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“USO DE UM PEPTIDEO TIPO APL PARA O TRATAMENTO DE
DOENCAS INFLAMATORIAS INTESTINAIS E DIABETES TIPO I”

Campo da técnica

Apresente invengdo se refere ao campo da medicina,
particularmente com a utilizacdo de um peptideo modificado tipo APL (do
inglés Altered Peptide Ligand, abreviado APL) ou seus andlogos no
tratamento de doencas inflamatodrias intestinais (como a doenga de Crohn e a
colite ulcerativa) e do diabetes melito tipo I.

Estado da técnica anterior

As doengas inflamatérias intestinais, como a doenca de Crohn
e a colite ulcerativa, produzem como resultado a ativacdo dos dois linf6citos
T da lamina prépria do trato gastrointestinal que exercem funcdes efetuadoras
potentes dirigidas contra a flora bacteriana. No entanto, o mecanismo exato
que guia a ativagdo cronica destes linfocitos ndo € conhecido (Balfour R
(2006) Mechanism of Disease: pathogenesis of Crohn’s disease and ulcerative
colitis. Nature clinical practice Gastroenterology and Hepatology 3 (7): 390-
407).

Aproximadamente 2x10* bactérias residem no trato
gastrointestinal, e esta pressdo imunoldgica representa um grande desafio ao
sistema imune que tem realizar um equilibrio entre uma resposta apropriada
aos organismos patogénicos € a tolerancia aos organismos nio patogénicos. O
sistema imune da mucosa possui mecanismos para evitar uma resposta
inflamatoria desnecessaria ou descontrolada. Dentro destes mecanismos a
diminui¢do de linfécitos T ativados por apoptose € muito importante
(Peppelenbosch MP and van Deventer SJH (2004) T cell apoptosis and
inflammatory bowel disease Gut 53: 1556-1558).

O sistema imune em condigdes normais € capaz de eliminar
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rapidamente a infec¢fo de bactérias entéricas patogé€nicas, diminuir a resposta
imune inata e reparar a mucosa afetada sem estimular uma resposta de células
T. No entanto, o sistema imune de hospedeiros suscetiveis geneticamente, ndo
¢ capaz de montar uma resposta inata apropriada e/ou gerar uma resposta
imune tolerogénica a agentes microbianos bacterianas, para o qual se ativa a
resposta de células T patogé€nicas a bactérias bacterianas, o que conduz a
inflamagdo intestinal cronica (Podolsky DK (2002) Inflammatory bowel
disease N Engl J Med 347: 417-29). Consequentemente, nas doengas
inflamatorias intestinais € produzida uma falha nos mecanismos que
controlam apropriadamente os processos inflamatérios iniciados por fatores
ambientais, como no caso de uma infecgdo intestinal aguda. A resisténcia a
apoptose das células T, a perda de sinais inibidores e a exposi¢do continua a
antigenos luminais e adjuvantes ajudam a sustentar a resposta inflamatdria
(Mudter J and Neurath MF (2007) Apoptosis of T cells and the controlo f
inflammatory bowel disease: therapeutic implications Gut 56:293 - 303).

Na doenca de Crohn ocorre um recrutamento ativo de
macrofagos, neutrofilos e células T para o intestino, o que induz a um
incremento na expressdo de moléculas co-estimuladoras e de adesdo, assim
como de citocinas proinflamatérias relacionadas com a resposta celular de
tipo THI1 (do inglés T cell helper 1, abreviado TH1), como por exemplo: a
interleucina (IL)- 6 (IL-6) e fator de necrose tumoral alfa (do inglés Tumor
Necrosis Factor, resumido TNF) TNF-o e com a resposta celular do tipo
TH17 (do inglés T cell helper 17, Abreviado TH17) como: IL-12, IL-23 e IL-
27 (Balfour R (2006) Mechanism of Disease: pathogenesis of Crohn’s disease
and ulcerative colitis. Nature clinical practice. Gastroenterology and
Hepatology 3 (7): 390-407).

O nimero de células inflamatorias no intestino € determinado
pelo recrutamento, proliferagdo e morte por necrose ou apoptose destas

células. Na mucosa intestinal normal, as células T da l4mina propria sdo
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suscetiveis de morte celular induzida por ativa¢do (ou através do sistema do
Fas/Fas ligante), ou que consegue controla a proliferagdo o linfocitaria (Bu P
et al. (2001) Apoptosis: one of the mechanisms that maintains
unresponsiveness of the intestinal mucosal immune system. J Immunol 166:
6399-6403). No entanto, existem numerosos relatos na literatura que indicam
que as células T da ldmina propria de pacientes com a doenga de Crohn sdo
resistentes a apoptose, o que pode conduzir a uma populagdo expandida de
células TH1 efetoras ativadas que podem contribuir para perpetuar a doenga e
inflamacdo cronica (Boirivant M et al. (1999) Lamina propia T células in
Crohn’s disease and other gastrointestinal inflammation show defective CD2
pathway-induced apoptosis. Gastroenterology 116: 557-565).

