Preparacién del tensioactivo |
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SP-C (LKS) PxB Fosfolipidos 7.5 seg. 1 min. 5 min.
(% p/p) (% plp) Ymin = Ymax Ymin = Ymax Ymin = Ymax
3 - DPPC/PG 15(3) 39(4) | 16(2) 42(3) | 13(3) 44(3)
3 1 DPPC/PG 3(2) 29(3) 2(2) 31(4) 1(1) 34(2)

Ejemplo 5: Caracterizacién biofisica

La cinética de dispersion sobre la superficie se midié a aproximadamente 34 - 37
°C con una balanza de Wilhelmy (Biegler, Viena, Austria). La tension superficial se
midi6 durante 10 minutos usando una placa de platino conectada a una celda de
tensién e insertada 1 mm en una hipofase de 20 ml de NaCl de 150 mmol/l en un canal
de Teflén. Las suspensiones se agregaron de a gotas, totalizando 1 mg de lipidos,
sobre la hipofase, a 4 cm de la placa de platino.

Las mediciones cinéticas de SP-C(LKS) al 3 % en peso en DPPC/PG 7:3 (p/ﬁi
usando la balanza de Wilhelmy mostraron una rapida dispersion con una tensién
superficial de 28 mN/m luego de 3 segundos (Fig. 2). La dispersién fue de alguna
manera mas lenta usando SP-C(LKS) al 1 % en peso en la misma mezcla de lipidos
(los datos no se muestran). La adicion de SP-B al 2 % en peso no cambia en forma
significativa la velocidad de dispersion o la tension superficial de equilibrio (Fig. 2). No
se observaron mejoras luego de la incubacion de la mezcla por 1 h. a 45 °C (los datos
no se muestran). Se obtuvieron resultados similares con DPPC:PG:PA, 68:22:9 (p/p/p)
como mezcla de lipidos (los datos no se muestran).

La tension superficial dinamica se registré6 usando un tensiémetro de burbuja
pulsante (Surfactometer International, Toronto, Canadd) a 37 °C durante una
compresion ciclica del 50% de la superficie de la burbuja a una frecuencia de 40 ciclos
por minuto. Todas las mediciones se realizaron por 5 minutos y a una concentraciéon de
lipido de 10 mg/ml. Los gradientes de presion a través de la pared de (a burbuja se
midieron a intervalos de tiempo especificos y se usaron para calcular la tension
superficial al minimo (ymin) Y al maximo (ymax) tamano de burbuja. |

En el tensiébmetro de burbuja pulsante, un 3 % en peso de SP-C(LKS) en
DPPC:PG:PA, 68:22:9 (p/p/p) produjo una tension superficial menor de 1 mN/m al
minimo radio de burbuja (ymin) mientras que se observo un ymi, de 9 - 14 mN/m con un 3
% en peso de SP-C(LKS) en DPPC:PG, 7:3 (p/p) (Tabla 1). La tensién superficial al

maximo radio de burbuja (yma) fue de aproximadamente 40 mN/m en ambos casos. La

Z4
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adicion de un 2 % en peso de SP-B di6 valores de ymax de 31 a 33 mN/my yminde 0 - 2
mN/m para ambas preparaciones de lipido. Estos valores son muy similares a aquéllos
obtenidos con preparaciones de tensioactivo aisladas de fuentes naturales (Robertson,
B. et al. (1990) Prog. Respir. Res. 25, 237-246). La incubacién de las preparaciones a
45 °C por 1 hora no tuvo un efecto significativo sobre la actividad superficial (Tabla 1).
Disminuyendo la cantidad de SP-B al 0,5 % en peso en la mezcla de 3 % en peso de
SP-C(LKS) en DPPC:PG, 7:3 (p/p) se tiende a aumentar el ymn aunque los resultados
no alcanzan una significacion estadistica (Tabla 1). En contraste al SP-B, la adicion de
2 % en peso de KL, (Cochrane, C.G. and Revak, S.D. (1991) Science 254, 566-568) en
la mezcla de 3 % en peso de SP-C(LKS) en DPPC:PG:PA,68:22:9 (p/p/p) no redujo el
Ymax qUE permanecio relativamente alto en 41-42 mN/m. -
Ejemplo 6: Comparacién entre mezclas que contienen péptidos deo referencia
dipaimitoilados y no palmitoilados.

