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DESCRIPCION

Procedimiento para determinar el efecto antiinflamatorio de un péptido.
Antecedentes de la invencion

La presente divulgacion se refiere a una composicién farmacéutica para el tratamiento del choque hemorragico y
sus fenomenos secundarios.

Un choque es una complicacién aguda de muchos estados patoldgicos distintos que se caracteriza por la incapaci-
dad del sistema cardiovascular de mantener una presioén sanguinea suficiente. Mejor dicho, en el choque hemorragico,
la pérdida de sangre supera la capacidad del organismo para compensar y proporcionar una saturacién de oxigeno y
un riego sanguineo de los tejidos suficientes. Esto se debe con frecuencia a un traumatismo, sin embargo puede pro-
vocarse también por una hemorragia espontanea (por ejemplo, hemorragia gastrointestinal, parto), una intervencién
quirdrgica y otros motivos.

Con la mayor frecuencia, un choque hemorrégico clinico se provoca por un acontecimiento hemorragico agudo
con un proceso desencadenante separado. Con menor frecuencia, se observa un choque hemorragico en el caso de
estados crénicos con pérdida de sangre subaguda. Este estado es la causa de muerte principal en el grupo de edades de
1-44.

Los mecanismos de compensacion fisioldgicos en el caso de una hemorragia comprenden una vasoconstriccion
mesentérica y periférica inicial, para desviar sangre hacia la circulacién central. Esto se refuerza entonces mediante una
taquicardia progresiva. Una monitorizacién invasiva puede revelar un indice cardiaco elevado, un aporte de oxigeno
aumentado (es decir, DO,) y un consumo de oxigeno elevado (es decir VO,) por los tejidos. El nivel de lactato, el
estado dcido-base y otras caracteristicas pueden ser asimismo indicadores utiles para un estado fisioldgico. La edad,
los tratamientos medicamentosos asi como los factores comérbidos pueden influir en la reaccién de un paciente a un
choque hemorrdgico.

Un fallo de los mecanismos de compensacién puede conducir a la muerte en el caso de un choque hemorrégico.
Sin intervencidn, en el caso de un choque hemorragico grave ha de considerarse una distribucion trimodal cldsica de
las muertes. En el plazo de minutos tras una hemorragia aparece un pico de mortalidad inicial debido a un desangrado
inmediato. Aparece otro pico debido a la descompensacién progresiva después de de 1 a varias horas. Aparece un
tercer pico después de dias o semanas debido a una septicemia y a un fallo orgénico, que son un fenémeno secundario
frecuente de un dafio por reperfusion en los 6rganos.

El tratamiento de un choque provocado por una gran pérdida de sangre es un gran reto, dado que efectos secun-
darios, que van acompaiiados de una reaccién inflamatoria y alteraciones del sistema de coagulacién, posiblemente
se volvian independientes y conducen a la muerte del paciente, sin tener en cuenta la cuestion de si era posible una
sustitucion suficiente de fluido y sangre. Un tratamiento especifico de una gran pérdida de sangre como consecuencia
de accidentes u otras heridas y de un choque hemorragico consiste en reanimacién de fluidos con cristaloides o co-
loides para el restablecimiento del riego sanguineo de los 6rganos. Ademas, los procedimientos actuales tienen como
meta aliviar los sintomas, lo que incluye una ventilacién mecdnica, la sustitucién de fluido, la aplicacién de medica-
mentos eficaces para el corazén, el control riguroso de la saturacién de oxigeno, de la hemoglobina, de la glucosa
y de la funcién renal. El solo control de la reaccién inflamatoria, por ejemplo por medio de una administracién ele-
vada de esteroides, o la inhibicién de la coagulacién con antitrombina, no proporciona ninguna mejora de la tasa de
supervivencia.

