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RESUMO
"METODOS E COMPOSIGCOES PARA PREVENGCAO OU TRATAMENTO DE
DOENCAS OFTALMICAS"

A presente invencdo disponibiliza métodos de prevencdo ou
tratamento de doencas ou condicdes oftdlmicas num individuo
mamifero, compreendendo administrar ao individuo uma
quantidade terapeuticamente eficaz de um péptido aromético-
catidénico representado pela fédrmula D-Arg-2',6'-Dmt-Lys-
Phe-NH; (SS5-31) ou Phe-D-Arg-Phe-Lys-NH; (S5-20) . A
presente invencdo disponibiliza métodos de prevencdo ou
tratamento de doencas ou condigdes oftdlmicas talis como
retinopatia diabética, cataratas, retinite pigmentosa,
glaucoma, degeneracdo macular, neovascularizacdo coroidal,

degeneracdo da retina, e retinopatia induzida por oxigénio.
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DESCRICAO
"METODOS E COMPOSICOES PARA PREVENCAO OU TRATAMENTO DE DOENCAS
OFTALMICAS"

REFERENCIA CRUZADA COM PEDIDOS RELACIONADOS

Este pedido reivindica prioridade do Pedido Provisdrio U.S.
No. 61/236,440, registado a 24 de agosto, 2009; Pedido
Provisdério U.S. No. 61/237,745, registado a 28 de agosto,
2009; e Pedido Provisdédrio U.S. No. 61/348,470, registado a
26 de maio, 2010.

AMBITO TECNICO

A presente tecnologia relaciona-se geralmente com
composicdes e métodos de prevencdo ou tratamento de doencas
ou condicdes oftédlmicas. Em particular, a presente
tecnologia relaciona-se com a administracdo de péptidos
aromatico-catidénicos em quantidades eficazes para prevenir
ou tratar doencas ou condig¢cdes oftédlmicas, por exemplo,
retinopatia diabética, cataratas, retinite pigmentosa,
glaucoma, neovascularizacédo coroidal, e retinopatia

induzida por oxigénio, em individuos mamiferos.
ANTECEDENTES

A  descricdo a seguir ¢é fornecida para auxiliar a
compreensdo do leitor. Nenhuma da informacdo fornecida ou
referéncias citadas é admitida como sendo técnica anterior

para a presente invencéao.

Doencas e condicdes degenerativas do nervo &ético e retina
sdo as principais causas de cegueira no mundo. Uma condicéo
degenerativa significativa da retina ¢é a degeneracéo

macular relacionada com a 1idade (ARMD). A ARMD é& a causa



mais comum de cegueira em pessocas com mais de 50 nos EUA

®

a sua prevaléncia aumenta com a idade. A ARMD é
classificada como sendo humida (neovascular) ou seca (nédo
neovascular); a forma seca da doenca ¢é mais comum. A
degeneracdo macular ocorre quando a retina central se torna
distorcida e mais fina normalmente associada com a idade
mas caracterizada também por inflamacdo intra-ocular e
angiogénese (somente na ARMD htmida) e/ou infecéo
intraocular. A formacdo subsequente de radicais livres,
resultando em danos oxidativos do tecido, inflamacdo local
e producdo de fatores de crescimento (tais como VEGF e FGF)
e mediadores inflamatdrios, conduz a neovascularizacéo

inapropriada em comum com a forma humida de ARMD.

A retinopatia é a principal causa de cegueira na diabetes
tipo I, e é também comum na diabetes tipo II. O grau da
retinopatia depende da duracdo da diabetes, e geralmente
tem inicio dez ou mais anos apds o aparecimento da
diabetes. A retinopatia diabética pode ser classificada
como nao proliferativa, em que a retinopatia é
caracterizada por um aumento da permeabilidade capilar,
edema e exsudados, ou proliferativa, em que a retinopatia é
caracterizada por neovascularizacdo estendendo-se desde a
retina até ao vitreo, cicatrizes, depdbdsito de tecido
fibroso e potencial para descolamento da retina. Acredita-
se que a retinopatia diabética é causada pelo
desenvolvimento de proteinas glicosiladas devido a glicose
elevada no sangue. Muitas outras retinopatias menos comuns
incluem a membrana neovascular coroidal (CNVM), edema
macular cistdéide (CME), membrana epirretiniana (ERM) e

buraco macular.

O glaucoma ¢ composto por uma colecdo de doencas oculares
que causam perda de visdo por lesdo do nervo o6tico. A

pressdo intra-ocular elevada (IOP) devida a drenagem ocular



inadequada é a causa principal de glaucoma. O glaucoma
frequentemente desenvolve-se a medida que o olho envelhece,
ou pode ocorrer em resultado de uma lesdo do olho,
inflamacdo, tumor ou em casos avancados de catarata ou
diabetes. Pode também ser causado pelo aumento da IOP
causada por tratamento com esterdides. Terapias
medicamentosas que provaram ser eficazes na reducdo do
glaucoma reduzem a IOP por diminuicdo da producdo de humor
vitreo ou por facilitar a drenagem ocular. Esses agentes
sdo frequentemente vasodilatadores e como tal atuam no
sistema nervoso simpéatico e incluem antagonistas

adrenérgicos.

RESUMO

A presente tecnologia relaciona-se geralmente com o
tratamento ou prevencdo de doencas ou condig¢des oftadlmicas
em mamiferos através da administracdo de qguantidades
terapeuticamente eficazes de péptidos aromédtico-catidnicos

a individuos com necessidade disso.

A invencdo é definida nas reivindicacdes e &€ dirigida a um
péptido representado pela fédrmula D-Arg-2'6'-Dmt-Lys-Phe-
NH, ou Phe-D-Arg-Phe-Lys-NH,, para uso no tratamento ou
prevencdo de uma doenca oftalmoldégica em que a doenca
oftalmoldégica é selecionada a partir do grupo que consiste
em: retinite pigmentosa, neovascularizacdo <coroidal e
retinopatia induzida por oxigénio. E descrito um método
para tratamento ou prevencdo de uma doenca oftdlmica num
individuo mamifero que necessita disso, método esse
compreendendo administrar a um sujeito uma quantidade
terapeuticamente eficaz do péptido D-Arg-2'6'-Dmt-Lys-Phe-
NH, ou Phe-D-Arg-Phe-Lys-NH,. A doenca oftdlmica pode ser
selecionada a partir do grupo que consiste em: retinopatia

diabética, cataratas, retinite pigmentosa, glaucoma,



degeneracéo macular, neovascularizacéo coroidal,

degeneracdo da retina, e retinopatia induzida por oxigénio.

E também descrito um método de tratamento ou prevencido de
condicgdes oftdlmicas num individuo mamifero, compreendendo
administrar ao referido individuo mamifero uma gquantidade
terapeuticamente eficaz de um péptido aromdtico-catidnico.
Em algumas formas de realizacdo, o péptido aromético-
catidénico é um péptido com:

pelo menos uma carga total positiva;

um minimo de quatro aminoéacidos;

um maximo de cerca de vinte aminoéacidos;

uma relacdo entre o numero minimo de cargas positivas
totais (pn) € o numero total de residuos de aminoacidos (r)
em que 3pn € 0 maior numero que é inferior ou igual a r +
1; e uma relacdo entre o nUmero minimo de grupos aromaticos
(a) e o numero total de cargas positivas totais (p:) em que
2a é o maior numero gque ¢ inferior ou igual a p: + 1,
exceto que gquando a ¢ 1, p: pode também ser 1. Em formas de

realizacdo particulares, o individuo mamifero ¢ um humano.

2pn pode ser o maior numero que ¢ inferior ou igual a r+1,
e pode ser igual a p:. O péptido aromaético-catidnico pode
ser um péptido soluvel em adgua com um minimo de dois ou um

minimo de trés cargas positivas.

0O péptido agqui descrito pode compreender um ou mais
aminodcidos que ndo ocorrem naturalmente, por exemplo, um
ou mais D-aminodcidos. Em algumas formas de realizacdo, o
grupo carboxilo C-terminal do aminocacido no C-terminal é
amidado. Em certas formas de realizacdo, o péptido tem um
minimo de quatro aminocacidos. O péptido pode ter um maximo
de cerca de 6, um maximo de cerca de 9, ou um maximo de

cerca de 12 aminoécidos.



Numa forma de realizacdo aqui descrita, o péptido pode ter
a férmula Phe-D-Arg-Phe-Lys-NH, (SS-20) ou 2',6'-Dmp-D-Arg-
Phe-Lys-NH,. Numa forma de realizacdo particular, o péptido
aromatico-catidénico tem a fédrmula D-Arg-2',6'-Dmt-Lys-Phe-
NH, (referido indistintamente como S$S$-31, MTP-131, ou

Rendavia™) .

Numa forma de realizacdo aqui descrita, o péptido &

definido pela férmula I:

i Nty

em que R' e R’ sdo cada um selecionados independentemente a
partir de
(i) hidrogénio;

(1i) C1-Cs alquilo linear ou ramificado;

em que m = 1-3;
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R®°, R* R°, R?° R’, R%) R? R!Y, RY e R sdo cada um
selecionados independentemente a partir de

(1) hidrogénio;

(ii) C1-Cs alquilo linear ou ramificado;

(1ii) C;-Cs alcoxi;

(iv) amina;

(v) C1-C4; alguilamina;

(vi) C:1-C4 dialquilamina;

(vii) nitro;

(viii) hidroxilo;

(ix) halogénio, em que '"halogénio" engloba cloro,

fltor, bromo, e iodo; e n é& um nUmero inteiro de 1 até 5.

Numa forma de realizacdo particular, R', R?, R, R%, R’>, RS,
R, R®, R’, R'Y, R'Y, e R' sao todos hidrogénio; e n ¢é 4.
Noutra forma de realizacdo, R', R?, R°, RY, R’, R® R’, RS
R’, e R' sdo todos hidrogénio; R® e R' sdo metilo; R!” &

hidroxilo; e n é 4.

Numa forma de realizacdo aqui descrita, o péptido ¢é
definido pela férmula II:
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em que R' e R? sdo cada um selecionados independentemente a
partir de
(i) hidrogénio;

(ii) C1-C¢ algquilo linear ou ramificado;

wgwet:wa}mmm ¢

) em que m = 1-3;

R’ e R* sdo cada um selecionados independentemente a
partir de

(i) hidrogénio;

(ii) C1-Cs alguilo linear ou ramificado;

(iii) C1-Cs alcoxi;

(iv) amina;

(v) C1-C4 algquilamina;



(vi) C1-C4 dialgquilamina;

(vii) nitro;

(viii) hidroxilo;

(ix) halogénio, em que "halogénio" engloba cloro,

fltor, bromo, e iodo;

R°, R®, R/, R’ e R’ sdo cada um selecionados
independentemente a partir de
(i) hidrogénio;
(ii) C1-Cg alguilo linear ou ramificado;
(iii) C1-Cs alcoxi;
(iv) amina;
(v) C1-C4 algquilamina;
(vi) C1-C4 dialquilamina;
(vii) nitro;
(viii) hidroxilo;
(ix) halogénio, em que "halogénio" engloba cloro,
fltor, bromo, e iodo; e n € um nUmero inteiro de

1 até 5.

Os péptidos aromédtico-catidnicos podem ser administrados de
varios modos. Em algumas formas de realizacdo, os péptidos
podem ser administrados por via intraocular, oral, tépica,
intranasal, intravenosa, subcutdnea, ou transdérmica (por

exemplo, por iontoforese).

Num aspeto, a presente divulgacdo fornece uma composSicido
farmacéutica compreendendo uma gquantidade terapeuticamente
eficaz do péptido D-Arg-2'6'-Dmt-Lys-Phe-NH, ou Phe-D-Arg-
Phe-Lys-NH; formulado para administracédo topica,

iontoforética, ou intraocular.

Num aspeto, a presente divulgacdo fornece uma formulacédo
oftédlmica compreendendo uma quantidade terapeuticamente

eficaz do péptido D-Arg-2'6'-Dmt-Lys-Phe-NH, ou Phe-D-Arg-



Phe-Lys-NH,. Numa forma de realizacdo, a formulacdo ¢
soluvel na cédrnea, humor aquoso e lente do olho. Numa forma
de realizacéo, a formulacéo compreende ainda um
conservante. Numa forma de realizacdo, o conservante esté

presente numa concentracdo inferior a 1%.