Por um lado, nas células T de mucosas pacientes com a doenga
de Crohn existe um desequilibrio entre a propor¢do de moléculas anti-
apoptoticas como Bcl-2 e pro-apoptoéticas como Bax, a favor das moléculas
anti-apoptdticas, o que favorece a sobrevida destas células (Ina K et al. (1999)
Resistence of Crohn’s disease T cells to multiple apoptotic is associated with
Bcl2/Bax. mucosal J Immunol 163:1081 - 90; Itoh J et al. (2001) Decrease
Bax expression by mucosal T cells favours resistance to apoptosis in Crohn’s
disease. Gut 49: 35-41 ). Por outro lado, Sturm e colaboradores estudaram as
propriedades do ciclo celular de células T de mucosas de pacientes com a
doenca de Crohn, com colite ulcerativa e de controles saudaveis. Eles
comprovaram que as células T das mucosas de pacientes com doenga de
Crohn tem uma grande capacidade para se expandir porque seu ciclo celular
progride mais rapidamente do que as células dos pacientes com colite
ulcerativa ou de controles saudaveis. Isso poderia explica porque a mucosa de
pacientes com a doenca de Crohn possuem um excesso de células T, o que
indica um estado de hiperreatividade e de que produza a perda de tolerincia
as bactérias bacterianas. Sturm A et al. (2004) Divergent cell cycle kinetics

underlies the distinct functional capacity of mucosal T cells in Crohn's disease
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and ulcerative colitis. Gut 53:1624-1631).

Essas evidéncias experimentais suportam o fato de que a
doenca de Crohn é uma doengca em que os eventos da proliferagéo celular
ultrapassa o de morte por apoptose, o que implica na acumulagdo de células T
reativas no local da inflamag@o, que parece ser um fator importante na
patogénese da doenga. Neste sentido, os agentes teraputicos mais poderosos
utilizados no tratamento desta doenca sdo aqueles que induzem a apoptose das
células T e em alguns casos mondcitos, como por exemplo: anti-TNFa
(Lugering A et al (2001) Infliximab induces apoptosis in monocytes from
patients with chronic active Crohn's disease by using a caspase dependent
pathway. Gastroenterology 121: 1145-57), anti-IL-12 (Stallmach A et al
(2004). An interleukin 12 p40-1gG2b fusion protein abrogates T cell mediated
inflammation: anti-inflammatory activity in Crohn's disease and experimental
colitis in vivo. Gut 53: 339-45) ou anticorpos contra o receptor de IL-6
(Atreya R et al. (2000) Blockade of interleukin 6 trans-signaling suppresses
T-cell resistance against apoptosis in chronic intestinal inflammation:
evidence in Crohn's disease and experimental colitis in vivo. Nat Med 6: 583-
588). Em particular, os anticorpos anti-TNFa sdo uma opg¢do importante para
induzir longos periodos de remissdo em pacientes refratarios ao tratamento
com esteroides.

O Infliximab ¢ um anticorpo monoclonal (AcM) quimérico
que contém a regido murina variavel e a regido constante da molécula IgGl
humana que se une com grande afinidade e especificidade ao TNFa e ao que é
produzido nas membranas circulante (Knight DM et al. (1993) Construction
and initial characterization of a mouse-human chimeric anti-TNF antibody.
Mol Immunol 30: 1443-1453).

O Etanercept ¢ uma proteina de fusdo recombinante que
contém duas cadeias monoméricas da parte soluvel do receptor do tipo II

TNFa humano, unidas a por¢do Fc da imunoglobulina G1 (IgG1) humana



10

15

20

25

(Mohler KM et al. (1993) Soluble tumor necrosis factor (TNF) receptors are
effective therapeutic agents in lethal endotoxemia and function
simultaneously as both TNF carriers and TNF antagonists. J Immunol 151:
1548-1561). A referida molécula de fusdo tem sido utilizada com sucesso no
tratamento de outras doengas inflamatdrias, como artrite reumatéide (AR)
(Moreland LW et al. (1999) Etanercept therapy in rheumatoid arthritis. A
randomized, controlled trial. Ann Intern Med 130: 478-486). No entanto, o

Etanercept ao contrario do Infliximab n#o oferece nenhum beneficio clinico

- na doen¢a de Crohn. Van den Brande e colaboradores mostraram que a

diferencga na eficacia de ambas as drogas no tratamento da doenga de Crohn se
deve a capacidade do Infliximab para induzir a apoptose de mondcitos e de
células T ativadas na lamina prdpria (Van den Brande JMH et al. (2003)
Infliximab but not Etanercet induces apoptosis in lamina propia T-
Lymphocytes from patients with Crohn's disease. Gastroenterology 124:
1774-1785). O Etanercept ndo induz a apoptose dessas células, o, que sugere
que o Infliximab seja eficaz na doenga de Crohn por causa de seus efeitos pro-
apoptoticos.

Os resultados obtidos na clinica, em pacientes com doenca de
Crohn com o uso do Infliximab e outras drogas que induzem apoptose das
células T sugeriram que o restabelecimento deste mecanismo no
compartimento de células T da mucosa pode ser um fator importante o
sucesso do tratamento da doenga de Crohn.

Atualmente, a terapia de maior sucesso que se aplica ao
tratamento de pacientes com doenca de Crohn € precisamente a administragdo
do Infliximab. Esta terapia também foi aplicada com resultados animadores
em pacientes com colite ulcerativa. No entanto, esta terapia produz um
conjunto de reagdes adversas como o aumento da incidéncia nestes doentes de
doencas como a tuberculose e a microplasmose devido a imunossupressdo

generalizada que produz (Kooloos WM. (2007) Potential role of
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pharmacogenetics in anti-TNF treatment of rheumatoid arthritis and Crohn's
disease. Drug Discovery Today 12: 125-31). E por isso que é um desafio, no
momento, o desenvolvimento de variantes terapéuticas que podem eliminar
especificamente cé€lulas patogénicas sem causar uma imunossupressio
generalizada.