Un choque como consecuencia de una pérdida de sangre y un choque hemorrigico estdn relacionados con altera-
ciones evidentes o no evidentes del fibrindgeno en plasma, acompafiadas de una formacién de fibrina y un aumento de
los fragmentos de fibrina. Esta activacion de la coagulacion y las rutas fibrinoliticas puede conducir a una coagulacién
intravascular diseminada (DIC) evidente o no evidente, que tiene como consecuencia una obliteracidon vascular y da-
flos orgdnicos finales, y a un consumo de los factores de coagulacion, que tiene como consecuencia hemorragias. Es
importante que el fibrinégeno, la fibrina y los fragmentos de fibrina no desempenan un papel sélo en la coagulacién
sanguinea, sino que presentan varios sitios de unién para proteinas celulares y de la matriz, que les permiten interac-
cionar con glébulos blancos, plaquetas, células endoteliales y estructuras de la matriz. Esto conduce a la activacién
celular, la migracién celular, a una liberacién de citocinas y finalmente a una reaccién inflamatoria. El papel que de-
sempeifia el fibrindgeno o la fibrina en la inflamacién estd documentado por completo (comentado por Altieri Thromb
Haemost 82:781-786; Herrick et al. Int J Biochem Cell Biol 31:741-46). La regién D de la molécula contiene nume-
rosos sitios de unién para moléculas de la matriz, células endoteliales, plaquetas y células inflamatorias. La regién E
de la fibrina se une a CD11c (Loike et al. Proc Natl Acad Sci USA 88:1044-48).

Hace poco se describié un nuevo papel para la secuencia Bbeta;s_4, de la fibrina en la inflamacién (documento WO
02/48180). Esta secuencia estd localizada asimismo en la region E de la fibrina y sélo es activa cuando se escinde el
fibrinopéptido. Los fragmentos de fibrina que contienen esta secuencia en su extremo N-terminal libre de la cadena
beta, se unen al endotelio y provocan una inflamacién, y un péptido, que coincide con los aminoacidos 15-42 de la
cadena Bbeta de la fibrina, bloquea la unién de fragmentos de fibrina a las superficies endoteliales y bloquea in vitro la
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inflamacién (documento WO 02/48180). In vivo, este péptido evita una inflamacién miocdrdica y reduce la magnitud
de un infarto de miocardio en situaciones de isquemia/reperfusién (documento WO 02/48180).

En el documento WO2005/086578 se describe un procedimiento de medicién para la determinacién del efecto
antiinflamatorio de péptidos, en el que se mide una inhibicién de la funcién de las células T.

Los fragmentos de fibrina aparecen en cualquier situacién con formacién de fibrina afectada y fibrinolisis afectada.
Especialmente, en situaciones de choque, esta formacion de fibrina alterada y esta fibrinolisis alterada representan un
gran problema. En el caso de numerosas enfermedades se documenté una correlacion directa entre el resultado y la
afectacion de la formacion de fibrina/fibrinolisis. Por ejemplo, Dengue (van Gorp et al. ] Med Virol 2002, 67: 549-54,
Mairuhu et al. Lancet Inf Dis 2003; 3:33-41). El sindrome de dificultad respiratoria del adulto (ARDS) es una forma de
una afeccién pulmonar aguda, que se caracteriza por una deposicién de fibrina completamente marcada extravascular
(Idell Am J Respir Med. 2002; 1:383-91). Asimismo se observaron una trombosis en los vasos pulmonares y una
coagulacién intravascular diseminada en relacién con el ARDS.

Sumario de la invencion
La divulgacidn se refiere al uso de un péptido que comprende la secuencia N-terminal

Gly-His-Arg-Pro-Leu-Asp-Lys-Lys-Arg-Glu-Glu-Ala-Pro-Ser-Leu- Arg-Pro-Ala-Pro-Pro-Pro-Ile-Ser-Gly-
Gly-Gly-Tyr-Arg

o cualquier variante alélica o derivado de este péptido, que presenta la propiedad biolégica de coincidir con el motivo
de unién a cadherina VE inducible en la cadena B (es decir, BS;5_4,) de la fibrina humana, para la preparacion de una
composicién farmacéutica para el tratamiento del choque.

En una forma de realizacion preferida este péptido es

Gly-His-Arg-Pro-Leu-Asp-Lys-Lys-Arg-Glu-Glu-Ala-Pro-Ser-Leu- Arg-Pro-Ala-Pro-Pro-Pro-Ile-Ser-Gly-
Gly-Gly-Tyr-Arg.