Numa forma de realizacdo, a formulacdo compreende ainda um
agente ativo selecionado a partir do grupo que consiste em:
um antioxidante, um complexo de metal, um farmaco anti-
inflamatdério, um antibidético, e um anti-histaminico. Numa
forma de realizacdo, o antioxidante é vitamina A, vitamina
C, vitamina E, licopeno, selénio, &cido o-lipdico, coenzima
Q, glutationa, ou um carotendide. Numa forma de realizacédo,
a formulacdo compreende ainda um agente ativo selecionado a

partir do grupo que consiste em: aceclidina, acetazolamida,

anecortave, apraclonidina, atropina, azapentaceno,
azelastina, bacitracina, befunolol, betametasona,
betaxolol, bimatoprost, brimonidina, brinzolamida,
carbacol, carteolol, celecoxib, cloranfenicol,

clortetraciclina, ciprofloxacina, cromoglicato, cromolina,

ciclopentolato, ciclosporina, dapiprazole, demecéario,
dexametasona, diclofenac, diclorfenamida, dipivefrina,
dorzolamida, ecotiofato, emedastina, epinastina,
epinefrina, eritromicina, etoxzolamida, eucatropina,
fludrocortisona, fluorometolona, flurbiprofeno,
fomivirseno, framicetina, ganciclovir, gatifloxacina,
gentamicina, homatropina, hidrocortisona, idoxuridina,
indometacina, isoflurofato, cetorolac, cetotifeno,

latanoprost, levobetaxolol, levobunolol, levocabastina,

levofloxacina, lodoxamida, loteprednol, medrisona,
metazolamida, metipranolol, moxifloxacina, nafazolina,
natamicina, nedocromil, neomicina, norfloxacina,
ofloxacina, olopatadina, oximetazolina, pemirolast,

pegaptanib, fenilefrina, fisostigmina, pilocarpina,
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pindolol, pirenoxina, polimixina B, prednisolona,
proparacaina, ranibizumab, rimexolona, escopolamina,
sezolamida, esqualamina, sulfacetamida, suprofeno,

tetracaina, tetraciclina, tetrahidrozolina, tetrizolina,
timolol, tobramicina, travoprost, triamcinulona,
trifluormetazolamida, trifluridina, trimetoprim,
tropicamida, unoprostona, vidarbina, xilometazolina, seus
sais farmaceuticamente aceitaveis, e combinacdes dos

mesmos.

BREVE DESCRIGCAO DAS FIGURAS

As Figs. 1A e 1B mostram os efeitos de diferentes

concentrac¢des de SS-31 (10 nM, 100 nM, 1 uM e 10 uM) usadas
como co-tratamento com 30 mM de glucose (HG). A Fig. 1A
mostra anédlise de apoptose, avaliado por citometria de
fluxo apds coloracdo com Anexina V/PI, que mostrou que as
taxas de sobrevivéncia para HRECs (Q3) foram 99,3%, 83,2%,
84,3%, 90,7%, 92,8%, e 94,3%, respetivamente 24 horas apds
tratamento. A Fig. 1B & uma representacdo grafica da taxa

de sobrevivéncia para HRECs. Os dados das concentracdes de

$S-31 de 100nM, 1uM, e 10 uM foram significativamente
superiores as observadas com células expostas a glucose
elevada na auséncia de co-tratamento com SS31. * p<0,05 vs.

30 mM do grupo tratado com glicose elevada.

As Figs. 2A-2F sdo uma série de micrografias que mostram
que o co-tratamento com SS-31 reduziu espécies reativas de
oxigénio intracelulares (ROS) em HRECs expostos a 30 mM de
glucose durante 24 h e 48 h. As ROS intracelulares foram
medidas wusando dihidroetidio. 27, 2D meio de cultura
normal; 2B, 2E 30 mM de glucose; e 2C, 2F 30 mM de glucose
+ 85-31 (100 nM) a 24 e 48 h, respetivamente.



11

As Figs. 3A e 3B mostram que o SS-31 previne a potencial
perda mitocondrial de HRECs tratados com glucose elevada.
Fig. 3A. 0 AW¥Ym das HRECs foi medido por citometria de
fluxo apdbds coloracdo com sonda fluorescente JC-I. O
tratamento com glucose elevada (30 mM) resultou numa perda
rapida de potencial de membrana mitocondrial das HRECs
cultivadas as 24 e 48 horas. Em contraste, a analise de

fluxo citométrico mostrou que os 30mM de glucose em co-

tratamento com SS-31 aumentaram A¥Ym em comparacdo com O

grupo sb com glucose elevada. Fig. 3B. Analise quantitativa

de A¥Ym em HRECs em glucose elevada co-tratadas com S$S5-31
durante 24 e 48 horas, apenas glicose elevada afetou
adversamente A¥Ym. Em contraste, o $5-31 recuperou AW¥Ym até
aos niveis de controlo. Os valores representam a média *+ SD

de seis experiéncias separadas realizadas em triplicado.

*pP< 0,05.

As Figs. 4A e 4D sdo imagens de microscopia confocal que
mostram que as HRECs no grupo de glicose normal e no grupo
co-tratado com SS-31 tém coloracdo com citocromo c e
coloracdo HSP60 com sobreposicdo mais exata as 24 e 48
horas, indicando que a co-localizacdo do citocromo c e
mitocdédndria. Vinte e quatro e 48 horas apds tratamento, o
citocromo c estava obviamente aumentado no citoplasma de
HRECs tratadas com 30 mM de glucose. As Figs. 4B e 4E
mostram o contetdo do citocromo ¢ na mitocdbndria e
citoplasma conforme determinado por Western blot. As Figs.
4C e 4F mostram a andlise guantitativa da percentagem de
contetido de citocromo ¢ na mitocdndria e no citoplasma das
HRECs co-tratadas com glucose elevada e SS-31 durante 24 e
48 h.

A Fig. 5 A e a Fig. 5B mostram que a expressdo aumentada de

caspase-3 nas HRECs tratadas com glucose elevada (HG) foi
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reduzida pelo co-tratamento com SS-31 conforme detetado por
western blot. A expressdo de caspase-3 foi normalizada para
a expressdo da P-actina. As Figs. 5C-E mostram que o SS-31
aumenta a expressdo de Trx2 nas HRECs tratadas com glucose
elevada. A Fig. 5C mostra o nivel de mRNA da Trx2 nas HRECs
expostas a 30 mM de glucose tratada com SS-31 durante 24 h
e 48 h. A Fig. 5D mostra o nivel de expressdo da proteina
Trx2 medido por Western blot. A Fig. 5E mostra a analise
quantitativa do nivel de proteina de Trx2 nas HRECs 24 e 48

horas apds glucose elevada com ou sem co-tratamento com SS-

31.

A Fig. 6 é uma fotografia dos efeitos de SS-31 nas lentes
de ratos diabéticos. Linha de cima: lentes obtidas de ratos
diabéticos; linha de Dbaixo: lentes obtidas de ratos

diabéticos tratados com SS-31 ou SS-20.

A Fig. 7 é& uma série de fotografias que mostram os efeitos
de SS5-31 e SS-20 nas lentes de ratos diabéticos. A diabetes
foi induzida por dieta com gordura elevada e
estreptozotocina (HFD/STZ) (linha de cima) ou

estreptozotocina (STZ) sozinha (linha de baixo).

A Fig. 8 é& uma série de micrografias que mostram o epitélio
de lentes de ratos normais, ratos diabéticos, e ratos
diabéticos tratados com SS-31. A diabetes foi induzida por

STZ.

A Fig. 9 é uma série de micrografias que mostram o epitélio
de lentes de ratos normais, ratos diabéticos, e ratos
diabéticos tratados com SS-31. A diabetes foi induzida por

HED/STZ.
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A Fig. 10 é& uma série de graficos que mostram a integridade
da barreira hematoretiniana de ratos normais (NRC), ratos

diabéticos, e ratos diabéticos tratados com $S-20 ou $S-31,

como analisado por extravasamento de azul de Evans. (A)
diabetes induzida por STZ; (B) diabetes induzida por
HFD/STZ.

A Fig. 11 ¢é uma série de micrografias que mostram
microvasos da retina de ratos normais (NRC) , ratos

diabéticos (HFD/STZ), e ratos diabéticos tratados com SS-
31.

A Fig. 12 ¢é uma série de micrografias gque mostram os
microvasos da retina de ratos normais, ratos diabéticos

(STZ), e ratos diabéticos tratados com SS-31.

As FIGS. 13A-13D s&o uma série de micrografias que mostram
a distribuicdo da proteina de juncdo apertada claudina-5 em
microvasos da retina em ratos normais (A), ratos STZ (B),
ratos tratados com STZ/SS-20 (C), ou ratos tratados com

STZ/SS-31 (D).

A Fig. 14 é um grafico que mostra a falta de citotoxicidade
de SS-31 em células da rede trabecular de individuos nédo-
doentes (HTM) e células da rede trabecular de doentes com

glaucoma (GTM) aos gquais se administrou SS-31.

A Fig. 15 é uma série de micrografias confocais gue mostram
que o co-tratamento com SS5-31 dependente da dose inibiu a
reducdo no potencial mitocondrial (A¥m) obtido com 200 uM

H,0, em células da rede trabecular de doentes com glaucoma

(GTM) .
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A Fig. 16 é& uma série de graficos que mostram gue o CcoO-
tratamento com SS5-31 inibiu o decréscimo no potencial da
membrana mitocondrial (AWm), conforme medido por TMRM e
citometria de fluxo, em células da rede trabecular de

doentes com glaucoma (GTM) induzido por 200 uM de H0;.

A Fig. 17 é um grafico que compara o potencial de membrana

mitocondrial (A¥m) em células GTM e HTM.

A Fig. 18 ¢é uma série de micrografias gque mostram as
alteracdes morfoldgicas nas células GTM como resposta ao
tratamento com SS-31 como visualizado usando microscopia de

contraste de fase invertida.

A Fig. 19 é uma série de micrografias que mostram que o CoO-
tratamento com SS-31 reduziu a perda de potencial de
membrana mitocondrial em células GTM causado por 400 uM de
H,0, num modo dependente de dose como visualizado usando

microscopia confocal.

A Fig. 20 é uma série de micrografias que mostram que o co-

tratamento com SS5S-31 reduziu a perda de potencial de
membrana mitocondrial (A¥Ym) em células GTM causado por 400

uM  H»0, como visualizado por TMRM e microscopia confocal

(ampliacdo de 200X).

A Fig. 21 ¢é uma série de micrografias gque mostram as
alteracdes morfoldgicas nas células GTM como resposta ao
tratamento com SS-31 como visualizado usando microscopia de

contraste de fase invertida.

A Fig. 22 é um grafico gque mostra que SS-31 ndo teve nenhum

efeito na viabilidade das células epiteliais do pigmento
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retinal (RPE) humanas primérias (conforme medido pelo

ensaio MTT).

A Fig. 23A é um grafico que mostra o efeito de diferentes
concentracdes de tBHP na viabilidade (conforme medido por
um ensaio MTT) das células RPE. A Fig. 23B é um grafico que
mostra os efeitos de diferentes concentracgdes de S55-31 na
viabilidade de células guando expostas a concentracdes

crescentes de tBHP.

A Fig. 24A-24C é uma série de micrografias que ilustram os
efeitos patoldgicos num modelo de rato de neovascularizacédo
coroidal (CNV). A Fig. 24D é um grafico gue mostra a &rea

de CNV em grupos tratados e controlo.

A Fig. 25 é uma série de micrografias que ilustram
diferentes alteracdes patoldgicas num modelo de rato de
retinopatia induzida por oxigénio (OIR). E de notar as
dreas de avascularizacdo e nova vascularizacdo num rato P17

OIR em comparacdo com um rato normal P17.

A Fig. 206A-26D é uma série de micrografias que mostram os
efeitos da administracdo de SS-31 num modelo de rato OIR. A
Fig. 26E é& um grafico que mostra a &rea neovascular dos

grupos controlo e tratados. SS-31 reduziu a area avascular.

A Fig. 27A é um grafico que mostra o efeito de diferentes
doses de tBHP na viabilidade de células de uma linha de

células de cones 661lW derivada de um tumor da retina de
rato. A Fig. 27B é um grafico que mostra o efeito de 1 uM

de SS-31 na reducdo de morte celular de 661W induzida por

tBHP.
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A Fig. 28 ¢é uma série de micrografias que mostram a
espessura da camada nuclear externa da retina (ONL) num
modelo de rato de degeneracdo da retina em ratos controlo e

tratados com SS-31.

A Fig. 29 ¢é uma série de micrografias que mostram a
densidade de células dos cones em montagens planas da
retina coradas com aglutinina de amendoim (PNA), gue cora
seletivamente os segmentos internos e externos dos cones em

ratos controlo e tratados com SS-31.

A Fig. 30 é uma série de micrografias que mostram coloracédo
para acoleina, um marcador de les®es lipidicas oxidativas

num modelo de rato de degeneracdo da retina.

A Fig. 31 é& uma série de graficos que mostram a intensidade
de fluorescéncia de producdo de ROS intracelular em trés
grupos de células RPE usando anéadlise de FACS. A Fig. 31A
mostra a producdo de ROS em células RPE de controlo; A Fig.

31B mostra a producdo de ROS em células RPE tratadas com
500 uM de tBHP durante 3 h; A Fig. 31C mostra a producdo de
ROS em células RPE tratadas com 500 uM de tBHP durante 3 h

e 1 uM de SS-31.

A Fig. 32 é& uma série de graficos gque mostram andlise de
MMP marcada com JC-1 num ensaio de FACS. Foram analisadas

trés concentracdes diferentes dos grupos SS-31.

As Figs. 33A-33C s&do uma série de graficos que mostram o
efeito de 1 uM de SS-31 no declinio de MMP induzido por
tBHP. Fig. 33A: grupo de controlo; Fig. 33B: grupo 500 uM
de tBHP durante 3 h; Fig. 33C: grupo 1 uM de SS-31 durante

4 h + 500 uM de tBHP durante 3 h. A Fig. 33D & um grafico



17

que compara a taxa de fluorescéncia para os diferentes

grupos. *P<0,01, C vs. B.