Com este fim, nos ultimos anos retomou-se o uso de
estratégias antigenos-especificos tratando de regular a resposta imune, e ndo

de suprimi-la. Neste linha de trabalho, empregou-se peptideos de

_ autoantigenos nativos ou modificados tipo APL, administrados em condig&es

tais que permitem a inducdo de mecanismos de regulagdo da tolerdncia
periférica (Prakken B et al. (2004) Epitope-specific immunotheraphy induces
immune deviation of proinflamatory T cells in RA. PNAS 12 (101): 4228-33;
Ben-David H et al. (2005) Down-regulation of myasthenogenic T cell
response by a dual altered peptide ligand via CD4+CD25+-regulated events
leading to apoptosis. PNAS 102 (6): 2028-33; Paas-Rozner M et al. (2001)
The nature of the active suppression of responses associated with
experimental autoimmune myasthenia gravis by a dual altered peptide ligand
administered by different routes. PNAS 98 (22): 12642-7).

Os APL sdo analogos de peptideos imunogénicos com uma ou
mais substitui¢des em posi¢des chave de contato com o receptor de células T
ou o Complexo Principal de Histocompatibilidade, o que interfere ou
modifica a cascata de eventos necessarios para a ativagdo completa das
células T (Bielekova B y Martin R (2001) Antigen-specific
immunomodulation via altered peptide ligands. J Mol Med 79: 552-65). A
capacidade de manipular experimentalmente as propriedades intrinsecas de
ligantes peptideo conhecidos permite alterar corretamente a natureza, o curso
e a poténcia da resposta imune celular. O pedido internacional da patente No.
WO 2006/032216 sdo reivindicados peptideos tipo APL, derivados da

proteina de estresse térmico de 60 kDa humano (abreviado Hsp60, do Inglés
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60kDa heat shock protein) assim como o uso de uma preparacédo farmacéutica
compreende estes peptideos no tratamento da AR.

O diabetes melito tipo I, é uma doenga auto-imune orgdo
especifico mediada por células T que destroem as células B do pancreas que
produzem a insulina, o que conduz a uma desregulamentacio do metabolismo
da glicose (Casta no L y Eisenbarth GS (1990) Type-I diabetes: a chronic
autoimmune disease of human, mouse, and rat. Annu Rev Immunol 8: 647-
79). Os Sintomas clinicos desta doenga ocorrem depois de inativarem pelo
sistema imunolégico cerca de 80-90% das células B do pancreas. E por isso
que a terapia atual se direciona a encontrar um método seguro, especifico e
eficaz para apagar o processo autoimune antes que ocorre um dano
permanente nas células B do pancreas e para preservar a produgdo endogena
de insulina. A indugdo de tolerdncia foi um conceito que se estendeu ao
tratamento de diabetes tipo I. Irun Cohen e colaboradores protegeram o uso de
peptideos da Hsp60 humana para o diagnostico e o tratamento desta doenga
(Patente No. US 6682897).

Explicacdo da invencao

A presente invengdo resolve o problema acima, fornecendo um
novo agente terapéutico para o tratamento de doencas inflamatorias intestinais
(doenga de Crohn e a colite ulcerativa) e o diabetes melito tipo I. A esséncia
da invencdo ¢é a utilizagdo de um peptideo imunomodulador tipo APL,
derivado da Hsp60 humana ou seus analogos para a fabricacdo de uma
composi¢do farmac€utica para o tratamento de doengas inflamatodrias
intestinais e diabetes melito tipo I. O referido peptideo, cuja seqiiéncia &
SIDLKDKYKNIGAKLVQLVANNTNEEA ¢ identificado na listagem de
sequéncias como SEQ ID No. 1.

Este peptideo promove a indugdo de apoptose de células T
ativadas na lamina prépria intestinal e do sangue periférico de pacientes com

doenca de Crohn, o que resulta na inibi¢do de clones de células T envolvidas
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na patogénese desta doenga, sem causar uma imunossupressdo inespecifica
como ocorre com o uso de drogas que bloqueiam o TNF-a.

O uso de peptideo imunomodulador tipo APL, ou de seus
analogos no tratamento de doengas inflamatdrias intestinais, se destina a
neutralizar clones de células T envolvidas no processo inflamatério
caracteristico desse tipo de doencga. A preparagdo farmacéutica da invencéo €
caracterizada por sua alta especificidade, ja que é direcionada para a
neutraliza¢do de células T patogénicas, quando estas estdo em um estado de
ativagdo. Isso contribui marcadamente para a seguranca desta preparagéo, ja
que minimiza rea¢des adversas como infecgdes oportunistas causadoras de
tuberculose e microplasmamose associadas a imunossupressdo generalizada
que causadas por drogas como o Infliximab, ou o desenvolvimento de
processos neoplasicos, como por exemplo os linfomas, causados pelo uso de
metotrexato.