Sorprendentemente se comprobd que estos péptidos, en el caso de la proteccién de animales de sangre caliente
frente a las consecuencias y complicaciones de una reperfusion tras mayores acontecimientos de hemorragia y de un
choque hemorréagico, presentan un efecto excepcionalmente favorable. Pudo mostrarse que pueden evitar los dafios
orgdnicos y el fallo orgdnico que se deben a reacciones inflamatorias agudas provocadas por choque hemorragico
y reperfusion. Los péptidos pueden evitar enfermedades tales como el sindrome de respuesta inflamatoria sistémica
(SIRS), el sindrome de dificultad respiratoria aguda (ARDS), insuficiencia renal, insuficiencia hepatica y fallo mul-
tiorgdnico.

Descripcion detallada de la invencion
Péptidos y proteinas

Se prepararon péptidos mediante una sintesis de péptidos en fase sélida y se purificaron por medio de una HPLC
en fase inversa, usdndose columnas Nucleosil 100-10 C18 (PiChem, Graz, Austria). Deberia observarse que la regién
beta 15-42 es similar al 100% entre especies, cuando se permiten sustituciones de aminodcidos conservativas. El nudo
de disulfuro N-terminal compuesto por los aminoédcidos Aa1-51, B1-118 y y1-78 del fibrinégeno (NDSK) se prepar6
tal como se describi6é anteriormente (documento WO 02/48180). El nudo de disulfuro N-terminal compuesto por los
aminodcidos Aa17-51, BB15-118 y y1-78 de la fibrina (NDSK-II, al que le faltan los fibrinopéptidos A y B) se prepar6
tratando NDSK a 37°C durante 3 horas con trombina (20 U/ 1 mg de NDSK). La trombina restante se neutraliz6 a 37°C
durante 2 horas con fluorofosfato de diisopropilo 10 mM (Fluka, Milwaukee, WI). Todos los productos se dializaron
a continuacién en una solucién salina tamponada con fosfato (PBS).

ELISA
El péptido BB\s_4, se une a cadherina VE

La interaccién de la cadena Bbeta (Bbeta,s_4,) de la fibrina con células endoteliales provoca alteraciones morfo-
l16gicas (Bunce et al. J Clin Invest 89:842-50; Bach et al. Exp Cell Res 238:324-34; Chalupowicz et al. J Cell Biol
130:207-15; Hamaguchi et al. Blood 81:2348-56; Francis et al. Blood cells 19:291-306), una proliferacién (Sporn et
al. Blood 86:1802-10), la liberacion del factor de von Willebrand (Ribes et al. J Clin Invest 79:117-23, Ribes et al. J
Clin Invest 84: 435-42; Erban y Wagner, J Biol Chem 267, 2451-58) y posiblemente IL-8 (Qi et al. Blood 90: 3593-
3602) y una expresion en la membrana de CD54 (Harley et al. Art Thromb Vasc Biol 20:652-658). Se identificé la
cadherina VE como ligando de unién de la secuencia Bbeta;s_4, y se desarrollaron ensayos ELISA para determinar
esta interaccion de las células endoteliales y/o la cadherina VE con la fibrina o los fragmentos de fibrina. Martinez et
al. usaron anticuerpos anti-pan-cadherina para atrapar cadherinas de células endoteliales, seguido de una incubacién
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con fibrina (Martinez et al. Ann NY Acad Sci 936:386-405), se recubrieron monocapas de HUVEC (que expresan
cadherina VE) con fragmentos de fibrina radiomarcados o péptido Bbeta,s_4, (Bach et al. J Biol Chem 273:30719-28;
Harley er al. Art Thromb Vasc Biol 20:652-658), y se usé cadherina VE recombinante de Gorlatov y Medved (Bio-
chemistry 41:4107-16). Otros utilizaron un ELISA para la deteccién de fragmentos de fibrina en la sangre, usando
principalmente anticuerpos frente a distintas secuencias dentro de la molécula de fibrinégeno, incluidos anticuerpos
frente al motivo Bbeta,s_s, (comentado en Fareed et al. Clin Chem 8:1845-53).