As Figs. 34A-34C sdo uma série de graficos que mostram o

efeito de SS-31 na apoptose celular induzida por 250 uM de
tBHP durante 24 h. Fig. 34A: grupo de controlo; Fig. 34B:

grupo 250 uM de tBHP durante 24 h; Fig. 34C: grupo 1 uM de

SS-31 durante 4 h + 250 uM de tBHP durante 24 h. A Fig. 34D
¢ um grafico que compara a taxa de fluorescéncia para os

diferentes grupos. *P<0,05 C vs. B.

A Fig. 35 é um grafico gque mostra o nivel de MDA induzida
por tBHP em 3 grupos de células RPE. *P<0,05, grupo 1 uM de

S55-31 durante 4 h+250 uM de tBHP durante 24 h vs 250 uM de
tBHP durante 24 h.

A Fig. 36 é um grafico gque mostra a intensidade de
fluorescéncia de TMRM de células GTM e HTM em grupos
controlo e tratados com SS-31, conforme medido usando

andlise de FACS.

A Fig. 37 é um grafico gque mostra a intensidade de
fluorescéncia de ROS de células GIM e HTM nos grupos
controlo e tratados com SS-31, conforme medido wusando

andlise de FACS.

A Fig. 38 é uma série de graficos que mostram apoptose
celular dos grupos controlo e tratados com SS-31
quantificada pela percentagem de células no quadrante

Q2+Q4.

A Fig. 39 & uma série de graficos que mostram que o SS-31
reduziu a producdo de ROS intracelular em células GTM3 e

iHTM tratadas com H;0,.
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A Fig. 40 é uma série de graficos que mostram que o SS-31
protegeu contra a despolarizacdo mitocondrial induzida por

H,0, das células GTM3 e 1HTM.

DESCRIGCAO PORMENORIZADA

E para ser entendido que certos aspetos, modos, formas de
realizacdo, variacles e caracteristicas da invencdo sé&o
descritos abaixo em véarios niveis de pormenor com vista a

fornecer uma compreensdo substancial da presente invencéao.

Na préatica da presente invencdo, sdo usadas muitas técnicas
convencionais em biologia molecular, bioquimica de
proteinas, biologia celular, imunologia, microbiologia e
ADN recombinante. Estas técnicas s&do bem conhecidas e sé&o
explicadas em, por exemplo, Current Protocols in Molecular
Biology, Vols. I-III, Ausubel, Ed. (1997); Sambrook et al.,
Molecular Cloning: A Laboratory Manual, Segunda Ed. (Cold
Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY,
1989); DNA Cloning: A Practical Approach, Vols. I e 1II,
Glover, Ed. (1985); Oligonucleotide Synthesis, Gait, Ed.
(1984); Nucleic Acid Hybridization, Hames & Higgins, Eds.
(1985); Transcription and Translation, Hames & Higgins,
Eds. (1984); Animal Cell Culture, Freshney, Ed. (1986);
Immobilized Cells and Enzymes (IRL Press, 1986); Perbal A
Practical Guide to Molecular Cloning; as séries, Meth.
Enzymol., (Academic Press, Inc., 1984); Gene Transfer
Vectors for Mammalian Cells, Miller & Calos, Eds. (Cold
Spring Harbor Laboratory, NY, 1987); e Meth. Enzymol, Vols.

154 e 155, Wu & Grossman, e Wu, Eds., respetivamente.

As definicdes de certos termos conforme usado na presente

especificacdo sdo fornecidas a seguir. A menos que definido
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de outro modo, todos os termos técnicos e cientificos aqui
usados tém geralmente o mesmo significado comummente
conhecido por um comum especialista na técnica a que esta

invencdo pertence.

Conforme usado na presente especificacéo e nas
reivindicacdes anexas, as formas singulares "um", "uma" e
"o" incluem as referéncias no plural a menos gue o contetdo
claramente determine de outro modo. Por exemplo, a
referéncia a "uma célula" inclui uma combinacdo de duas ou

mais células, e semelhantes.

Conforme aqui usado, "cerca de" serd entendido por pessoas
com especializacdo comum na técnica e vail variar de alguma
forma dependendo do contexto no qual é usado. Se houver
usos do termo que ndo sdo claros para as pessoas com
conhecimentos comuns na técnica, dado o contexto em que é
utilizado, "cerca de" vai significar até mais ou menos 10%

do valor enumerado.

Conforme aqui wusado, a "administracdo" de um agente,
farmaco, ou péptido a um individuo inclui qualgquer via de
introducdo ou aplicacdo a um individuo de um composto para
desempenhar a sua funcédo pretendida. A administracdo pode
ser realizada por qualguer via adequada, incluindo por via
oral, intraocular, intranasal, parentérica (intravenosa,
intramuscular, intraperitoneal, ou subcutédnea), ou tdpica.
A administracdo inclui autoadministracdo e a administracédo

por outrem.

Conforme aqui usado, 0 termo "aminoacido" inclui
aminoacidos que ocorrem naturalmente e aminoacidos
sintéticos, assim como anadalogos de aminoacidos e

aminodcidos miméticos que funcionam de modo semelhante aos

aminodcidos que ocorrem naturalmente. Aminoacidos dgue
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ocorrem naturalmente sdo aqueles codificados pelo cbédigo
genético, assim como aqueles aminodcidos que sédo
posteriormente modificados, por exemplo, hidroxiprolina, VY-
carboxiglutamato, e O-fosfoserina. Andlogos de aminoacidos

referem-se a compostos que tém a mesma estrutura guimica
basica que um aminodcido que ocorre naturalmente, isto ¢&,
um o-carbono que estd ligado a um hidrogénio, um grupo
carboxilo, um grupo amina, e um grupo R, por exemplo,
homoserina, norleucina, sulféxido de metionina, metil
sulfénio de metionina. Esses analogos tém grupos R
modificados (por exemplo, norleucina) ou estruturas
peptidicas modificadas, mas mantém a mesma estrutura
quimica basica como um aminoacido que ocorre naturalmente.
Miméticos de aminodcidos referem-se a compostos quimicos
que tém uma estrutura que ¢é diferente da estrutura quimica
geral de um aminoacido, mas que funcionam de modo
semelhante a um aminodcido que ocorre naturalmente. Os
aminodcidos que podem ser aqui referidos pelos seus
simbolos de trés letras comummente conhecidos ou pelos
simbolos de uma letra recomendados pela TUPAC-IUB

Biochemical Nomenclature Commission.

Conforme aqui usado, o termo "quantidade eficaz" refere-se
a uma quantidade suficiente ©para conseguir um efeito
profildtico ou terapéutico desejado, por exemplo, uma
quantidade que resulta na prevencdo de, ou num decréscimo
dos, sintomas associados a uma condicdo oftédlmica. A
quantidade de composicdo administrada ao individuo vai
depender do tipo e gravidade da doenca e das
caracteristicas do individuo, tais como saude geral, idade,
sexo, peso corporal e tolerdncia a féarmacos. Também vai
depender do grau, gravidade e tipo de doenca. o)
especialista na técnica serd capaz de determinar as

dosagens adequadas dependendo destes e de outros factores.
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As composicdes também podem ser administradas em combinacio
com um ou malis compostos terapéuticos adicionais. Nos
métodos aqui descritos, os péptidos aromdtico-catidnicos
podem ser administrados a um individuo com um ou mais
sinais ou sintomas de uma condicdo oftdlmica. Por exemplo,
uma "quantidade terapeuticamente eficaz" dos péptidos
aromdtico-catidénicos significa niveis aos quais os efeitos
fisioldgicos numa condicdo oftédlmica s&o, no minimo,
melhorados.

Um polipéptido ou péptido "isolado" ou "purificado" ¢é
substancialmente livre de material celular ou de outros
polipéptidos contaminantes da fonte celular ou tecidual do
qual o agente deriva, ou substancialmente 1livre de
percursores quimicos ou outros quimicos gquando gquimicamente
sintetizados. Por exemplo, um péptido aromatico-catidnico
isolado deve estar livre de materiais que possam interferir
com os usos diagndésticos ou terapéuticos do agente. Esses
materiais de interferéncia podem incluir enzimas, hormonas

e outros solutos proteicos e ndo proteicos.

Conforme aqui usado, os termos "polipéptido", "péptido" e
"proteina" sdo aqui usados indiferentemente para significar
um polimero compreendendo dois ou mais aminodcidos ligados
um ao outro por ligacdes peptidicas ou ligacdes peptidicas
modificadas, isto é, ©péptidos isoésteres. Polipéptido
refere-se tanto as cadeias curtas, comummente referida como
péptidos, glicopéptidos ou oligdmeros, como as cadeias mais
longas, geralmente referidas como proteinas. Os
polipéptidos podem conter outros aminoacidos para além dos
20 aminodcidos codificados por genes. O0Os polipéptidos
incluem sequéncias de aminoadcidos modificadas por processos
naturais, tais como técnicas de processamento pds-—
translacional, ou por técnicas de modificacdo qguimica que

sdo bem conhecidas na técnica.
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Conforme aqui usado, o termo uso terapéutico "simulténeo"
refere-se a administracdo de pelo menos dois componentes
ativos pela mesma via e ao mesmo tempo ou substancialmente

ao mesmo tempo.

Conforme aqui usado, o termo uso terapéutico "separado"
refere-se a uma administracéo de pelo menos dois
componentes ativos ao mesmo tempo ou substancialmente ao

mesmo tempo por vias diferentes.

Como agqui wusado, o termo uso terapéutico '"sequencial"
refere-se a administracdo de pelo menos dois componentes
ativos em tempos diferentes, a via de administracdo sendo
idéntica ou diferente. Mais particularmente, o) uso
sequencial refere-se ao conjunto da administracdo de um dos
componentes ativos antes que a administracdo do outro ou
outros comece. E assim possivel administrar um dos
componentes ativos durante varios minutos, horas, ou dias
antes de administrar o) outro componente ativo ou

componentes. N&do hd tratamento simultdneo neste caso.

Conforme aqui usados, os termos "tratar" ou "tratamento" ou
"alivio" refere-se tanto ao tratamento terapéutico e
profildtico ou medidas preventivas, em que o objetivo é
prevenir ou retardar (diminuir) a doenca ou condicédo
patoldégica especifica. Um individuo é "tratado" com sucesso
para uma condicdo oftédlmica se, apds receber uma gquantidade
terapéutica de péptidos aromdtico-catidnicos de acordo com
os métodos aqui descritos, o individuo apresentar uma
reducdo observivel e/ou mensurdvel ou apresentar auséncia
de um ou mais sinais e sintomas de uma condicdo oftédlmica.
Deve também ser apreciado que os varios modos de tratamento
ou prevencdo de condig¢des médicas conforme descritos se

pretende que signifiquem "substancial", gque inclui o
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tratamento ou prevencdo total mas também tratamento ou
prevencdo gque ndo sdo totais, e em gque é atingido algum

resultado relevante em termos bioldgicos ou médicos.

Conforme aqui usado, "prevencdo" ou "prevenir" uma doenca
ou condicdo refere-se a um composto gque, numa amostra
estatistica, reduz a ocorréncia da doenca ou condicdo na
amostra tratada em relacdo a uma amostra de controlo néo
tratada, ou atrasa o aparecimento ou reduz a gravidade de
um ou mais sintomas da doenca ou condicdo em relacdo a

amostra de controlo ndo tratada.

Péptidos aromatico-catidénicos

A presente tecnologia relaciona-se com o tratamento ou
prevencdo de uma doenca oftdlmica por administracdo de
certos péptidos aromidtico-catidnicos. Sem pretender ser
limitado ©pela teoria, os ©péptidos aromatico-catidnicos
podem tratar ou prevenir doencas ou condicgdes oftédlmicas
por reduzirem a gravidade ou ocorréncia de lesdes
oxidativas no olho. 0s péptidos aromético-catidnicos sé&o
soltiveis em &gua e altamente polares. Apesar destas
propriedades, os péptidos pode facilmente penetrar nas
membranas celulares. Os péptidos aromdtico-catidénicos
incluem tipicamente um minimo de trés aminodcidos ou um
minimo de guatro aminoéacidos, ligados covalentemente
através de ligacdes peptidicas. O numero méximo de
aminoadcidos presentes nos péptidos aromédtico-catidnicos é
cerca de vinte aminoédcidos ligados covalentemente através
de ligacdes peptidicas. Adequadamente, o numero méximo de
aminodcidos é cerca de vinte, mais preferencialmente cerca

de nove, e o0 mais preferencialmente cerca de seis.