O uso do referido peptideos imunomodulador na fabricagéo de
um medicamento para o tratamento da doengas inflamatdrias intestinais
também tem a vantagem de que independentemente de se empregar a via de
administracdo parenteral (intradérmica, subcutdnea ou intravenosa, por
exemplo), seu principio ativo se biodistribui principalmente para o trato
gastrointestinal: estdbmago, intestino delgado e c6lon. Além disso, o peptideo
permanece nesses 0rgdos o tempo necessario para exercer seus mecanismos
biolégicos. Como se discutiu, nas doengas inflamatorias intestinais a ativagao
ndo controlada de células T efetoras dirigidas contra a flora bacteriana, ocorre
precisamente no trato gastrointestinal. A biodistribui¢éo do peptideo para este
lugar, juntamente com a capacidade que tem de induzir a apoptose de células
T patogénicas luminais justifica a razdo para a utilizagdo deste peptideo tipo
APL para o tratamento da doenca de Crohn e a colite ulcerativa. A utilizagdo
da preparacdo farmacéutica da invengdo se estende a outras doencgas

inflamatérias que passam por periodos de crise-remissdo, onde as células T
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auto-reativas também desempenham um papel fundamental, como o diabetes
tipo L.

O pedido internacional de patente No. WO 2006/032216
reivindica o peptideo tipo APL identificado na listagem de sequéncias como
SEQ ID No. 1 assim como o uso de uma preparacdo farmacéutica que
compreende o peptideo no tratamento da AR. No entanto, este pedido de
patente ndo reivindica e nem sugere que esse peptideo possa ser empregado
para o tratamento de doengas inflamatorias intestinais e diabetes melito tipo 1.

As doengas inflamatdrias intestinais ndo s@o consideradas
doengas autoimunes, pois a resposta imune dirigida contra autoantigenos ndo
¢ a responsavel pelo inicio e manutencdo da inflamag@o, pelo menos até agora
ndo se sabe se existem uma relacdo causal com autoantigenos. A origem
destas doengas depende da presenga de flora bacteriana e a resposta imune €
dirigida contra organismos bacterianas. Uma das evidéncias experimentais de
sustentam este fato € que em animais livres de agentes patogénicos ndo ¢é
possivel induzir este tipo de doenga a menos que a flora intestinal seja
reconstituida (Chandran et al. (2003) Inflammatory bowel disease:
dysfunction of GALT and gut bacterial flora (II). Surgedn 1 :125-136; Strober
et al. (2002) The immunology of mucosal models of inflammation. Annu.
Rev. Immunol 20:495-549).

Na patente no US 6682897, Irun Cohen e colaboradores
revelaram o uso de peptideos da Hsp60 humana para o diagndstico e
tratamento do diabetes tipo I. Nenhum destes peptideos compreende a
seqiiéncia identificada como SEQ ID No. 1, e nem se descreve atividade
bioldgica semelhante & do peptideo de Seq ID No. 1. Ao contrario desses
autores, na presente invencdo revela-se o uso do peptideo Seq ID No. 1, que ¢
um peptideo tipo APL derivado da Hsp60 para induzir a apoptose em células
T patogénicas envolvidos no desenvolvimento dessa patologia.

Os exemplos da presente inven¢do sdo os primeiros a revelar
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propriedades do peptideo de Seq ID No. 1, relacionadas com sua
biodistribuig@o para o trato gastrointestinal e com sua capacidade de induzir a

apoptose em clones de células T patogénicas, que tornam possivel sua

utilizagdo no tratamento da doenga de Crohn, a colite ulcerativa e o diabetes

tipo I Com base nos elementos fornecidos no pedido de patente internacional
No. WO 2006/032216, aqueles qualificados neste dominio técnico, ndo foram
incapazes de prever o novo uso do peptideo que se reivindica nesta invengéo.

O peptideo de sequéncia identificada como SEQ ID No. 1 ou
seus analogos podem ser produzidos pelos métodos de rotina de sintese de
peptideos e avaliados pelo nivel e qualidade da resposta imune que induzem,
em experimentos como os que sdo descritos nos exemplos que serdo
apresentados posteriormente.

No contexto desta invengfo, o termo analogo se refere a
peptideos tipo APL que compreendem um ou mais desvios da sequéncia
descrita (Seq ID. NO. 1), mas mantém a mesma atividade biologica que o
peptideo descrito. O desvio pode ser uma substitui¢do, delecdo ou insergédo de
um unico aminoécido. De preferéncia, o desvio é uma substituigdo. O analogo
compreenderd de preferéncia menos de 9 desvios, mais preferivelmente
menos do 6 desvios e mais preferivelmente menos de 2 desvios do peptideo
descrito.

Outro objeto da invengdo ¢é também uma composicdo
farmacéutica para o tratamento de doencas inflamatorias intestinais e diabetes
tipo I compreendendo um peptideo tipo APL derivado da Hsp60 humana e
identificado como Seq. ID. No. 1, ou seus andlogos. As quantidades de
peptideo presentes nas composi¢des farmacéuticas da presente invengdo sdo
aqueles que produzem a resposta imune eficaz no hospedeiro. O quantidade
efetiva é a quantidade que ao ser administrada resulta na indugéo de apoptose
nos linfécitos T que diminuem significativamente os sinais inflamatorios

caracteristicos da doenca de Crohn e detém os focos inflamatérios do trato
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gastrointestinal caracteristicos do decurso dessas doengas. No decorrer do
tratamento, a quantidade de composicdo farmacéutica administrada ao
paciente pode variar de acordo com determinados fatores como: idade, sexo,
saude geral, assim como o nivel de resposta imunologica em geral.

A presente invengdo também revela um método de tratamento
de doengas inflamatorias intestinais (como a doenca de Crohn e a colite
ulcerativa) e o diabetes tipo I, mediante a administragdo a um paciente de
quantidades eficazes de composi¢Ges farmacéuticas que compreendem o
peptideo identificado como Seq ID No. 1 ou seus anélogos.