Se desarrollé un ELISA modificado, que trabajaba con los mismos principios descritos por otros, sin embargo, el
objetivo del ELISA descrito en este caso no consiste en determinar cuantitativamente los productos de la degradacién
de la fibrina, sino buscar proteinas, péptidos o compuestos que alteren la unién de la secuencia Bbeta;s 4, y de la
cadherina VE. El principio consiste en que la cadherina VE puede interaccionar o bien como proteina acortada, o
bien como proteina completa o bien acoplada con otras proteinas, que no alteran el sitio de unién de Bbeta,s_4,, con
la secuencia Bbeta,s_,, de la fibrina. Puede agregarse cualquier otra sustancia adicional a este sistema y medirse si la
sustancia inhibe la unién de cadherina VE/Bbeta;s_4,.

En detalle, se recubrieron placas de inmovilizacién de proteinas de 96 pocillos (Exiqon, Vedbaek, DK) con pro-
tefna de fusién cadherina VE-FC humana recombinante (8 nM/ml; R&D Systems, Minneapolis) en PBS y se dej6
reposar durante la noche a 4°C. Después se lavaron las placas y se incubaron con péptido BS54, (GHRPLDKK
REEAPSLRPAPPPISGGGYR), que estaba marcado en el extremo C-terminal del péptido con una secuencia FLAG
(DYKDDDDK), o con un péptido al azar marcado con FLAG (DRGAPAHRPPRGPISGRSTPEKEKLLPG) y, con-
cretamente, en una concentracién de 0-80 umoles/ml. Tras el lavado se detecté mediante incubacién con un anti-
cuerpo anti-FLAG marcado con peroxidasa (Sigma, St. Louis, EE.UU.) y un sustrato cromégeno el péptido mar-
cado con FLAG unido. La densidad dptica se determiné mediante un lector de placas para ELISA ajustado a una
longitud de onda de 450 nm. Los datos representan el valor medio de tres ensayos independientes, realizindose
cada uno por triplicado. La tabla a continuacién muestra que el péptido Bf;s_4, se unia a la cadherina VE de ma-
nera dependiente de la concentracién. En contraposicidon con esto, el péptido al azar mostrd s6lo una unién insig
nificante.

Union dependiente de la dosis del péptido Bbeta,s_y, a cadherina VE

pM/ml 010,2310,7 2,3 7 14 21 35 46 70
Péptido
15-42 Valor
FLAG medio of|o,0110,02(0,0810,3310,924}1,3{1,5(1,93]2,1
Desviacidn
estandar 0fjo0,01}0,01}0,03)0,17]0,19]10,21}0 0 0
Péptido
al azar | Valor
FLAG medio 010,01}0 0,01]10,0310,1210,2 0,35]10,5
Desviacién
estandar 0]10,01]0 0,01 ]0;02(0,0410,1 0 0

El péptido BSs5_4, y los fragmentos de fibrina compiten con respecto a la unién a cadherina VE.

En una etapa siguiente se analiza si este ELISA puede usarse para examinar otros péptidos/compuestos, que com-
piten por la unién de la secuencia BS;s_4, a cadherina VE. Segtin lo esperado, el péptido Bfs_4, inhibia completamente
la unién del péptido BS;s_4, marcado con flag y se usé como control positivo, y el péptido al azar o el disolvente no
tenfan ningtn efecto y se usaron como controles negativos. Péptidos mds cortos inhibian parcialmente la unién de
Bgi5_4, a cadherina VE. NDSK-II inhib{a la unién de Bg;s_4, de manera dependiente de la concentracion. Se consiguid
un equilibrio entre BB;5s_4, y NDSK-II (inhibicién del 50%) en el caso de una razén en moles de 24:1. NDSK tenia
poco o nada de efecto.

Se recubrid la superficie de plastico con cadherina VE en una concentracién de 8 nM/ml. Después se afiadieron los
péptidos indicados en concentraciones de 200 uM/ml, se afiadi6 NDSK o NDSK-II en las concentraciones indicadas.
La deteccion de la unién de Bbeta,s_,, marcado con FLAG (12 uM/ml) se realizé tal como se describié anteriormente.
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Ademis se identific6 un andlisis especifico para determinar la actividad afirmada de los péptidos, que consiste
en una medicién de la inhibicién de la liberacién de interleucina-6 a partir de células endoteliales. La interleucina-6
resulté ser un fuerte agente para la prediccién del desenlace y de la mortalidad en la situacién de un choque y por tanto
es un pardmetro valioso para la determinacion de los efectos favorables de los péptidos.