Os aminoédcidos dos péptidos aromdtico-catidénicos podem ser

qualquer aminoacido. Conforme aqui usado, o) termo
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"aminoadcido" ¢ usado para se referir a qualquer molécula
orgdnica que contém pelo menos um grupo amina e pelo menos
um grupo carboxilo. Tipicamente, pelo menos um grupo amina
estd na posicdo o em relacdo a um grupo carboxilo. Os
aminoadcidos podem ocorrer naturalmente. Aminoacidos gue
ocorrem naturalmente incluem, por exemplo, 0s vinte
aminoacidos levogiros (L) mais comuns normalmente
encontrados em proteinas de mamifero, isto ¢é, alanina
(Ala), arginina (Arg), asparagina (Asn), &cido aspéartico

(Asp), cisteina (Cys), glutamina (Gln), &cido glutémico

(Glu), glicina (Gly), histidina (His), isoleucina (Ile),
leucina (Leu), lisina (Lys), metionina (Met), fenilalanina
(Phe), prolina (Pro), serina (Ser), treonina (Thr),
triptofano, (Trp), tirosina (Tyr), e valina (Val). Outros

aminoadcidos que ocorrem naturalmente incluem, por exemplo,
aminoadcidos que s&do sintetizados em processos metabdlicos
ndo associados a sintese de proteina. Por exemplo, oS
aminodcidos ornitina e citrulina sdo sintetizados no
metabolismo de mamifero durante a producdo de ureia. Outro
exemplo de um aminoacido que ocorre naturalmente inclui a

hidroxiprolina (Hyp).

Os péptidos contém opcionalmente um ou mais aminoacido que
ndo ocorre naturalmente. Adequadamente, o péptido ndo tem
aminodcidos que ocorrem naturalmente. Os aminodcidos dgue
nao ocorrem naturalmente podem ser levogiros (L-),
dextrogiros (D-), ou misturas destes. Aminoacidos gue néo
ocorrem naturalmente séo aqueles aminoacidos que
tipicamente ndo sdo sintetizados nos processos metabdlicos
normais em organismos vivos, € que ndo ocorrem naturalmente
em proteinas. Adicionalmente, 0s aminodcidos que néo
ocorrem naturalmente nao sédo também adequadamente
reconhecido pelas protéases comuns. O aminodcido gque né&o

ocorre naturalmente pode estar presente em qualquer posicdo
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no péptido. Por exemplo, o aminoadcido gque ndo ocorre
naturalmente pode estar no terminal N, no terminal C, ou em

qualguer posicdo entre o terminal N e o terminal C.

Os aminoacidos ndo naturais podem, por exemplo, compreender
grupos alquilo, arilo, ou algquilarilo n&o encontrados nos

aminodcidos naturais. Alguns exemplos de aminoacidos
alquilo néao naturais incluem 4cido oa-aminobutirico,
4cido Pf-aminobutirico, 4dcido y-aminobutirico, dcido  0o-
aminovalérico, e &cido g¢-aminocaprdico. Alguns exemplos de
aminoadcidos aril ndo naturais incluem &cido orto, meta, e

para aminobenzdico. Alguns exemplos de aminoacidos
algquilaril n&o naturais incluem &cido orto, meta, e para
aminofenilacético, e acido y-fenil- f-aminobutirico.
Aminoacidos que ndo ocorrem naturalmente incluem derivados
de aminocadcidos gque ocorrem naturalmente. Os derivados de
aminodcidos que ocorrem naturalmente podem, por exemplo,
incluir a adigcdo de um ou mais grupos gquimicos ao

aminoacido que ocorre naturalmente.

Por exemplo, um ou mais grupos quimicos podem ser
adicionados a uma ou mais das posicgdes 2', 3', 4', 5', ou
6' do anel aromatico do <residuo de fenilalanina ou
tirosina, ou a posicédo 4', 5', 6', ou 7' do anel benzo de
um residuo de triptofano. O grupo poe ser qualquer grupo
quimico que pode ser adicionado a um anel aromdtico. Alguns
exemplos desses grupos incluem C:-C4 alquilo ramificado ou
ndo ramificado, talis como metilo, etilo, n-propilo,
isopropilo, butilo, isobutilo, ou t-butilo, C;-C; alquiloxi
(isto é, alcoxi), amina, C1-Cq4 alguilamina e C1-Cq4
dialgquilamina (por exemplo, metilamina, dimetilamina),
nitro, hidroxilo, halo (isto ¢, fltor, cloro, bromo, ou

iodo). Alguns exemplos especificos de derivados, gque néo
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ocorrem naturalmente, de aminoéacidos que ocorrem

naturalmente incluem norvalina (Nva) e norleucina (Nle).

Outro exemplo de uma modificacdo de um aminoacido num
péptido é a derivatizacdo de um grupo carboxilo de um &cido
aspartico ou um residuo do &acido glutédmico do péptido. Um
exemplo de derivatizacdo é a amidacdo com amdédnia ou com uma
amina primadria ou secundidria, por exemplo, metilamina,
etilamina, dimetilamina ou dietilamina. Outro exemplo de
derivatizacdo inclui esterificacdo com, por exemplo, &lcool
metilico ou etilico. Outra modificacdo dessas inclui
derivatizacdo de um grupo amina de um residuo de lisina,
arginina, ou histidina. Por exemplo, esses Jgrupos amina
podem ser acilados. Alguns grupos acilo adequados incluem,
por exemplo, um grupo benzoilo ou um grupo alcanoilo
compreendendo qualquer dos grupos C:-C; alquilo mencionados

acima, tais como um grupo acetilo ou propionilo.

Os aminoacidos que nao ocorrem naturalmente séo
preferencialmente resistentes, e mais preferencialmente
insensivel, as protéases comuns. Exemplos de aminoacidos
que ndo ocorrem naturalmente que sdo resistentes ou
insensiveis a protéases incluem a forma dextrogira (D-) de
qualquer dos L-aminodcidos que ocorrem naturalmente acima
mencionados, assim como L- e/ou D-aminodcidos que néao
ocorrem naturalmente. Os D-aminodcidos gque n&do ocorrem
normalmente em proteinas, apesar de serem encontrados em
certos péptidos antibidticos que sdo sintetizados por
outros meios que ndo a magquinaria sintética de proteina
ribossomal normal da célula. Conforme aqui usados, os D-
aminoadcidos s&o considerados aminocdcidos gue ndo ocorrem

naturalmente.

A fim de minimizar a sensibilidade a protéases, os péptidos

devem ter menos de cinco, preferencialmente menos de
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quatro, mais preferencialmente menos de trés, e o0 mais
preferencialmente, menos de dois L-aminodcidos contiguos
reconhecidos pelas protéases comuns, independentemente do
facto dos aminoadcidos ocorrerem naturalmente ou né&o
naturalmente. Adequadamente, o péptido tem somente D-
aminodcidos, e nenhum L-aminodcido. Se o péptido contém
sequéncias sensiveis a protéases de aminoacidos, pelo menos
um dos aminodcidos é preferencialmente um D-aminocdcido que
ndo ocorre naturalmente, conferindo assim resisténcia a
protéases. Um exemplo de uma sequéncia sensivel a protéase
inclui dois ou mais aminoacidos béasicos contiguos que sé&o
facilmente <clivados ©por protéases comuns, tais como
endopeptidases e tripsina. Exemplos de aminoacidos béasicos

incluem arginina, lisina e histidina.

Os péptidos aromatico-catidnicos devem ter um numero minimo
de cargas positivas totais a pH fisioldgico em comparacédo
com o numero total de residuos de aminodcidos no péptido. O
minimo numero de cargas positivas totais a pH fisioldgico
serd referido abaixo como (pn). O numero total de residuos
de aminodcidos no péptido serd referido abaixo como (r). O
nimero minimo de cargas positivas totais discutidas abaixo
sdo todos a pH fisioldgico. O termo "pH fisioldgico”
conforme aqui usado refere-se ao pH normal nas células dos
tecidos e 6rgdos do organismo de mamiferos. Por exemplo, O
pH fisioldgico de um humano é normalmente aproximadamente

7,4, mas o pH fisioldédgico normal em mamiferos pode ser

qualquer pH desde cerca de 7,0 até cerca de 7,8.

"Carga total" conforme aqui usado refere-se ao equilibrio
do numero de cargas positivas e o numero de cargas
negativas carregadas pelos aminoacidos presentes no
péptido. Nesta especificacdo, entende-se gue as cargas
totais sdo medidas a pH fisioldgico. Os aminoécidos que

ocorrem naturalmente que sdo positivamente carregados a pH
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fisioldgico incluem L-lisina, L-arginina, e L-histidina. Os
aminodcidos que ocorrem naturalmente gque sdo carregados
negativamente a pH fisioldgico incluem &acido L-aspéartico e

acido L-glutéamico.

Tipicamente, um péptido tem um grupo amina N-terminal
carregado positivamente e um grupo carboxilo C-terminal
carregado negativamente. As cargas anulam-se mutuamente a
pH fisioldgico. Como exemplo do célculo da carga total, o
péptido Tyr-Arg-Phe-Lys-Glu-His-Trp-D-Arg tem um aminoacido
carregado negativamente (isto ¢, Glu) e quatro aminoécidos
carregados positivamente (isto ¢é, dois residuos Arg, um
Lys, e um His). Portanto, o péptido acima tem uma carga

total positiva de trés.

Numa forma de realizacdo, os péptidos aromatico-catidénicos
tém uma relacdo entre o numero minimo de cargas positivas
totais a pH fisioldgico (pn) e o numero total de residuos
de aminocdcidos (r) em qgue 3p, é€ O numero maior que é
inferior ou igual a r + 1. Nesta forma de realizacdo, a
relacdo entre o numero minimo das cargas positivas totais
(pn) € o nuUmero total dos residuos de aminocécidos (r) €

como se segue:

Tabela 1. Namero de aminodcidos e cargas positivas totais

(3pn <p+1)

(xr) 3 4 5 6 7 8 9110|1112 (13|14 |15|16 |17 |18 | 1S |20

o) [ 22212123313 4 4 4 5 5 5 6 6 6 7

Noutra forma de realizacéo, 0s péptidos aromatico-
catidénicos tém uma relacdo entre o numero minimo de cargas
positivas totais (pm) e o numero total de residuos de

aminodcidos (r) em que 2p, € o0 maior numero que ¢é inferior
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ou igual a r + 1. Nesta forma de realizacdo, a relacédo
entre o nUmero minimo de cargas positivas totais (pm) e o
numero total de residuos de aminodcidos (r) é como se

segue:

Tabela 2. Namero de aminoacidos e cargas positivas totais

(2pn Sp+1)

(xr) 3 4 5 6 7 8 9 |10|11 |12 |13 |14 |15|16 |17 |18 19| 20

(Pn) | 2 2|1 3|13 4 415 |5 6 6 7 7 8 8 9 9 |10 |10

Numa forma de realizacdo, o numero minimo de cargas
positivas totais (pm) e o numero total de residuos de
aminodcidos (r) s&do iguais. Noutra forma de realizacdo, oS
péptidos tém trés ou quatro residuos de aminodcidos e no
minimo uma carga positiva total, preferencialmente, no
minimo duas cargas positivas totais e mais

preferencialmente no minimo trés cargas positivas totais.

E também importante que os péptidos aromdtico-catidénicos
tenham um ntmero minimo de grupos arométicos em comparacio
com O numero total de cargas positivas totais (py). O
numero minimo de grupos aromaticos serada referido abaixo
como (a). Aminoacidos gque ocorrem naturalmente que tém um
grupo aromatico incluem 0os aminoacidos histidina,
triptofano, tirosina, e fenilalanina. Por exemplo, o)
hexapéptido Lys-Gln-Tyr-D-Arg-Phe-Trp tem uma carga total
positiva de dois (por contributo dos residuos de lisina e
arginina) e trés grupos arométicos (por contributo dos

residuos de tirosina, fenilalanina e triptofano).

Os péptidos aromdtico-catidnicos deverdo ter também uma
relacdo entre o numero minimo de grupos aromaticos (a) e o
numero total de cargas positivas totais a pH fisioldgico

(pt) em que 3a & o numero maior gque ¢ inferior ou igual a




30

p: + 1, exceto que quando p: € 1, a pode também ser 1.
Nesta forma de realizacdo, a relacdo entre o nUmero minimo
de grupos aromadticos (a) e o numero total de cargas

positivas totais (p:) é& como se segue:

Tabela 3. Grupos aromaticos e cargas positivas totais (3a

<pi+l ou a=p:=1)

(r) 112 (345|667 |8|9|10|11|12|13|14|15|16 |17 (18| 19]20

) | LT T2 2[2[2[3[3]3 [4 [4 [4 [5 |5 [5 |6 |6 |6 |7

Noutra forma de realizacéo, os péptidos aromatico-
catidénicos tém uma relacdo entre o numero minimo de grupos
aromdticos (a) e o numero total de cargas positivas totais
(p:) em que 2a é o numero maior que é inferior ou igual a
p: + 1. Nesta forma de realizacdo, a relacdo entre o numero
minimo de residuos de aminodcidos aromédticos (a) e o numero

total de cargas positivas totais (p:) € como se segue:

Tabela 4. Grupos aromaticos e cargas positivas totais (2a

<pt+l ou a=p=1)

(r) |1 |2|3|4|5|6|7|8|9|10|11|12|13|14|15|16 |17 |18 |19] 20

) || 1|22 [3]3[4[4[5]5 [6 [6 [7 [7 [8 [8 [9 [9 [10[10

Noutra forma de realizacdo, o numero de grupos aromaticos
(a) e o numero total de cargas positivas totais (pt) sé&o

iguais.