Em uma realiza¢éo da inven¢do, no decurso do tratamento das
doengas inflamatorias intestinais (doenga de Crohn e a colite ulcerativa) e o
diabetes tipo I, a composi¢do farmacéutica é administrada por via parentérica
ou por via mucosa. Em uma materializagdo da invengdo, a composi¢do
farmacéutica é administrada por via parenteral selecionada do grupo que
compreende a via intradérmica, a via subcutanea, a via intramuscular e a via
intravenosa. Em outra modalidade, a composigéo farmacéutica é administrada
por uma via mucosa selecionada do grupo compreendendo a via retal e a via
oral. Devido a natureza dessas doengas, o peptideo tipo APL ou seus analogos
podem fazer parte de formulagdes que sdo administradas como lavagem, ou
como formas farmacéuticas apropriadas para a administragdo por via oral.
DESCRICAO SUMARIA DAS FIGURAS

Figura 1. Efeito do peptideo Seq ID No. 1 sobre a viabilidade

das células mononucleares do sangue periférico de pacientes com doenga de
Crohn (A) e doadores saudaveis (B). Letras diferentes indicam diferengas
estatisticamente significativas entre o controle negativo (0 ug/mL) e cada uma
das concentragdes do peptideo avaliadas neste grupo.

Figura 2. Demonstragdo por microscopia eletronica de
transmissdo da inducdo de apoptose pelo peptideo de Seq ID No. 1 em células

mononucleares do sangue periférico de pacientes com doenca de Crohn.
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Painéis A, B: células mononucleares ndo-estimuladas (controle negativo).
Painéis C-H: células mononucleares estimuladas com o peptideo de Seq ID
No. 1 (40 mg/mL). Vacuolizagdo abundante (VA), fragmentagéo nuclear (FN)
condensagdo e migragdo perinuclear da cromatina (CCM), organulos
citoplasméticos intactos (OCI), corpo apoptético (CA), fagocitose de corpos
apoptoéticos (FCA).

Figura 3. Demonstra¢do por microscopia eletrénica da
transmissdo da inducdo de apoptose pelo peptideo de Seq ID No. 1 em células
mononucleares da ldmina propria intestinal de pacientes com doenga de
Crohn. Painéis A, B: células mononucleares ndo-estimuladas (controle
negativo). Painéis C-E: células mononucleares estimuladas com o peptideo de
Seq ID No. 1 (40 mg/mL). Fragmentacdo nuclear (FN); condensagdo e
migragdo perinuclear da cromatina (CCM), corpo de apoptose (CA).

Figura 4. Efeito do peptideo Seq ID No. 1 sobre a viabilidade
de células mononucleares de um paciente com doenc¢a de Crohn em estado de
remissdo. No eixo X, A: células ndo ativadas com o anticorpo anti-CD3, B:
células ativadas com o anticorpo anti-CD3. Letras diferentes indicam
diferengas estatisticamente significativas entre o controle negativo (0 ug/mL)
e cada uma das concentragdes do peptideo avaliadas neste grupo.

Figura 5. Demonstragdo por microscopia eletronica de
transmissdo da inducdo de apoptose pelo peptideo de Seq ID No. 1 em células
mononucleares do sangue periférico de pacientes com diabetes melito tipo I.
Painéis A, B: células mononucleares ndo-estimuladas (controle negativo).
Painéis C-D: células mononucleares estimuladas com o peptideo de Seq ID
No. 1 (40 mg/mL). Fragmentacdo nuclear (FN), condensa¢do e migragdo
perinuclear da cromatina (CCM), corpo de apoptose (CA), fagocitose de
corpos apoptoticos (FCA).

Figura 6. Estudo de biodistribuigdo de peptideo Seq ID No. 1

em ratos Lewis. A: via intravenosa de 0,25 mg/kg. B: via intravenosa de 1
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mg/kg. C: via intradérmica de 0,25 mg/kg. D: via intradérmica 1 mg/kg. Os
tecidos analisados sd@o: 1. Figado 2. Bago 3. Rins 4. Corago 5. Pulmdes 6.

Ganglios cervicais, 7. Génglios axilares-braquiais, 8. Cadeia ganglionar

mesentérica, 9. Ganglios pélvicos, 10. Tiredide, 11. Estobmago, 12. Intestino

delgado; 13. Intestino grosso.

Descricio detalhada de modos de realizacdo/Exemplos de realizacdo Exemplo

1. Avaliacdo do efeito do peptideo tipo APL sobre a viabilidade das células

mononucleares do sangue periférico de pacientes com doenca de Crohn e de

doadores saudaveis.

O sangue proveniente de pacientes com doenga de Crohn e de
doadores saudaveis foi obtido por pungdo venosa e colocados em tubos
estéreis, contendo uma solucdo usada como anticoagulante (citrato de sodio
123 mM, fosfato de s6dio monobasico 18,5 milimetros, acido citrico 17 mM e
dextrose 141,5 mM). O sangue foi diluido 1: 2 em solug#o salina tamponada
com fosfato (abreviado PBS, do Inglés Phosphate Buffered Saline) 1 X e
acrescentou-se 5 mL da mesma com 3 mL de Ficoll-Paque™ PLUS
(Amersham Biosciences AB, Suécia) tubos de centrifugacdo de 15 mL. Em
seguida, os tubos foram centrifugados a 1200 rpm por 30 minutos.
Posteriormente, se extraiu o anel correspondente as células mononucleares e
realizaram duas lavagens com PBS 1 X. Posteriormente, o precipitado celular
foi ressuspenso em meio RPMI 1640 contendo soro fetal bovino (SFB) a 10%
e suplementado com gentamicina (100 U/mL) e L-glutamina (2 mM) (Gibco
BRL, EEUU). O nimero de células foi contado em camara de Neubauer a
partir de uma diluigéo 1:20 em meio RPMI suplementado e 1: 2 com azul de
tripano (Boehringer Mannheim, Alemanha).