Las preparaciones de tensioactivo se hicieron por adicion de un 3 % en peso de
SP-C(Leu) o SPC(Leu) dipalmitoilada a cada mezcla de lipidos hechas de
DPPC.PG:PA, 68:22:9 (p/p/p). Las mezclas se evaporaron bajo nitrogeno y fueron
suspendidas nuevamente en NaCl 150 mmol/i a una concentracion de lipidos de 10
mg/ml. En las muestras en las cuales también se us6 un sustituyente de la SP-B, se
agreg6 un 1 % en peso de polimixina B.

Las mezclas que contienen SP-C(Leu) dipaimitoilado, con o sin polimixina B,

exhiben una mejora significativa especialmente en la reduccion del ymax @ 5 min. y del

Ymin @ intervalos de tiempo mas tempranos.

TABLA 4: Propiedades superficiales

La tensién superficial de las muestras se obtuvo con un tensiémetro de burbuja
pulsante. Luego de dos minutos de alcanzar el equilibrio, se obtuvieron los registros a
diferentes periodos, a 37 °C y 50% de compresion de superficie y a una velocidad de

40 ciclos por minuto.

Preparacion del tensioactivo Tensién superficial (MN/m)
SP-C(Leu)
SP-C(Leu) | dipaimitoil. PxB 7.5 seq. 1 min. 5 min.
(% p/p) (% pip) (% p/p) Ymin = Ymax _Ymin_ = Ymax Ymin = Ymax
1 11 39 6,2 39 2 42
1 1 3 37 3 38 0 40
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1 1 34 1 35 1 36 l
L 1 1 0o 29 0 34 035

Ejemplo 7: Determinacién in vivo

El efecto de la terapia con tensioactivos sobre las propiedades mecanicas de los
pulmones inmaduros se evalu6 en 9 conejos nacidos antes de término con una edad
gestacional de 27 dias. A los animales se les realizd una traqueotomia al nacer y cinco

de ellos recibieron, via la canula traqueal, dos veces 2,5 mi/kg de tensioactivo artificial

que contenia DPPC, PG, y SP-C (LKS), con o sin poliximina B, en las proporciones

indicadas arriba. La concentracion total de fosfolipido del material tensioactivo exégeno
fue de 40 mg/mi. Dos animales sirvieron como control negativo no recibiendo ningan
material via tubo traqueal, y otros dos sirvieron como control positivo siendo tratados
con la misma dosis del tensioactivo natural modificado (Curosurf, Chiesi Farmaceutici
Spa, Parma, ltalia) diluido a 40 mg/ml. Un animal fue tratado con una mezcla de DPCC
y PG en salina (la misma concentracion anterior) a una dosis de 2,5 mi/kg. Todos los
animales se mantuvieron en cajas de pletismégrafo corporal a una temperatura de 37
°C y ventilados en paralelo por 60 minutos con oxigeno 100%, usando un Servo
Ventilador 900B (Siemens-Elema, Solna, Suecia) puesto a una frecuencia de 40 min. y
50% de tiempo de inspiracion. Los volimenes periédicos se midieron con un
neumotacografo conectado a cada caja de pletismografo. Los animales fueron
ventilados con un volumen de ventilacibn pulmonar estandar de 8-10 ml/kg y sin
plresic'm de fin de expiracién positiva (PEEP). La concordancia pulmén-torax se definié
como la relacién entre el volumen de ventilaciébn pulmonar y el pico de presion de
inspiracion , y se expres6 como mi/cm H,0O. kg.