Por tanto, la invencién se refiere a un procedimiento para determinar el efecto antiinflamatorio de un péptido
mediante la medicién de la inhibicién de la liberacion de interleucina-6 (IL-6) a partir de células endoteliales tras una
exposicion al fragmento E de la fibrina.
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Reactivo de bloqgueo % de inhibicién de 1la
unién de 15~42FLAG a
cadherina VE
Valor medio =
desviacidén estandar

Péptido 15-42 (28-mero) 100 £ 10

Péptido al azar (4-mero) 3 + 3

Péptido al azar (28-mero) 10 + 3

Disolvente 0+ 0

Péptido 15-18 (4-mero) 200 uM/ml 65 + 12

Péptido 15-26 (12-mero) 200 puM/ml 64 + 10

Péptido 15-30 (1l6-mero) 200 pM/ml 6l + 13

Péptido 15-34 (20-mero) 200 uM/ml 67 £ 17

Péptido 15-37 (24-mero) 200 pM/ml 17 £ 19

Péptido 16-42 (27-mero) 200 pM/ml 55 + 13

Péptido 15-18 (4-mero) 12 uM/ml 7+ 2

Péptido 15-26 (12-mero) 12 puM/ml 6 + 1

Péptido 15-30 (l6-mero) 12 pM/ml 6 £ 3

Péptido 15-34 (20-mero) 12 pM/ml 7+ 1

Péptido 15-37 (24-mero) 12 pM/ml 7+ 2

Péptido 16-42 (27-mero) 12 pM/ml 5% 2
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NDSK-II 0,06 uM/ml 1 + 0
NDSK-II 0,12 pM/ml 39 + 18
NDSK-II 0,20 uM/ml 42 + 14
NDSK-IT 0,60 puM/ml 52 + 16
NDSK-II 1,2 uM/ml 63 + 13
NDSK-II 2,4 pM/ml 79 + 9
NDSK-II 4,0 pM/ml 82 + 12
NDSK 0,06 puM/ml 0+ 0
NDSK 0,12 pM/ml 2 + 1
NDSK 0,20 pM/ml 1+ 1
NDSK 0,60 pM/ml 7+ 6
NDSK 1,2 puM/ml 15 + 13
NDSK 2,4 pM/ml 16 + 9
NDSK 4,0 uM/ml 20 + 10
Ac anti-cadherina VE (TEA1/31, 1 2 + 1
mg/ml)

Inhibicion de la liberacion de interleucina-6 a partir de células endoteliales

Se recubrieron placas de cultivo celular de 96 pocillos con gelatina al 1%. En cada pocillo se pipetearon aproxi-
madamente 23.000 células endoteliales de cordén umbilical humanas (HUVEC) en 200 ul de medio. Las HUVEC se
tomaron del pase 4 de un conjunto de cuatro donadores distintos. El medio usado para la dilucién fue un medio con-
vencional con FCS al 10%, ECGS en medio Dulbecco modificado por Iscove (Iscove’s modified Dulbecco medium)
(Petzelbauer et al., J Immunol. 151: 5062-5072, 1993). En el plazo de aproximadamente 18 horas se formé a 37°C
en una incubadora una monocapa de células confluente. Se elimind el sobrenadante y se sustituyé por un medio que
contenia o bien NDSK-II solo o bien NDSK-II mas péptido BS,s_,, (GHRPLDKKREEAPSLRPAPPPISGGGYR).