Grupos carboxilo, especialmente o grupo carboxilo terminal
de um aminoé&cido C-terminal, sdo preferencialmente amidados
com, por exemplo, amdnia para formar a amida C-terminal. Em
alternativa, o grupo carboxilo terminal do aminoacido C-

terminal pode ser amidado com gualgquer amina primédria ou
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secunddria. A amina primdria ou secundidria pode, por
exemplo, ser um alquilo, especialmente um C;-C4; alquilo
ramificado ou ndo ramificado, ou uma arilamina. Portanto, o
aminoadcido no terminal C do péptido pode ser convertido num
grupo amida, N-metilamida, N-etilamida, N,N-dimetilamida,
N,N-dietilamida, N-metil-N-etilamida, N-fenilamida ou N-
fenil-N-etilamida. Os grupos livres de carboxilato dos
residuos de asparagina, glutamina, &cido aspértico, e &cido
glutdmico que ndo ocorrem no terminal C dos péptidos
aromdtico-catidénicos podem também ser amidados quando
ocorrem no péptido. A amidacdo nestas posicdes internas
pode ser com amdnia ou qualquer das aminas primarias ou

secunddrias descritas acima.

Numa forma de realizacdo, o péptido aromético-catidnico é
um tripéptido com duas cargas positivas totais e pelo menos
um aminodcido aromatico. Numa forma de realizacéo
particular, o péptido aromatico-catidnico é um tripéptido
com duas cargas ©positivas totais e dois aminoacidos

aromédticos.

Péptidos aromdtico-catidnicos incluem, mas ndo se limitam,

aos seguintes exemplos de péptidos:

Lys-D-Arg-Tyr—-NH,

Phe-D-Arg-His

D-Tyr-Trp-Lys—-NH,
Trp-D-Lys-Tyr-Arg-NH;
Tyr-His-D-Gly-Met
Phe-Arg-D-His-Asp
Tyr-D-Arg-Phe-Lys-Glu-NH,
Met-Tyr-D-Lys-Phe-Arg
D-His-Glu-Lys-Tyr-D-Phe-Arg
Lys-D-Gln-Tyr-Arg-D-Phe-Trp-NH;
Phe-D-Arg-Lys-Trp-Tyr-D-Arg-His
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Gly-D-Phe-Lys-Tyr-His-D-Arg-Tyr-NH,
Val-D-Lys-His-Tyr-D-Phe-Ser-Tyr-Arg-NH;
Trp-Lys-Phe-D-Asp-Arg-Tyr-D-His-Lys
Lys-Trp-D-Tyr-Arg-Asn-Phe-Tyr-D-His-NH,
Thr-Gly-Tyr-Arg-D-His-Phe-Trp-D-His-Lys
Asp-D-Trp-Lys-Tyr-D-His-Phe-Arg-D-Gly-LyS-NH,
D-His-Lys-Tyr-D-Phe-Glu-D-Asp-D-His-D-Lys-Arg-Trp-NH,
Ala-D-Phe-D-Arg-Tyr-Lys-D-Trp-His-D-Tyr-Gly-Phe
Tyr-D-His-Phe-D-Arg-Asp-Lys-D-Arg-His-Trp-D-His-Phe
Phe-Phe-D-Tyr-Arg-Glu-Asp-D-Lys-Arg-D-Arg-His-Phe-NH,
Phe-Try-Lys-D-Arg-Trp-His-D-Lys-D-Lys-Glu-Arg-D-Tyr-Thr
Tyr-Asp-D-Lys-Tyr-Phe-D-Lys-D-Arg-Phe-Pro-D-Tyr-His-Lys
Glu-Arg-D-Lys-Tyr-D-Val-Phe-D-His-Trp-Arg-D-Gly-Tyr-Arg-D-
Met-NH,
Arg-D-Leu-D-Tyr-Phe-Lys-Glu-D-Lys-Arg-D-Trp-Lys-D-Phe-Tyr-
D-Arg-Gly
D-Glu-Asp-Lys-D-Arg-D-His-Phe-Phe-D-Val-Tyr-Arg-Tyr-D-Tyr-
Arg-His-Phe-NH,
Asp-Arg-D-Phe-Cys-Phe-D-Arg-D-Lys-Tyr-Arg-D-Tyr-Trp-D-His-
Tyr-D-Phe-Lys-Phe
His-Tyr-D-Arg-Trp-Lys-Phe-D-Asp-Ala-Arg-Cys-D-Tyr-His-Phe-
D-Lys-Tyr-His-Ser-NH,
Gly-Ala-Lys-Phe-D-Lys-Glu-Arg-Tyr-His-D-Arg-D-Arg-Asp-Tyr-
Trp-D-His-Trp-His-D-Lys-Asp
Thr-Tyr-Arg-D-Lys-Trp-Tyr-Glu-Asp-D-Lys-D-Arg-His-Phe-D-
Tyr-Gly-Val-Ile-D-His-Arg-Tyr-Lys-NH,

Numa forma de realizacdo, um péptido gque tem atividade
agonista de recetor mu-opidide tem a foérmula Tyr-D-Arg-Phe-
Lys-NH, (referido agqui como "SS3-01"). O SS-01 tem uma carga
positiva total de trés, por contributo dos aminodcidos
tirosina, arginina, e lisina e tem dois grupos aroméaticos
fornecidos pelos aminoédcidos fenilalanina e tirosina. A
tirosina de SS-01 pode ser um derivado modificado de

tirosina tais como em 2',6'-dimetiltirosina para produzir o
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composto com a férmula 2',6"'-Dmt-D-Arg-Phe-Lys-NH,
(referida agqui como "SS-02"). O SS-02 tem um peso molecular
de 640 e carrega uma carga positiva total de trés a pH
fisioldgico. O SS-02 penetra facilmente na membrana
plasmdtica de varios tipos de células de mamifero de um
modo independente de energia (Zhao et al., J. Pharmacol Exp

Ther. 304: 425-432, 2003).

Péptidos que ndo tém atividade agonista do receptor mu-
opibdide geralmente ndo tém um residuo tirosina ou um
derivado de tirosina na terminacdo N (isto &, a posicdo de
aminodcido 1). O aminodcido na terminacdo N pode ser
qualguer aminodcido gque ocorre naturalmente ou gque néo
ocorre naturalmente gque ndo a tirosina. Numa forma de
realizacdo, o aminodcido na terminacdo N ¢é fenilalanina ou

0 seu derivado. Derivados exemplificativos de fenilalanina

incluem 2"-metilfenilalanina (Mmp) , 2',6'-
dimetilfenilalanina (2',6"'-Dmp), N,2',6'-
trimetilfenilalanina (Tmp) , e 2'-hidroxi-6'-

metilfenilalanina (Hmp).

Um exemplo de um péptido aromdtico-catidnico qgque nédo tem
atividade agonista do receptor mu-opidide tem a férmula
Phe-D-Arg-Phe-Lys-NH, (referido aqui como "SS-20"). Em
alternativa, a fenilalanina N-terminal pode ser um derivado
da fenilalanina tal como 2',6'-dimetilfenilalanina (2'6'-
Dmp). SS-01 contendo 2',6'-dimetilfenilalanina na posicéo
de aminoédcido 1 tem a férmula 2',6'-Dmp-D-Arg-Phe-Lys-NH,.
Numa forma de realizacdo, a sequéncia de aminoidcidos de SS-
02 é rearranjada de modo a que Dmt ndo esteja na terminacédo
N. Um exemplo de um tal péptido aromético-catidnico gue né&o
tem atividade agonista do receptor mu-opidide tem a fdérmula

D-Arg-2'6'-Dmt-Lys-Phe-NH, (SS-31).
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35-01, SS-20, SS-31, e seus derivados podem adicionalmente
incluir andlogos funcionais. Um péptido é considerado um
andlogo funcional de SS-01, SS5-20, ou SS5-31 se o anélogo
tiver a mesma funcdo que SS-01, SS-20, ou SS-31. O analogo
pode, por exemplo, ser uma variante de substituicdo de SS-
01, S8S-20, ou SS-31, em gue um ou mais aminodcidos s&o

substituidos por outro aminoécido.

Variantes de substituicdo adegquadas de SS-01, SS-20, ou SS-
31 incluem substituicbes de aminodcidos conservativas. Os
aminoadcidos podem ser agrupados de acordo com as suas

caracteristicas fisico-quimicas como se segue:

(a) Aminoédcidos nédo polares: Ala(A) Ser(S) Thr(T) Pro(P)
Gly(G) Cys(C);

(b) Aminoacidos ndo acidicos: Asn(N) Asp(D) Glu(E) GIn(Q):

(c) Aminoacidos bésicos: His(H) Arg(R) Lys(K);

(d) Aminoéadcidos hidrofdébicos: Met (M) Leu(L) Ile(I) Val (V);
e

(e) Aminoéadcido arométicos: Phe(F) Tyr(Y) Trp(W) His (H).

Substituicdes de um aminocdcido num péptido por outro
aminoacido no mesmo grupo s&o referidas como uma
substituicédo conservativa e pode conservar as
caracteristicas fisicoquimicas do péptido original. Em
contraste, as substituicdes de um aminodcido num péptido
por outro aminodcido num grupo diferente é geralmente mais
suscetivel de alterar as caracteristicas do ©péptido

original.

Em algumas formas de realizacdo, o péptido aromdtico-

catidénico tem uma fdérmula como mostrado na Tabela 5.
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dnsDap dcido B-dansil-L-a, B-diaminopropidnico

atnDap = &cido B-antraniloil-L-a, B-diaminopropidénico

Bio = biotina
Exemplos de outros péptidos aromdtico-catidénicos que néo
ativam recetores mu-opidides incluem, mas ndo sdo limitados

aos péptidos aromdtico-catidnicos mostrados na Tabela 6.

TABELA 6. Anédlogos de Péptidos Sem Atividade mu-opioide
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Cha = ciclohexil alanina

Os aminoé&cidos dos péptidos mostrados na Tabela 5 e 6 podem

ser de configuracdo L- ou D-.

Os péptidos podem ser sintetizados por qualquer dos métodos
bem conhecidos na técnica. Métodos adequados para
sintetizar guimicamente a proteina incluem, por exemplo,
aqueles descritos por Stuart e Young em Solid Phase Peptide
Synthesis, segunda edicdo, Pierce Chemical Company (1984),
e em Methods FEnzymol. 289, Academic Press, Inc, New York

(1997) .

Usos Profildticos e Terapéuticos de Péptidos Aromatico-

Catidnicos

Os péptidos aromdtico-catidnicos aqui descritos sdo uteis

para prevenir ou tratar doencas. Especificamente, a
divulgacéo disponibiliza métodos profilaticos e
terapéuticos para tratar um individuo em risco (ou

suscetivel) a uma doenca ou condicdo oftdlmica. Deste modo,
0s métodos aqui descritos fornecem prevencéao e/ou
tratamento de uma doenca oftdlmica a um individuo através
da administracdo de uma quantidade eficaz de um péptido
aromdtico-catidénico a um individuo com necessidade disso.
Por exemplo, podem ser administradas a um individuo
composicdes de péptidos aromatico-catidnicos na tentativa
de melhorar um ou mais dos fatores que contribuem para uma

condicdo ou doenca oftédlmica.

Um aspeto da tecnologia inclui métodos para reduzir uma
condicdo oftdlmica num individuo com fins terapéuticos. Em
aplicacdes terapéuticas, composicdes ou medicamentos sé&o

administrados a um individuo suspeito, ou que Ja sofre de
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uma dessas doencas numa quantidade suficiente para curar,
ou pelo menos suspender parcialmente, os sintomas da
doenca, incluindo as suas complicacdes e fendétipos
patoldégicos intermedidrios no desenvolvimento da doenca.
Deste nodo, a divulgacdo fornece métodos para tratar um
individuo que sofre de uma condigdo oftédlmica. Em algumas
formas de realizacdo, a tecnologia fornece um método para
tratar ou prevenir doencas oftédlmicas especificas, tais
como retinopatia diabética, cataratas, retinite pigmentosa,
glaucoma, neovascularizacéo coroidal, degeneracéo da
retina, e retinopatia induzida por oxigénio, num mamifero

através da administracdo de um péptido aromético-catidnico.

Numa forma de realizacdo, um péptido aromdtico-catidnico é
administrado a wum individuo para tratar ou prevenir a
retinopatia diabética. A retinopatia diabética
caracterizam-se por microaneurismas capilares e pontos de
hemorragia. Para além disso, as obstrucdes microvasculares
causam a formacdo de manchas brancas na retina. Mais ainda,
pode formar-se edema da retina e/ou exsudatos duros em
individuos com retinopatia diabética devido ao aumento da
hiperpermeabilidade vascular. Subsequentemente, a
neovascularizacdo aparece e o descolamento da retina é
causado por tracdo do tecido conectivo desenvolvido no
corpo vitreo. Podem também ocorrer rubeose da iris e
glaucoma neovascular o0s quais, por sua vez, podem levar a
cegueira. 0Os sintomas de retinopatia diabética incluem, mas
ndo estdo limitados a, dificuldade de leitura, visdo turva,
perda stUbita da vis&o num olho, visdo de circulos ao redor
das luzes, visdo de manchas escuras, e/ou visdo de luzes a

piscar.