As células mononucleares foram semeadas (1 x 10’
células/pogo) em placas 96 pocos com fundo plano (Costar, EEUU) em um
volume final de 100 ul e foram estimuladas (por triplicata) com o peptideo

tipo APL (SEQ ID No. 1) em diferentes concentragdes: 10, 40 ¢ 160 ug/mL
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por 72 horas. As células ndo estimuladas com o peptideo sdo empregadas
como controle do crescimento celular basal.

O efeito do peptideo sobre a viabilidade das células foi
determinado com o ensaio do brometo de 3-[4,5-dimetiltiazol 2-il]-2,5 difenil
tetrazélio (MTT, Sigma, EEUU) seguindo o protocolo descrito por fabricante.
O MTT € reduzido pela agdo de uma desidrogenase mitocondrial em um
produto colorido (formazan), que ndo € soluvel no meio de cultura. A
quantidade de produto formado ¢ diretamente proporcional a quantidade de
células vivas em cultura celular. Ao final de 24 horas de cultura adicionou-se
20 uL/pogo de MTT preparado em uma concentragdo de 5 mg/mL. Em
seguida, as placas foram incubadas durante 4 horas sob as mesmas condigGes
de cultura. Uma vez terminado este tempo, adicionou-se 100 ul. de uma
sblugﬁo de 2-butanol (SDS 20% (do Inglés, sédio dodecil sulfato), 2-butanol a
50% e 5 mL de acido cloridrico 2N) e homogeneizou-se o conteudo dos pogos
por pipetagem suave. Para dissolver completamente o precipitado, as placas
foram mantidas sob agitag¢do continua por 30 minutos a 37 °C. Finalmente, as
placas foram lidas em um comprimento de onda de 562 nm em um leitor de
placas.

A média das densidades Opticas das células ndo estimuladas
com o peptideo considerou 100%. de viabilidade celular. A partir deste valor
foi calculado o percentual de viabilidade das células cultivadas com o
peptideo de acordo com a média das densidades Opticas em cada caso. Para a
analise dos resultados foi utilizado o programa estatistico GraphPad Prism
Software. O teste estatistico utilizado foi o de Kruskal-Wallis que é um teste
de comparagdo multipla ndo paramétrica. Em seguida, utilizou-se o teste de
Dunn para identificar os grupos cujas médias se diferenciaram
estatisticamente.

Como se pode ver na Figura 1, a diminui¢do da viabilidade

celular nas células de pacientes com doenca de Crohn é bastante significativa
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para todos os trés niveis de dose do peptideo que foram avaliados no estudo,
em comparacdo com as células ndo estimuladas [p < 0,001]. No entanto, o
tratamento com este peptideo ndo afeta a viabilidade das células
mononucleares de doadores saudaveis (em nenhuma das concentragdes do
peptideo testadas). Esse resultado reflete uma especificidade no mecanismo
de morte celular induzida por esse peptideo nas células de pacientes com
doenca de Crohn. Os resultados apresentados sdo representativos de cinco
pacientes com doenga de Crohn (em crise) e cinco doadores saudaveis.

Exemplo 2. Identificacdo do mecanismo de morte celular induzida pelo

peptideo tipo APL em células mononucleares do sangue periférico de

pacientes com doenca de Crohn, mediante microscopia eletronica de

transmissdo.

Com o objetivo de identificar se o mecanismo de morte celular
induzida pelo peptideo tipo APL (identificado como SEQ ID No. 1 nesta
invencdo) em células mononucleares do sangue periférico de pacientes com
doencga de Crohn é mediado por apoptose, foi realizada a analise das amostras
por microscopia eletronica de transmissdo (MET). Esta técnica permite
visualizar as caracteristicas morfoldgicas das células apoptoticas que, uma vez
identificadas, s8o uma prova irrefutavel da ocorréncia de apoptose nas
mesmas. Essas caracteristicas s80: nticleo elétron-denso (migrac¢do perinuclear
da cromatina na fase inicial), fragmentagéo nuclear, orgénulos citoplasmaticos
desorganizados e intactos, vactolos grandes e distinguiveis, mudanga da
superficie celular e desintegragdo da célula em corpos apoptéticos. O
processo de fagocitose dos corpos'apoptéticos pelas células vizinhas pode
também ser observado com esta técnica (White M et al. (2004) A
morphologic approach to detect apoptosis based on electron microscopy.
Methods Mol Biol 285: 105-11).