El volumen total definitivo ascendié a 200 ul. Tras una incubacién de 4 horas a 37°C bajo CO, al 5% se elimin6
de nuevo el sobrenadante del cultivo celular y se centrifugé durante 10 minutos a 4°C con 3000 U/min. La concen-
tracién de interleucina-6 (IL-6) se midi6 con la aplicacién de un andlisis habitual en el comercio (IL-6 Quantikine
Immunoassay (R&D Sytems; n.° de catdlogo: D6050; lote: 231361). La calibracion se realizé segtn el protocolo con-
vencional proporcionado por el fabricante del andlisis con diferentes diluciones de IL-6 recombinante y medio. Las
lecturas de la densidad 6ptica tuvieron lugar a una longitud de onda de 450 nm con una longitud de onda de referencia
de 550 nm.
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Resultados
Concentracidén de IL-6 en pg/ml
Medio 12+1
NDSK-II 0,3 pg/ml 1942

NDSK-II 0,3 pg/ml + péptido 10 15%2

pg/ml

NDSK-II 3 pg/ml 25+3

NDSK-II 3 pg/ml + péptido 10 12+3 (p<0,05 en comparacidédn con
png/ml NDSK-II solo)

NDSK-II 30 pg/ml 2112

NDSK-II 30 pug/ml + péptido 10

Mg /ml

13+1 (p<0,05 en comparacidén con

NDSK-II solo)

Choque hemorrdgico en cerdos domésticos

Se alimentaron cerdos domésticos Landrace macho con un peso de 20-35 kg con alimento convencional y re-
cibieron agua a voluntad. Todos los procesos se realizaron de acuerdo con las directrices de la AAALAC y segtin
el Handbuch fiir die Pflege von Labortieren (Manual para el mantenimiento de animales de laboratorio) (Departa-
mento de salud y asuntos sociales, Instituto nacional de la salud, publicacién n.® 86-23). Se trataron previamente de
manera medicamentosa los cerdos con azaperona (4 mg/kg). Se introdujo una cdnula en la vena de la oreja, y se ad-
ministré el anestésico propofol. Se instrumentaron completamente los animales durante 1 hora y se equilibraron para
obtener una linea de base estable. A continuacion se extrajo sangre de los animales (n=16), hasta que se consiguié
una tension arterial media de 40 mm Hg. Se mantuvieron durante 1 hora a ese nivel, que representaba un choque
hemorrégico. Tras este periodo de tiempo se sustituy6 el volumen de la sangre perdida por la sangre derramada y
soluciones salinas (cristaloides). Ademads, los animales recibieron una dosificacién en bolo del péptido BS15-42 (n=8)
o un péptido con secuencia al azar (n=8) en una dosificaciéon de 2,4 mg/kg, y, concretamente, en cada caso como
inyeccién en bolo intravenosa individual. Durante el periodo de reperfusion posterior de 5 horas de duracién se de-
terminaron el indice de Horrowitz (medicién de la saturacion de oxigeno de la sangre), la PEEP (presion espiratoria
final positiva en mm Hg) y el volumen de gasto cardiaco en distintos tiempos. En las tablas siguientes se usaron los
siguientes tiempos:

Tiempo 1: 1 hora antes del choque hemorrdgico
Tiempo 2: durante el choque hemorragico
Tiempo 3: 1 hora tras el inicio de la reperfusion
Tiempo 4: 3 horas tras el inicio de la reperfusion
Tiempo 5: 5 horas tras el inicio de la reperfusion.
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g W N

Indice de Horrowitz

oo w N

EV (ml)

Grupo control

38 +/- 1
6 +/- 1

25 +/- 3
25 +/- 4
22 +/- 2

Grupo control

460 +/- 20
395 +/- 60
425 +/- 30
360 +/- 50
220 +/- 20

PEEP (mm Hg)

o oW N

Grupo control
4 +/-0,2

4,3 +/- 0,3
5+/-0,3

5,4 +/- 0,4
6,6 +/- 0,4

ES 2331970 T3

Grupo tratado

44 +/- 2
6 +/- 1
31 +/- 4 p<0,05
32 +/- 3 p<0,05
37 +/- 4 p<0,05

Grupo tratado

465 +/- 20
450 +/- 20
420 +/- 10
410 +/- 20
420 /- 30 p<0,05

Grupo tratado

4 +/- 0,1

4 +/- 0,1

4,1 +/- 0,2 p<0,05
4,2 +/- 0,3 p<0,05
4,3 +/- 0,2 p<0,05
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para determinar los efectos antiinflamatorios de un péptido mediante la medicién de la inhibicién
de la liberacidn de interleucina-6 (IL-6) a partir de células endoteliales tras una exposicién al fragmento E de la fibrina.
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