Numa forma de realizacdo, um péptido aromdtico-catidbnico é
administrado a um individuo para tratar ou prevenir as

cataratas. As cataratas sdo uma doenca congénita ou
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adquirida caracterizada por reducdo na claridade natural da
lente. Individuos com cataratas podem apresentar um ou mais
sintomas, incluindo, mas ndo se limitando a, nebulosidade
na superficie da lente, nebulosidade no interior da lente,
e/ou inchaco da lente. Exemplos tipicos de doencas
congénitas associadas a catarata sdo pseudo-cataratas,
catarata da membrana, catarata corondria, cataratas
lamelares, cataratas pontuadas, e cataratas filamentosas.
Exemplos tipicos de doengas adquiridas associadas a
catarata sé&do cataratas geriatricas, cataratas secundarias,
cataratas de escurecimento, cataratas complicadas,
cataratas diabéticas, e cataratas traumdticas. As cataratas
adquiridas s&do também induziveis por choque elétrico,
radiacéao, ultra-som, farmacos, doencas sistémicas, e
distlrbios nutricionais. Aa cataratas adquiridas incluem

ainda cataratas pds-operatdrias.

Numa forma de realizacdo, ¢ administrado um péptido
aromatico-catidénico a um individuo para tratar ou prevenir
a retinite pigmentosa. A retinite pigmentosa é um disturbio
que ¢é caracterizado pela lesdo da célula dos bastonetes
e/ou cones. A presenca das linhas escuras na retina ¢é
tipica em individuos gque sofrem de retinite pigmentosa.
Individuos com retinite pigmentosa também apresentam uma
variedade de sintomas incluindo, mas ndo se limitando a,
dores de cabeca, dorméncia ou formigueiro nas extremidades,
luzes a piscar, e/ou alteracdes visuais. Ver, por exemplo,
Heckenlively et al., Clinical findings and common symptoms
in retinitis pigmentosa. Am J Ophthalmol. 105(5): 504-511
(1988) .

Numa forma de realizacdo, um péptido aromatico-catidénico é
administrado a um individuo para tratar ou ©prevenir
glaucoma. O glaucoma ¢ uma doenca genética caracterizada

por um aumento da pressdo intraocular, dque conduz a
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diminuicdo da wvisdo. O glaucoma pode originar-se de véarias
condicdes oftédlmicas que estdo previamente presentes num
individuo, tais como, feridas, cirurgia, e outras
malformacdes estruturais. Apesar de o glaucoma poder
ocorrer em qualquer idade, frequentemente desenvolve-se em
individuos idosos e leva a cegueira. 0Os doentes de glaucoma
tipicamente tém uma pressdo intraocular acima de 21 mmHg.
No entanto, o glaucoma de pressdo normal, onde as
alteracdes glaucomatosas se encontram no campo visual e na
papila o6ptica, pode ocorrer na auséncia de ©pressdes
oculares aumentadas, 1isto ¢é, superiores a 21 mmHg. Os
sintomas de glaucoma incluem, mas ndo sdo limitados a,
visdo turva, dor forte nos olhos, dor de cabeca, visdo de

halos a volta das luzes, nauseas, e/ou vémitos.

Numa forma de realizacdo, ¢ administrado um péptido
aromatico-catidénico a um individuo para tratar ou prevenir
a degeneracdo macular. A degeneracdo macular é tipicamente
uma doenca relacionada com a idade. As categorias gerais de
degeneracdo macular incluem a degeneracdo macular humida,
seca, e ndo relacionada com a idade. A degeneracdo macular
seca, que corresponde a cerca de 80-90 por cento de todos
0os casos, ¢é também conhecida como degeneracdo macular
atrdéfica, ndo exsudativa, ou drusandéide. Com a degeneracdo
macular seca, tipicamente acumulam-se drusas sob o tecido
epitelial do pigmento retinal. Perda de vis&do ocorre
subsequentemente quando as drusas interferem com a funcéo
dos fotorrecetores na macula. Os sintomas da degeneracédo
macular seca incluem, mas ndo gsdo limitados a, visédo
distorcida, distorcdo do centro de wvisdo, distorcdo do
claro ou escuro, e/ou alteracdes na percepcdo das cores. A
degeneracdo macular seca pode resultar em perda gradual da

visdo.
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A degeneracdo macular humida ¢ também conhecida como
neovascularizacéao, neovascularizacéao subretiniana,
degeneracdo exsudativa ou disciforme. Com degeneracéo
macular htumida, vasos sanguineos anormais crescem Sob a
macula. 0Os vasos sanguineos vazam fluido para a macula e
lesam as células fotorrecetoras. A degeneracdo da macula
htimida pode progredir rapidamente e causar lesdes graves a
visdo central. A degeneracdo macular seca e humida tém
sintomas idénticos. A degeneracdo macular ndo relacionada
com a idade, porém, ¢é rara e pode estar ligada a
hereditariedade, diabetes, deficiéncias nutricionais,
feridas, infecéo, ou outros fatores. O0Os sintomas de
degeneracdo macular nédo relacionada com a idade incluem
também, mas ndo sdo limitados a, visdo distorcida,
distorcdo do centro de visdo, distorcdo do claro ou escuro,

e/ou alteracdes na percecdo das cores.

Numa forma de realizacéo, administra-se um péptido
aromatico-catidénico a um individuo para tratar ou prevenir
a neovascularizacéo coroideia. A neovascularizacéo
coroideia (CNV) é uma doenca caracterizada pelo
desenvolvimento de novos vasos sanguineos na camada coroide
do olho. Os vasos sanguineos formados de novo crescem no
coroide, através da membrana de Bruch, e invadem o espaco
subretiniano. A CNV pode levar ao comprometimento da visédo
ou perda completa da visdo. Os sintomas de CNV incluem, mas
ndo sdo limitados a, visdo com cintilacdo, luzes a piscar,
ou manchas c¢inzentas no olho ou olhos afetados, viséao

turva, visdo distorcida, e/ou perda de visdo.

Numa forma de realizacéo, administra-se um péptido
aromatico-catidénico a um individuo para tratar ou prevenir
a degeneracdo da retina. A degeneracdo da retina € uma
doenca genética gque se relaciona com a degradacdo da

retina. O tecido &retiniano pode degenerar por varios
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motivos, tais como, oclusdo arterial ou venosa, retinopatia
diabética, retinopatia de prematuridade, e/ou fibroplasia
retrolenticular. A degradacdo da retina geralmente inclui
retinosquise, degeneracdo da estrutura, e estd relacionada
com degeneracdo progressiva da mécula. 0Os sintomas de
degradacdo da retina incluem, mas nédo sdo limitados a,
deficiéncia visual, perda de visdo, cegueira noturna, visdo
em tunel, perda da visdo periférica, descolamento da

retina, e/ou sensibilidade a luz.

Numa forma de realizacéo, administra-se um péptido
aromatico-catidénico a um individuo para tratar ou prevenir
a retinopatia induzida por oxigénio. A retinopatia induzida
por oxigénio (OIR) ¢ uma doenca <caracterizada por
degeneracdo microvascular. A OIR ¢ um modelo estabelecido
para estudo da retinopatia de prematuridade. A OIR esta
associada a lesdes das células vasculares que culminam em
neovascularizacdo anormal. A degeneracdo microvascular
conduz a isquemia que contribui para as alteracdes fisicas
associadas a OIR. O stresse oxidativo também desempenha um
papel importante na obliteracdo dos wvasos da OIR onde as
células endoteliais s&do propensas a lesdes peroxidativas.
No entanto, pericitos, células do musculo liso, e
astrdécitos perivasculares, sdo geralmente resistentes a
lesdes peroxidativas. Ver, por exemplo, Beauchamp et al.,
Role of thromboxane 1in retinal microvascular degeneration
in oxygen-induced retinopathy, J Appl. Physiol. 90: 2279-
2288 (2001). A 0OIR, incluindo retinopatia de prematuridade,
¢ geralmente assintomé&tica. Porém, movimentos anormais do
olho, estrabismo, miopia grave, e/ou leucocoria, podem ser

sinais de OIR ou retinopatia da prematuridade.

A invencdo fornece um péptido representado pela férmula D-
Arg-2’ 6’ -Dmt-Lys-Phe-NH;, ou phe-D-Arg-Phe-Lys-NH, para uso

no tratamento ou prevencdo de uma condicdo oftédlmica em que
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a condicdo oftdlmica é selecionada a partir do grupo que
consiste em rinite pigmentosa, neovascularizacdo coroidal,
e retinopatia induzida por oxigénio. Individuos em risco de
uma doenca oftédlmica podem ser identificados, por exemplo,
por qualgquer teste ou combinacdo de testes diagndsticos ou
prognésticos como aqui descritos. Em aplicacdes
profildticas, as composicdes farmacéuticas ou medicamentos
a base de péptidos aromadtico-catidénicos sdo administrados a
um individuo susceptivel a, ou de outro modo em risco de
doenca ou condicé&o, numa quantidade suficiente ©para
eliminar ou vreduzir o vrisco, diminuir a gravidade, ou
atrasar o inicio da doenca, incluindo sintomas da doenca
bioguimicos, histoldgicos e/ou comportamentais, suas
complicacdes e fendbtipos patoldgicos intermédios presentes
durante o desenvolvimento da doenca. A administracdo de um
aromatico-catidénico profilatico pode ocorrer antes da
manifestacdo dos sintomas caracteristicos da aberracdo, de
tal modo que uma doenca ou disturbio é prevenida ou, em
alternativa, retardada na sua progressido. Dependendo do
tipo de aberracdo, por exemplo, um péptido aromético-
catidénico que atua para aumentar ou melhorar a funcédo
mitocondrial ou reduzir as lesdes oxidativas pode ser usado
para tratar o individuo. O composto adequado pode ser

determinado com base em ensaios de rastreio aqui descritos.

Determinacdo do Efeito Bioldgico da Terapéutica a Base do
Péptido aromdtico-catidnico. Em varias formas de
realizacdo, sédo realizados ensaios adequados in vitro ou 1in
vivo para determinar o efeito de uma terapéutica a base do
péptido aromdtico-catidénico especifico e se a sua
administracdo ¢é indicada para o tratamento. Em véarias
formas de realizacdo, podem ser realizados ensaios in vitro
com células representativas do(s) tipo(s) envolvido(s) na

doenca do individuo, para determinar se uma dada
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terapéutica a base de péptidos aromdtico-catidnicos exerce
o desejado efeito sobre o tipo de célula(s). Compostos para
uso em terapia podem ser testados em sistemas de modelos
animais 1incluindo, mas ndo se limitando a ratazanas,
ratinhos, galinhas, vacas, macacos, coelhos, e afins, antes
dos testes em individuos humanos. De modo semelhante, para
testes 1in vivo, qualquer dos sistemas de modelo animal
conhecidos na técnica podem ser usados para administracdo a
individuos humanos. Numa forma de realizacéo, a
administracdo de um péptido aromdtico-catidénico a um
individuo exibindo sintomas associados a uma condicédo
oftdlmica pode causar uma melhoria de um ou mais desses

sintomas.

Modos de Administracdo e Dosagens Eficazes

Qualguer método conhecido pode ser empregue da técnica para
contatar uma célula, 6rgdo ou tecido com um péptido.
Métodos adequados incluem métodos in vitro, ex vivo, ou in
vivo. Os métodos in vivo incluem tipicamente a
administracdo de um péptido aromético-catidnico, tal como
os descritos acima, a um mamifero, preferencialmente a um
humano. Quando usados in vivo para terapia, os péptidos
aromadtico-catidénicos sdo administrados a um individuo em
quantidades eficazes {isto ¢, quantidades que tém o efeito
terapéutico desejado). A dose e regime de dosagem vao
depender do grau da doenca oftadalmica do individuo, das
caracteristicas do péptido aromatico-catidnico especifico
usado, por exemplo, o seu indice terapéutico, o individuo,

e a histéria do individuo.

A quantidade eficaz pode ser determinada durante ensaios
pré-clinicos e ensaios clinicos através de métodos

familiares dos médicos e clinicos. Uma quantidade eficaz de
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um péptido Util nos métodos da presente invencéao,
preferencialmente numa composicdo farmacéutica, pode ser
administrada a um mamifero com essa necessidade por
qualgquer método dos varios métodos bem conhecidos para
administracdo de compostos farmacéuticos. Em algumas formas
de realizacdo, o péptido pode ser administrado por via

sistémica, tdépica, ou intraocular.

Os péptidos aromético-catidnicos aqui descritos podem ser
incorporados nas composicbes farmacéuticas para
administracéao, isoladamente ou em combinacéo, a um
individuo para o tratamento ou prevencdo de um disturbio
aqui descrito. Essas composicdes incluem tipicamente o
agente ativo e um transportador farmaceuticamente
aceitavel. Conforme aqui wusado o termo "transportador
farmaceuticamente aceitavel” inclui solucédo salina,
solventes, meios de dispersdo, revestimentos, agentes
antibacterianos e antifingicos, agentes de retardamento da
absorcéao e isotdénicos, e afins, compativeis com
administracdo farmacéutica. Compostos ativos suplementares

podem também ser incorporados nas composicdes.