 En comparacién con los animales de control no tratados, la concordancia
pulmén-torax mejoré en forma significativa en los animales tratados con el tensioactivo
artificial, especialmente en el animal que recibia el tensioactivo que contiene polimixina
B. Notablemente, la mejora parece ser superior a la vista luego del tratamiento con una
dosis similar de tensioactivo natural modificado (Fig. 3).

Breve descripcidn de las figuras.

Fig. 1: Secuencias de aminoacidos y presentaciones de la rueda helicoidal de la

SP-C y sus analogos.

/A
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La secuencia de SP-C humana esta tomada de Johansson, J. et al. (1988) FEBS
Lett. 232, 61-64 y la de la SP-C(Leu) de Nilsson, G. et al.(1998) Eur. J. Biochem. 255,
116-124. La SP-C(LKS) esta basada en la estructura primaria del SP-C pero todos los
residuos Val en las posiciones 16-28 con la excepcion de la posicion 17 estan
reemplazados por residuos Leu, los residuos Lis han sido introducidos en las
posiciones 17, 22 y 27, y la Cis palmitoilada en las posiciones 5 y 6 esta reemplazada
con Ser.._.

Fig. 2 Dispersién en la superficie de las preparaciones de tensioactivos
sintéticos.

Cinética de dispersion de la SP-C(LKS) al 3 % en peso (cuadrados llenos, linea
continua) y de la SP-C(LKS) al 3 % en peso con la adicién de un 2 % en peso de SP-B
(triangulos abiertos, linea punteada). Todas las preparaciones fueron examinadas a
una concentracién de 10 mg/ml de DPPC:PG, 7:3 (p/p) en NaCl 150 mmol/l. Los
registros se obtuvieron con una balanza Wilhelmy y cada punto es la media de tres
diferentes registros.

Fig. 3 Resultados in vivo.

‘Concordancia pulmén-torax en 5 conejos nacidos antes de término con una edad
gestacional de 27 dias ventilados con un volumen de ventilacién pulmonar estandar de
8 - 10 mi/kg y sin presion de fin de expiracion positiva (PEEP). La concordancia
pulmén-torax es mejorada en forma significativa en los animales tratados. La adicion de
polimixina B (PxB) parece aumentar el efecfo del tensioactivo artificial. La
concentracion de fosfolipidos es la misma en todas las preparaciones de tensioactivos,

es decir 40 mg/ml.
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REIVINDICACIONES::

1. Analogos de SP-C CARACTERIZADOS PORQUE que tienen la formula general

(I), de acuerdo al coédigo de aminoacidos de una letra:
FeGAPZZPVHLKR(X.B)(XsB)a(X:B)mX4GALLMGL i1}

donde:

X es un aminoacido seleccionado a partir del grupo formado por V, |, L, Nie

(norleucina);

B es un aminoacido seleccionado a partir del grupo formado por ornitina, K, I, W, F, Y,

Q, N;

Z es un aminoacido seleccionado a partir del grupo formado por S, C, F donde los

residuos Ser o Cis, en forma opcional, estan unidos via uniones éster o tioéster con

grupos acilo que contienen de 12 a 22 atomos de carbono,

aesunenterode 1a19

bes unenterode 1a 19

c es un entero de 1 a 21

d es un entero de 0 a 20

ees0o1

fesOo1

nes0o1

mesQo1

con las condiciones siguientes:

n+m>0,

f>e

(XB)(XuB)n(X:B)mXs €s una secuencia que tiene un total de 22 aminoacidos,

preferiblemente de 10 a 22 aminoAcidos.