As células mononucleares de pacientes com doenca de Crohn,

isoladas do sangue periférico (10 x 10° células) foram cultivados com e sem
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peptideo tipo APL em uma concentracdo de 40 ug/mL durante 72 horas. As
células cultivadas sem peptideo foram utilizadas como controle do teste. Apds
72 horas de incubacgo, as amostras foram fixadas empregando uma solugdo
de glutaraldeido a 1% e paraformaldeido a 4% em tampdo fosfato 0,1 M
durante 1 hora. Em seguida, as células foram lavadas em PBS 1X e tratadas
com uma solugdo de tetroxido de dsmio a 2% por 1 h. Posteriormente, foram
realizadas duas lavagens com tampdo cocodilato 0,1 M e as amostras foram
desidratadas em concentragGes crescentes de alcoois (30-100%). Em seguida,
as c€lulas foram infiltradas empregando uma resina epdxica Spurr (Spurr AR
(1969) A low-viscosity epoxy resin embedding medium for electron
microscopy. J Ultrastruct Res 26(1): 31-43) e a polimerizagéo foi realizada a
70°C por 24 h. As seg¢des ultrafinas (40 nm) foram cortadas empregando um
ultramicrotomo (Nova, LKB) e foram montadas em redes de niquel.
Posteriormente, as amostras foram tingidas com uma solugéo de acetato de
uranila sobressaturado em metanol por 5 minutos. A analise das amostras foi
realizada em um microscépio eletronico JEOL/JEM 2000 EX (JEOL, Jap3o).
Na Figura 2 mostram-se os resultados obtidos por MET em
células mononucleares de pacientes com doenga de Crohn. Como pode-se ver
as células sem se estimularem com o peptideo tém uma morfologia normal
(A, B). No entanto, nas células cultivadas com peptideo tipo APL (SEQ ID
No. 1), podem-se ver as mudangas morfologicas caracteristicas de um
processo apoptético (C-H). Em particular, pode-se observar nestas amostras a
condensagdo e a migra¢do da cromatina para a periferia do nicleo (CCM),
que ¢ uma das primeiras mudangas morfolégicas que ocorrem durante a
apoptose no nudcleo (N) das células. Além disso, ocorre a fragmentacéo
nuclear (NF) e a formagéo de corpos apoptdticos (CA). Inclusive, pela
presenca de restos celulares pode-se saber que ocorreu a fagocitose destes
corpos apoptoticos (FCA). Os organulos citoplasmaticos permanecem intactos

(OIC) como se pode ver na Figura 2F, que é caracteristica da morte celular
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por apoptose. Estes resultados demonstram que o mecanismo de morte celular
induzida por esse peptideo tipo APL em células mononucleares de pacientes
com doenga de Crohn € mediada por apoptose.

A anélise das células desses pacientes por MET permitiu
também identificar a populagfio de células dentro das células mononucleares
que caem em apoptose. Isso foi possivel porque diferentes tipos de leucdcitos
(mondcitos, linfocitos e polimorfonucleares) tém morfologias diferentes.

Dentro das células mononucleares, os linfocitos foram

identificados como a populacdo que cai em apoptose. Do ponto de vista

morfolégico, os linfécitos s@o menores do que os mondcitos, seu nacleo é
redondo e possuem menos citoplasma. Além disso, os linfécitos ndo tém
nucleo com cromatina frouxa e em ferradura, o que é caracteristico dos
mondcitos (LC Junqueira e Carneiro J (2005) Histologia Béasica. Sexta edi¢éo.
Editorial Masson, Barcelona, Espanha).

Exemplo 3. Identificacio do mecanismo de morte celular induzida pela

peptideo tipo APL em células mononucleares da 1amina propria de pacientes

com doenca de Crohn.

As amostras de tecido intestinal correspondentes a emplastros
de inflamacdo foram obtidas com o consentimento informado dos pacientes.
Estas amostras foram transportadas para o laboratério em solugdo salina
balanceada de Hank (do Inglés Hank's balanced salt solution, abreviado
HBSS), fria, livre de magnésio e calcio. As células mononucleares da ldmina
propria foram isoladas destes tecidos empregando o método do
ditiotreitol/Acido etilediamino tetraacético/Colagenase descrito por Bull e
Bookman (Bull DM and Bookman MA (1977) Isolation and functional
characterization of human intestinal mucosal lymphoid cells. J Clin Invest 59:
966-974), com as modificagdes realizadas por Van Tol e colaboradores (Van
Tol EA et al (1992). The CD56 adhesion molecule is the major determinant

for detecting non-major histocompatibility complex-restricted cytotoxic
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mononuclear cells from the intestinal lamina propia. Eur J Immunol 22: 23-
29).

As células mononucleares da 1amina prépria de pacientes com

‘a doenga de Crohn (10 x 10° células) foram cultivadas com e sem o peptideo

tipo APL (SEQ ID No. 1) em uma concentragdo de 40 ug/mL durante 72
horas. A anélise por MET (Figura 3) revelou que esse peptideo induz a morte
por apoptose de uma grande parte desta populacdo, ao observar nas células
cultivadas com este peptideo algumas das caracteristicas morfoldgicas deste
tipo de morte celular (C-E), como: a migragdo da cromatina para a periferia
do nicleo (CCM), a fragmentacdo nuclear (FN) e a formagdo de corpos
apoptéticos (CA). As células que sdo empregadas como controle de teste
(células ndo estimuladas com o peptideo) t€ém uma morfologia normal (A-B).

Exemplo 4. Diminuicdo da viabilidade de células mononucleares do sangue

periférico de pacientes com doenca de Crohn em estado de remissdo, apos

ativadas com um anti-CD3.

As células mononucleares do sangue periférico de um paciente
com doenga de Crohn em estado de remissdo (também chamados ndo ativo),
foram ativadas com um anticorpo anti-CD3 (e-Biosciences) durante 72 h. A
adi¢cdo do anticorpo anti-CD3 produz a ativacdo policlonal dos linfécitos
presentes nesta populagdo celular. Os linfocitos ativados foram lavados com
solucdo de PBS 1X e incubados (1 x 10° células) por 1 h com diferentes
concentragdes (10, 40 e 160 ug/ml) do peptideo tipo APL (SEQ ID No. 1).
Como controle do ensaio de ativagdo foram usadas as células deste paciente
cultivadas nas primeiras 72 h sem o anticorpo anti-CD3 (células ndo
ativadas). Apds este tempo as células foram cultivadas com as mesmas
concentracdes do peptideo.