As composicbes farmacéuticas sdo tipicamente formuladas
para serem compativeis com as respetivas vias de
administracédo pretendidas. Exemplos de vias de
administracédo incluem administracéo parentérica (por
exemplo, intravenosa, intradérmica, intraperitoneal ou
subcutédnea), oral, por inalacdo, transdérmica (toépica),
intraocular, iontoforética, e transmucosal. As solucgdes ou
suspensdes usadas para aplicacdo parentérica, intradérmica,
ou subcutdnea podem incluir os seguintes componentes: um
diluente estéril tal como &gua para injecdo, solucédo
salina, ¢leos fixados, polietileno glicdis, glicerina,
propileno glicol ou outros solventes sintéticos; agentes

antibacterianos tais como 4lcool Dbenzilico ou metil
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parabenos; antioxidantes tais como 4&cido ascdérbico ou
bissulfito de sdédio; agentes quelantes tais como &cido
etilenodiaminotetraacético; tampdes tais como acetatos,
citratos ou fosfatos e agentes ©para ajustamento da
tonicidade tais como cloreto de sdédio ou dextrose. O pH
pode ser ajustado com &cidos ou bases, tais como &cido
cloridrico ou hidréxido de sdédédio. A preparacdo parentérica
pode ser encerrada em ampolas, seringas descartdveis ou
frascos de doses multiplas feitos de wvidro ou pléstico.
Para conveniéncia do doente ou do médico assistente, a
formulacdo de dosagem pode ser fornecida num kit contendo
todo o equipamento necessario (por exemplo, frascos de
fadrmaco, frascos de diluente, seringas e agulhas) para um

ciclo de tratamento.

As composicdes farmacéuticas adequadas para uso injetavel
podem incluir solucdes agquosas estéreis (quando sollveis em
agua) ou dispersdes e pdbs estéreis para a preparacéo
extemporidnea de solucdes ou dispersdes injetdveis estéreis.
Para administracdo intravenosa, transportadores adequados
incluem soro fisioldgico, &gua bacteriostética, Cremophor
EL™ (BASF, Parsippany, N.J.) ou tampao fosfato salino
(PBS) . Em todos os casos, uma composicdo para administracédo
parentérica pode ser estéril e deve ser fluida de modo a
que a aplicacdo por seringa seja facilitada. Deve ser
estivel sob as condicbes de fabrico e armazenamento e deve
ser conservada protegida da acao contaminante por

microrganismos tais como bactérias e fungos.

As composicles de péptidos aromatico-catidnicos podem
incluir um transportador, o qual pode ser um solvente ou um
meio de dispersdo contendo, por exemplo, 4&agua, etanol,
poliol (por exemplo, glicerol, propileno glicol, e
polietileno glicol 1ligquido, e semelhantes), e misturas

adequadas destes. A fluidez adequada pode ser mantida, por



49

exemplo, pelo uso de um revestimento tal como lecitina,
pela manutencdo do tamanho de particula necessdrio no caso
de dispersido e pelo uso de tensoativos. A prevencdo da acéo
de microrganismos pode ser conseguida com varios agentes
antibacterianos e antifungicos, por exemplo, parabenos,
clorobutanol, fenol, acido ascdrbico, tiomerasol, e
semelhantes. Glutationa e outros antioxidantes podem ser
incluidos para prevenir oxidacdo. Em muitos casos, pode ser
desejavel incluir agentes isoténicos, por exemplo,
acucares, poliédlcoois tais como manitol, sorbitol, ou
cloreto de sdédio na composicéo. Absorcdo prolongada das
composicdes injetdveis pode ser conseguida incluindo na
composicdo um agente que prolongue a absorcdo, por exemplo,

monoestearato de aluminio ou gelatina.

As solugdes 1injetéaveis estéreis podem ser ©preparadas
incorporando o composto ativo numa quantidade necesséaria
num solvente apropriado com um componente ou uma combinacédo
de componentes enumerados acima, conforme necessario,
seguido por esterilizacdo por filtragem. Geralmente, as
dispersdes sdo preparadas incorporando o composto ativo num
veiculo estéril, que contém um meio de dispersdo bésico e
0s outros componentes necessarios de entre os enumerados
acima. No caso de pds estéreis para a preparacdo de
solucdes 1injetédveis estéreis, os métodos de preparacéo
tipicos incluem secagem a vacuo e liofilizacdo, que podem
produzir um pd do componente ativo mais qualgquer componente
adicional desejado a partir de uma solucdo destes

previamente esterilizada por filtracédo.

Para aplicacdes oftédlmicas, o composto terapéutico ¢é
formulado como solucdes, suspensdes, e pomadas adequadas
para uso no olho. Para formulagdes oftdlmicas geralmente,
ver Mitra (ed.), Ophthalmic Drug Delivery Systems, Marcel
Dekker, Inc., New York, N.Y. (1993) e também Havener, W.
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H., Ocular Pharmacology, C.V. Mosby Co., St. Louis (1983).
As composicbdes farmacéuticas oftédlmicas podem ser adaptadas
para administracdo toépica no olho na forma de solucdes,

suspensdes, pomadas, cremes ou como uma insercdo sdlida.
Para uma dose Unica, desde entre 0,1 ng até 5000 ug, 1 ng

até 500 pg, ou 10 ng até 100 pg dos péptidos aromatico-

catidénicos podem ser aplicados no olho humano.

A preparacdo oftdlmica pode conter substéncias auxiliares
ndo téxicas tais como componentes antibacterianos que néo
sejam lesivos quando usados, ©por exemplo, timerosal,
cloreto de benzalcbdnio, metil e propil parabeno, brometo de
benzildodecinio, dlcool benzilico, ou feniletanol;
componentes de tamponamento tais como tampdes de cloreto de
s6édio, borato de sdédio, acetato de sddio, citrato de sddio,
ou gluconato; e outros componentes convencionais tais como
monolaurato de sorbitano, trietanolamina, monopalmitilato
de polioxietileno de sorbitano, dcido etilenodiamino

tetracético, e afins.

A solucdo ou suspensdo oftdlmica pode ser administrada
tantas vezes guantas necessdrias para manter um nivel
aceitdvel do péptido aromdtico-catidénico no olho. A
administracdo no olho do mamifero pode ser cerca de uma a

duas vezes por dia.

As composigdes orais incluem geralmente um diluente inerte
ou um transportador edivel. Com o objetivo de administracéo
terapéutica oral, o composto ativo pode ser incorporado com
excipientes e usados na forma de comprimidos, pastilhas, ou
capsulas, por exemplo, capsulas de gelatina. Agentes
ligantes farmaceuticamente compativeis, e/ou materiais
adjuvantes podem ser incluidos como parte da composicdo. Os

comprimidos, pilulas, cépsulas, pastilhas e afins podem
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conter qualquer dos seguintes componentes, ou compostos de
natureza semelhante: um ligante tal como celulose
microcristalina, goma de tragacanto ou gelatina; um
excipiente tal como amido ou lactose, um agente de
desintegracdo tal como &cido alginico, Primogel, ou amido
de milho; um lubrificante tal como estearato de magnésio ou
Sterotes; um lubrificante tal como didéxido de silicio
coloidal; um agente adocante tal como sacarose ou sacarina;
ou um agente aromatizante tal como menta, salicilato de

metilo, ou aromatizante de laranja.

Para administracdo por inalacdo, o0s compostos podem ser
distribuidos na forma de um spray de aerossol de um
recipiente ou aplicador pressurizado gque contém um
propulsor adequado, por exemplo, um gas como didéxido de
carbono, ou a nebulizador. Tais métodos incluem o©s

descritos na Pat. U.S. No. 6,468,798.

A administracdo sistémica de um composto terapéutico como
aqgui descrito pode também ser por via transmucosal ou
transdérmica. Para administracéo transmucosal ou
transdérmica sdo usados penetrantes adequados a barreira a
ser permeada na formulacdo. Tais penetrantes sdo geralmente
conhecidos na técnica, e incluem, por exemplo, ©para
administracdo transmucosal, detergentes, sais biliares, e
derivados do &cido fusidico. A administracdo transmucosal
pode ser conseguida através do uso de sprays nasais. Para
administracéo transdérmica, 0s compostos ativos séo
formulados em pomadas, unguentos, géis, ou cremes Ccomo O0S
geralmente conhecidos na técnica. Numa forma de realizacéo,
a administracdo transdérmica pode ser realizada por

iontoforese.

Uma proteina ou péptido terapéuticos podem ser formulados

num sistema transportador. O transportador pode ser um
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sistema coloidal. O sistema coloidal pode ser um lipossoma,
um veiculo fosfolipido bicamada. Numa forma de realizacéao,
o péptido terapéutico ¢ encapsulado num lipossoma mantendo
no entanto a integridade do péptido. Como seria apreciado
por um especialista na técnica, hd uma variedade de métodos
para preparar lipossomas. (Ver Lichtenberg et al., Methods
Biochem. Anal., 33:337-462 (1988); Anselem et al., Liposome
Technology, CRC Press (1993)). As formulacdes lipossomais
podem retardar a depuracdo e aumentar a absorcdo celular
(Ver Reddy, Ann. Pharmacother., 34 (J-8):915-923 (2000)).
Um agente ativo pode também ser colocado numa particula
preparada a partir de componentes farmaceuticamente
aceitaveis incluindo, mas ndo se limitando a, polimeros ou
lipossomas solUveis, insoltUveis, permedveis, impermeédveis,
biodegraddveis ou de retencdo géstrica. Tais particulas
incluem, mas ndo estdo limitadas a, nanoparticulas,
nanoparticulas biodegradaveis, microparticulas,
microparticulas biodegradaveis, nanoesferas, nanoesferas
biodegradédveis, microesferas, microesferas biodegradéiveis,
cadpsulas, emulsdes, lipossomas, micelas e sistemas de

vetores virais.

O transportador pode também ser um polimero, por exemplo,
uma matriz de polimero biodegradédvel, biocompativel. Numa
forma de realizacdo, o péptido terapéutico pode ser
embebido numa matriz de polimero, mantendo no entanto a
integridade da proteina. O polimero pode ser natural, tal
como polipéptidos, proteinas ou polissacéaridos, ou
sintético, tal como 4cidos poli a-hidroxi. Exemplos incluem
transportadores feitos, por exemplo, de colagénio,
fibronectina, elastina, acetato de celulose, nitrato de
celulose, polissacérido, fibrina, gelatina, e combinacdes
destes. Numa forma de realizacdo, o polimero €& 4&cido

polildtico (PLA) ou &cido copolilédctico/glicdlico (PGLA).
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As matrizes poliméricas podem ser preparadas e isoladas
numa variedade de formas e tamanhos, incluindo microesferas
e nanoesferas. As formulacdes poliméricas podem conduzir a
duracdo prolongada do efeito terapéutico. (Ver Reddy, Ann.
Pharmacother., 34 (7-8): 915-923 (2000)). Uma formulacédo
polimérica para a hormona de crescimento humana (hGH) tem
sido usada em ensaios clinicos. (Ver Kozarich e Rich,

Chemical Biology, 2:548-552 (1998)).

Exemplos de formulacdes de libertacdo controlada de
microesferas de polimero sdo descritos na publicacdo PCT WO
99/15154 (Tracy et al.), Pat. U.S. Nos. 5,074,534 e
5,716, 644 (ambas de Zale et al.), publicacdo PCT WO
96/40073 (Zale et al.), e publicacdo PCT WO 00/38651 (Shah
et al.). As Pat. U.S. Nos. 5,674,534 e 5,716,644 e
publicacdo PCT WO 96/40073 descrevem uma matriz polimérica
contendo particulas de eritropoietina que sdo estabilizadas

contra a agregacdo com um sal.

Em algumas formas de realizacdo, os compostos terapéuticos
sdo preparados com transportadores que vao proteger os
compostos terapéuticos contra a rapida eliminacdo do
organismo, tais como uma formulacéao de libertacéo
controlada, incluindo implantes e sistemas de administracéo
microencapsulados. Polimeros biodegradédveis, biocompativeis
podem ser usados, tais como etileno acetato de wvinilo,
polianidridos, acido poliglicélico, colagénio,
poliortoésteres, e &cido polilacético. Essas formulacdes
podem ser preparadas usando técnicas conhecidas. Os
materiais podem também ser obtidos comercialmente, por
exemplo, da Alza Corporation e Nova Pharmaceuticals, Inc.
Suspensdes lipossdmicas (incluindo lipossomas direcionados
para células especificas com anticorpos monoclonais para

antigénios especificos de células) podem também ser usadas
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como transportadores farmaceuticamente aceitdveis. Estas
podem ser preparadas de acordo com métodos conhecidos dos
especialistas na técnica, por exemplo, conforme descrito na

Pat. U.S. No. 4,522,811.