2. Analogos de SP-C de acuerdo a la reivindicacion 1 CARACTERIZADOS

PORQUE tienen la férmula (1a):

(1a) FGIPSSPVHLKRX48X48X.,BXGALLMGL

3. Analogos de SP-C de acuerdo a la reivindicacion 1 CARACTERIZADOS

PORQUE tienen la férmula (Ib):

(Ib) FGIPSSPVHLKRXsBXsBX,;GALLMGL

&
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4, Analogos de SP-C de acuerdo a la reivindicacion 1 CARACTERIZADOS
PORQUE tienen la férmula (Ic):

(Ic) FGIPSSPVHLKRXBX GALLMGL

5. Analogos de SP-C de acuerdo a la reivindicacion 1 CARACTERIZADOS
PORQUE tienen la formula (Id):

(Id) FGIPSSPVHLKRXsBX;GALLMGL

6. Andlogos de SP-C de acuerdo a la reivindicacion 1 CARACTERIZADOS
PORQUE tienen la formula (le):

(e) FGIPSSPVHLKRX,BX,GALLMGL ’

7. Analogos de SP-C de acuerdo a las reivindicaciones 1 a 6 CARACTERIZADOS
PORQUE los residuos Ser estan acilados preferiblemente con grupos palmitoilo.

8. Analogos de SP-C de acuerdo a las reivindicaciones 1 a 7 CARACTERIZADOS
PORQUE B es Lisina o Fenilalanina y X es Leucina, Isoleucina o Norleucina.

9. Andlogos de SP-C de acuerdo a la reivindicacion 8 CARACTERIZADOS

PORQUE estan seleccionado a partir del grupo formado por:

SP-C (LKS) FGIPSSPVHLKRLLILKLLLLKILLLKLGALLMGL
SP-C (LKS), FGIPSSPVHLKRLLILLKLLLLIKLLILGALLMGL
SP-C (LKS), FGIPSSPVHLKRLLILKLLLLLILLLILGALLMGL
SP-C (LKS); FGIPSSPVHLKRLLILLLLLKLILLLILGALLMGL
SP—C (LKS)4 FGIPSSPVHLKRLLILLLLLLLIKLLILGALLMGL
SP-C (LFS) FGIPSSPVHLKRLLILFLLLLFILLLFLGALLMGL

10. Un tensioactivo sintético CARACTERIZADO PORQUE comprende por lo menos
un analogo de SP-C de la formula (I) en una mezcla con lipidos y fosfolipidos.

11.  Un tensioactivo sintético de acuerdo a la reivindicacion 9 CARACTERIZADO
PORQUE la mezcla de lipidos/fosfolipidos comprende DPPG, PG, PA.

12. Un tensioactivo sintético de acuerdo a las reivindicaciones. 10 - 11
CARACTERIZADO PORQUE ademas comprende SP-B o un derivado activo del mismo
o una polimixina.

13.  Un tensioactivo sintético de acuerdo a las reivindicaciones 10 - 12
CARACTERIZADO PORQUE esta en forma de solucion, dispersion, suspension, o

polvo seco.

2/
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‘1‘9 El uso de analogos de SP-C de las reivindicaciones 1 a 7 para la preparacion de
un tensioactivo sintético para ser usado en todos los casos de deficiencia de
tensioactivo.

@ El uso de polimixina, preferiblemente la polimixina B para la preparacién de un
tensioactivo artificial de acuerdo a las reivindicaciones 10 - 13, para el tratamiento de
todos los casos de deficiencia o disfuncion de tensioactivo, enfermedades pulmonares
relacionadas tales como neumonia, bronquitis, asma, sindrome de aspiracion de
meconio y también otras enfermedades tales como la otitis media serosa (adhesiva).

El uso de acuerdo a las reivindicaciones 14 y 15 CARACTERIZADO PORQUE la

deficiencia del tensioactivo es el sindrome de dificultad respiratoria.

’C
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PEPTIDOS ARTIFICIALES QUE TIENEN ACTIVIDAD SUPERFICIAL Y EL USO DE
LOS MISMOS EN LA PREPARACION DE UN TENSIOACTIVO ARTIFICIAL
RESUMEN
Se describen péptidos artificiales analogos de la SP-C que tienen actividad
superficial, y su uso para la preparacion de tensioactivos artificiales utiles en el
tratamiento del sindrome de dificultad respiratoria (RDS) y otras enfermedades

relacionadas a deficiencia o disfunciéon de tensioactivo.
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Pe.vret EXAMEN DE FORMA
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Practicado el examen de acuerdo a lo establecido en el Art. 21 de la Decision 344 se determiné que esta
solicitud de Patente de Invencion:

si1d NnoQd
sid NoQ
si@’'No O

sid No O
si@NoQ
si@ NoQ

st noO
s no O

SIEfNoEI
Sigr Nod

sid noQ
sid NnoQ

s1 @No Qd

Contiene la identificacion correcta del inventor (Art.8, Art.13-a).
Contiene la identificacion correcta del solicitante (Articulo 13-a).