A viabilidade celular foi determinada pelo método do MTT
como descrito no Exemplo 1. Conforme mostrado na Figura 4, o peptideo tipo

APL néo afeta a viabilidade das células nfo estimuladas com o anticorpo anti-
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CD3. Neste caso, é importante assinalar que no momento da tomada de
amostra o paciente se encontravam em remissdo dos sinais e sintomas da
doenga. No entanto, esse peptideo afetou de forma muito significativa a
viabilidade dessas células ativadas previamente com o anti-CD3. Este
resultado, juntamente com os apresentados no Exemplo 1, onde se evidencia
que este peptideo ndo afeta a viabilidade de células mononucleares de
doadores saudaveis, podemos afirmar que o peptideo tipo APL (SEQ ID No.
1) induz a apoptose de células T patogénicas ativadas com uma alta
especificidade.

Exemplo 5. Avaliacdo do efeito do peptideo tipo APL sobre a viabilidade das

células mononucleares do sangue periférico de pacientes com diabetes melito

tipo L.

As células mononucleares do sangue periférico de pacientes
com diabetes melito tipo I foram isoladas mediante um gradiente de
densidade com Ficoll-Paque ™ PLUS, como descrito no Exemplo 1. Para
realizar a anélise dessas células por MET, foram cultivadas 10 x 10° células
com o peptideo tipo APL em uma concentragdo de 40 ug/mlL durante 72
horas. As células ndo estimuladas com peptideo foram utilizadas como
controle do teste. Conforme mostrado na Figura 5, as células cultivadas com
este peptideo t€m a morfologia descrita anteriormente (no Exemplo 2) das
células em apoptose (painéis C-D), enquanto as células sem estimular (Painéis
A-B) tém uma morfologia normal. Este resultado demonstra que esse
peptideo tipo APL induz a apoptose em células de mononucleares de
pacientes com diabetes melito tipo L.

Exemplo 6. Estudo de biodistribuicio do peptideo tipo APL (identificado

como SEQ ID No. 1) em ratos Lewis.

O peptideo APL tipo (identificado como SEQ ID N ° 1) foi
125

marcado com o isétopo '~ e foi administrado em ratos Lewis, em doses de

0,25 mg e 1 mg/kg de peso corporal, por intravenosa e intradérmica. Seis



10

20

animais foram sacrificados de cada grupo experimental, em 4 e 24 h apos a
inoculacdo do peptideo e determinou-se os niveis de radioatividade nos
diferentes 6rgdos. Os resultados sdo expressos em porcentagem de dose de
radioatividade/grama de tecido.

Este estudo indicou que este peptideo se biodistribui
principalmente para o trato gastrointestinal: estdmago, intestino delgado e
colon, permanecendo nestes 6rgdos em um tempo que o possibilita exercer
seus mecanismos bioldgicos. Este resultado suporta a utilizagdo desse
peptideo no tratamento de doengas inflamatérias intestinais como a doenga de
Crohn e a colite ulcerativa. Além disso, esse peptideo pode ser empregado
para o tratamento de outras doencas autoimunes como o diabetes melito tipo
I, porque o trato gastrointestinal ¢ o local por exceléncia de indugfo de

tolerancia periférica.
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REIVINDICACOES

1. Uso de um peptideo tipo APL, derivado da hsp60 humana e
identificado como Seq. ID. No. 1, caracterizado pelo fato de que é para a
fabricacdo de uma composi¢do farmacéutica para o tratamento das doencas
inflamatorias intestinais ¢ Diabetes tipo 1.

2. Uso do peptideo tipo APL de acordo com a reivindicagio 1
caracterizado pelo fato de que as doencgas inflamatérias intestinais sao
selecionadas do grupo que compreende a doenca de Crohn e a colite
ulcerativa.

3. Uso do peptideo tipo APL de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de que a composi¢do farmacéutica compreende um
veiculo ou excipiente farmaceuticamente aceitavel.

4. Uso de um peptideo tipo APL, derivado da hsp60 humana e
identificado como Seq. ID. No. 1, caracterizado pelo fato de ser para a
indugdo de apoptoses em clones de células patogénicos de pacientes com
doencas inflamatorias intestinais e Diabetes tipo L.

5. Uso de um peptideo tipo APL de acordo com a
reivindicacdo 4, caracterizado pelo fato de que as doencas inflamatdrias
intestinais sao selecionadas do grupo que compreende a doenga de Crohn ¢ a
colite ulcerativa.

6. Uso do peptideo tipo APL de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de que a composi¢cdo farmacéutica ¢ administrada por
via parenteral ou da mucosa.

7. Uso do peptideo tipo APL de acordo com a reivindicacao 6,
caracterizado pelo fato de que a composicdo farmacéutica ¢ administrada por
via parenteral selecionada do grupo que compreende a via intradérmica, a via
subcutiinea, a via intramuscular e a via intravenosa.

8. Uso do peptideo tipo APL de acordo com a reivindicagao 6,

caracterizado pelo fato de que a composicao farmacéutica ¢ administrada pela
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via mucosa selecionada do grupo que compreende a via retal e a via oral.
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