Contiene el resumen con el objeto y finalidad de la invencion en forma correcta
(Art.13-e).

Contiene el titulo o nombre de la invencion en forma correcta (Art.13-b).

Contiene la descripcion clara y completa de la invencidn (Art.13-c).

Contiene los dibujos correctos (Art.14-c junto con el literal d) del Art. 4 del Dto.
117 del 94).

Contiene las unidades de medida en el sistema exigido (Art.14-c junto con el
Decreto 3464 del 26 de diciembre de 1980).

Contiene una o mas reivindicaciones, en forma correcta, que precisen la materia
para la cual se solicita la proteccion mediante la patente (Art.13-d).

Contiene el extracto de acuerdo con el literal c) del articulo 4 del Dto. 117 /94.

Contiene el arte final del dibujo caracteristico de acuerdo con el literal c) del
articulo 4 y el articulo 27 del Dto. 117 /94.

Contiene la tarjeta del Archivo Tematico [formato P-104] en forma correcta
(Art.14-c junto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94).

Contiene la tarjeta del Archivo de Propietarios [formato P-105] en forma correcta
(Art.14-c junto con el literal b) del articulo 4 del Dto. 117 /94).

CUMPLE LOS REQUISITOS TECNICOS

OBSERVACIONES Y OTROS: SI NO K ver hoja(s) anexa(s)

Santa Fe de Bogot, D.C., | D dle albnl /OQ :

WG

EXAMINADOR TECNICO
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Practicado el examen juridico de acuerdo con lo establecido en el art. 21 de la Decision
344 se determind que esta solicitud de Patente de Invencion:

| Sl[ ] NO|[x] NO APLICABLE [ ] Presento los poderes necesarios en
forma correcta (Decision 344, art. 14-a).

SI[ 1  NO[x] NO APLICABLE[ 1 Acreditd, en forma correcta, la
e esentacion de la persona juridica solicitante
ecision 344, literal g) del art. 4 del Decreto

[ ]Presentd, en forma correcta el

o'de la solicitud de la cual se reivindica prioridad
enio de Paris; Concepto: 5 de enero de 1999

UISITOS JURIDICOS

DE PARIS: En todo caso, debera presentar
dministracion ecibio la solicitud de la cual
plazo de tres (3) meses,
sterior. La omisiéon de esta

deposito de la
dida del derecho d

sctos FORMALES indicados en la Decisién

Se récomienda PUBLICAR el extracto correspondiente.

» febrero del 2000.

Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5°y 10°
Conmutador 334 1221-2-34
Fax 281 3125
Santafé de Bogota, D.C. - Colombia
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DIVISION DE NUEVAS CREACIONES

'EXPEDIENTE 00-09307

AUTO 381

DISPONE

eria al doctor XXXXXXXXX como apoderado
tos del poder conferido. '

blece el articulo 22 de la Decisién 344 de la
se al solicitante, para que dentro del plazo
echa de notificacion del auto, presente

\UEVAS CREACIONES,

Santafé de Bogota D.C.  en estado de esta misma

echa.

SOLICITO PRORROGA TERMINO SI  NO

VENCIMIENTO TERMINO PRORROGA

pmuy SUPERINTENDENCIA
* DE INDUSTRIA
= Y COMERCIO
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Carrera 13 N° 27-00 Pisos 5° y 10°
Conmutador 334 1221-2-3-4

Fax 281 3125

Santafé de Bogota, D.C. - Colombia
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