Os compostos terapéuticos podem também ser formulados para
aumentar a administracdo intracelular. Por exemplo, o0S
sistemas de administracdo lipossomais s&o conhecidos na
técnica, ver, por exemplo, Chonn e Cullis, "Recent Advances
in Liposome Drug Delivery Systems," Current Opinion 1in
Biotechnology 6:698-708 (1995); Weiner, "Liposomes for
Protein Delivery: Selecting Manufacture and Development
Processes, " Immunomethods 4 (3) 201-9 (1994) ; e
Gregoriadis, "Engineering Liposomes for Drug Delivery:
Progress and Problems," Trends Biotechnol. 13 (12):527-37
(1995). Mizguchi et al., Cancer Lett. 100:63-69 (199%¢),
descreve o uso de lipossomas fusogénicos para administrar

uma proteina as células tanto in vivo como in vitro.

A dosagem, toxicidade e eficécia terapéutica dos agentes
terapéuticos podem ser determinados por procedimentos
farmacéuticos padrdo em culturas celulares ou animais de

experiéncia, por exemplo, para determinar a LD50 (a dose

letal para 50% da populacédo) e o) ED50 (a dose
terapeuticamente eficaz para 50% da populacdo). A razdo de

doses entre o efeito téxico e terapéutico € o indice
terapéutico e pode ser expresso como a razdo LD50/ED5O0.
Compostos que apresentam elevados indices terapéuticos séo
preferidos. Embora compostos que apresentam efeitos
secundarios téxicos possam ser usados, deve ter-se cuidado
no delineamento do sistema de administracéo desses
compostos para o sitio do tecido afetado de modo a
minimizar os danos potenciais para células ndo infetadas e,

assim, reduzir os efeitos secundarios.
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Os dados obtidos dos ensaios de culturas celulares e
estudos em animais podem ser usados na formulacdo de uma
gama de dosagens para uso em humanos. A dosagem desses
compostos reside preferencialmente numa gama de
concentracdes de circulacdo gque inclui ED50 com pequena ou
nenhuma toxicidade. A dosagem pode variar dentro desta gama
dependendo da forma de dosagem empregue e da via de
administracdo utilizada. Para qualgquer composto usado nos
métodos, a dose terapeuticamente eficaz pode ser estimada
inicialmente em ensaios de cultura de células. A dosagem
pode ser formulada em modelos animais para conseguir uma
gama de concentracdes plasméaticas em circulacdo gque inclui
a IC50 (isto é, a concentracdo do composto de teste que
atinge metade da inibicdo méxima dos sintomas) conforme
determinado em cultura de células. Essa informacdo pode ser
usada para determinar mais cuidadosamente os niveis de dose
Uteis em humanos. Os niveis no plasma podem ser medidos,

por exemplo, por cromatografia liquida de alta resolucéo.

Tipicamente, uma quantidade eficaz dos péptidos aromético-
catidénicos, suficiente para atingir um efeito terapéutico
ou profildtico, wvaria desde cerca de 0,000001 mg por
gquilograma de peso corporal por dia até cerca de 10.000 mg
por quilograma de peso corporal por dia. Preferencialmente,
a gama de dosagem é desde cerca de 0,0001 mg por guilograma
de peso corporal por dia até cerca de 100 mg por quilograma
de peso corporal por dia. Por exemplo as doses podem ser de
1 mg/kg de peso corporal ou 10 mg/kg de peso corporal por
dia, a cada dois dias ou a cada trés dias ou numa gama de
1-10 mg/kg semanalmente, a cada duas semanas ou a cada trés
semanas. Numa forma de realizacdo, uma dosagem Unica do
péptido varia entre 0,1-10.000 microgramas por kg de peso
corporal. Numa forma de realizacdo, as concentracdes de
péptidos aromético-catidnicos num transportador varia desde

0,2 até 2000 microgramas por mililitro administrado. Um
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regime de tratamento exemplificativo implica a
administracdo uma vez por dia ou uma vez por semana. OS
intervalos podem também ser irregulares conforme indicado
pela medicdo dos niveis de glucose ou insulina no individuo
e ajustando a dosagem ou a administracdo em conformidade.
Em aplicacdes terapéuticas, uma dosagem relativamente alta
em intervalos relativamente curtos & por vezes necesséaria
até a progressdo da doenca ser reduzida ou terminada, e
preferencialmente até o individuo mostrar melhoria parcial
ou completa dos sintomas da doenca. Posteriormente, pode

ser administrado ao doente um regime profiléatico.

Em algumas formas de realizacéo, uma quantidade
terapeuticamente eficaz de um péptido aromadtico-catidnico
pode ser definida como uma concentracdo de péptido no
tecido alvo de 107" até 10° molar, por exemplo,
aproximadamente 107/ molar. Esta concentracdo pode ser
aplicada por doses sistémicas de 0,001 até 100 mg/kg ou
dose equivalente por &rea de superficie corporal. O plano
de doses pode ser otimizado para manter a concentracédo
terapéutica no tecido alvo, o mais preferencialmente com
uma Unica administracdo didria ou semanal, mas também
incluindo administracdo continua (por exemplo, infuséo

parentérica ou aplicacdo transdérmica).

Em algumas formas de realizacdo, a dosagem do péptido
aromatico-catidénico é fornecido a um nivel de dose "baixo,"
"médio," ou "alto". Numa forma de realizacdo, a dose baixa
¢ fornecida desde cerca de 0,0001 até cerca de 0,5 mg/kg/h,
adequadamente desde cerca de 0,01 até cerca de 0,1 mg/kg/h.
Numa forma de realizacdo, a dose média é fornecida desde
cerca de 0,1 até cerca de 1,0 mg/kg/h, adequadamente desde
cerca de 0,1 até cerca de 0,5 mg/kg/h. Numa forma de

realizacdo, a dose alta é fornecida desde cerca de 0,5 até
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cerca de 10 mg/kg/h, adequadamente desde cerca de 0,5 até

cerca de 2 mg/kg/h.

O especialista na técnica vai apreciar que determinados
fatores podem influenciar a dosagem e o momento necessario
para tratar efetivamente um individuo, incluindo mas ndo se
limitando a, gravidade da doenca ou disturbio, tratamentos
prévios, saude geral e/ou idade do individuo, e outras
doencas presentes. Principalmente, 0 tratamento de um
individuo com uma quantidade terapeuticamente eficaz das
composicdes terapéuticas aqui descritas pode incluir um

tnico tratamento ou uma série de tratamentos.

O especialista na técnica vali apreciar gque determinados
fatores podem influenciar a dosagem e o momento necessario
para tratar efetivamente um individuo, incluindo mas ndo se
limitando a, gravidade da doenca ou disturbio, tratamentos
prévios, estado geral de satde e/ou idade do individuo, e
outra doencas presentes. Principalmente, o tratamento de um
individuo com uma quantidade terapeuticamente eficaz das
composicdes terapéuticas aqui descritas pode incluir um

Unico tratamento ou uma série de tratamentos.

O mamifero tratado de acordo com os presentes métodos pode
ser qualguer mamifero, incluindo, por exemplo, animais de
quinta, tais como ovelhas, porcos, vacas e cavalos; animais
de estimacéo, tais como cdes e gatos; animais de
laboratdério, tais como ratazanas, ratinhos e coelhos. Numa

forma de realizacdo preferida, o mamifero é um humano.
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Terapia de Combinagdo com um Péptido Aromatico-Catidénico e

OQutros Agentes Terapéuticos

Em certos casos, pode ser apropriado administrar pelo menos
um dos péptidos aromadtico-catidnicos agqui descritos (ou um
sal, éster, amida, profarmaco, ou solvato farmaceuticamente
aceitdveis) em combinacdo com outro agente terapéutico.
Apenas a titulo de exemplo, se um dos efeitos colaterais
experienciados por um doente apds receber um destes
péptidos aromédtico-catidénicos for inflamacdo, pode ser
apropriado administrar um agente anti-inflamatdério em
combinacdo com o agente terapéutico inicial. Ou, apenas a
titulo de exemplo, a eficadcia terapéutica de um dos
compostos aqui descritos pode ser melhorada através da
administracdo de um adjuvante (isto ¢é, por si sb6 o
adjuvante pode ter somente um beneficio terapéutico minimo,
mas em combinacdo com outro agente terapéutico, o beneficio
terapéutico total para o doente é melhorado). Ou, apenas a
titulo de exemplo, o beneficio experienciado por um doente
pode ser aumentado através da administracdo de um dos
compostos aqui descritos com outro agente terapéutico (o
qual também inclui um regime terapéutico) qgque também tem
beneficio terapéutico na prevencdo ou tratamento das
condicdes oftdlmicas. Apenas a titulo de exemplo, num
tratamento de degeneracéo macular envolvendo a
administracdo de um dos péptidos aromético-catidénicos aqui
descritos, o beneficio terapéutico aumentado pode resultar
também pelo fornecimento ao doente com outros agentes
terapéuticos ou terapias para a degeneracdo macular. Em
qualquer caso, independentemente da doenca, distuirbio ou
condicé&o oftédlmica a tratar, o) beneficio total
experienciado pelo doente pode simplesmente ser o aditivo
de dois agentes terapéuticos ou o doente por experienciar

um beneficio sinergistico.
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Exemplos especificos, ndo limitativos de terapias de
combinacdo possiveis incluem o uso de pelo menos um péptido

aromético-catidénico com indutores de o6éxido nitrico (NO)

indutores, estatinas, fosfolipidos carregados
negativamente, antioxidantes, minerais, agentes anti-
inflamatérios, agentes antiangiogénicos, inibidores da
matriz de metaloproteinase, e carotenoides. Em varios

casos, agentes de combinacdo adegquados podem cair em
miltiplas categorias (apenas a titulo de exemplo, a luteina
¢ um antioxidante e um carotenoide). Mais ainda, os
péptidos aromatico-catidénicos podem também ser
administrados com agentes adicionais que podem fornecer
beneficio ao doente, incluindo, apenas a titulo de exemplo,

a ciclosporina A.

Adicionalmente, 0os péptidos aromatico-catidnicos podem
também ser usados em combinacdo com procedimentos gque podem
fornecer beneficio adicional ou sinergistico ao doente,
incluindo, apenas a titulo de exemplo, o uso de reoforese
extracorporal (também conhecido como filtracdo de membrana
diferencial), o uso de telescdédpios miniatura implantéveis,
fotocoagulacéo a laser de drusas, e terapia de

microestimulacéo.

O uso de antioxidantes mostrou beneficiar doentes com
degeneracdes e distrofias maculares. Ver, por exemplo,
Arch. Ophthalmol., 119: 1417-36 (2001); Sparrow, et al., J.
Biol. Chem., 278:18207-13 (2003). Exemplos de antioxidantes
adequados que podem ser usados em combinacdo com pelo menos
um péptido aromdtico-catidnico incluem vitamina C, vitamina
E, Dbetacaroteno e outros carotenoides, coenzima Q, 4-
hidroxi-2,2,6,6-tetrametilpiperidina-N-oxilo (também
conhecido como Tempol), luteina, hidroxitolueno butilado,
resveratrol, um andlogo de trolox (PNU-83836-E), e extrato

de mirtilo.
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0O uso de certos minerais mostrou beneficiar doentes com
degeneracdo e distrofias da mécula. Ver, por exemplo, Arch.
Ophthalmol., 119: 1417-36 (2001). Exemplos de minerais
adequados que podem ser usados em combinacdo com pelo menos
um péptido aromatico-catidénico incluem minerais contendo
cobre, tais como 6xido cuprico; minerais contendo zinco,

tais como ¢xido de zinco; e compostos contendo selénio.

O uso de certos fosfolipidos carregados negativamente
mostrou beneficiar doentes com degeneracdo e distrofias
maculares. Ver, por exemplo, Shaban & Richter, Biol. Chem.,
383:537-45 (2002); Shaban, et al., Exp. Eye Res., 75:99-108
(2002) . Exemplos de fosfolipidos carregados negativamente
adequados que podem ser usados em combinacdo com pelo menos
um péptido aromético-catidénico incluem cardiolipina e
fosfatidilglicerol. Fosfolipidos carregados negativamente
e/ou neutros pode também fornecer beneficio aos doentes com
degeneracdes e distrofias maculares quando usados em

combinacdo com péptidos aromadtico-catidbnicos.

O uso de certos carotenoides tem sido correlacionado com a
manutencéo da fotoprotecéo necessaria nas células
fotorrecetoras. 0Os carotenoides s&do pigmentos amarelos a
vermelhos que ocorrem naturalmente do grupo dos terpenoides
que podem ser encontrados em plantas, algas, bactérias, e
certos animais, tais como  passaros e mariscos. Os
carotenoides sdo uma vasta classe de moléculas na qual

foram identificados mais de 600 carotenoides que ocorrem

naturalmente. Os carotenoides incluem hidrocarbonetos
(carotenos) e seus derivados alcodlicos oxigenados,
(xantofilas). Incluem actinioeritrol, astaxantina,

cantaxantina, capsantina, capsorubina, p-8'-apo-carotenal
(apo-carotenal), f-12'-apo-carotenal, o-caroteno, B-

caroteno, "caroteno" (uma mistura de o - e P-carotenos), Y-
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carotenos, f-criptoxantina, luteina, licopeno,
violeritrina, zeaxantina, e seus ésteres contendo membros
hidroxilo ou carboxilo. Muitos dos carotenoides ocorrem na
natureza como formas isoméricas cis e trans, enquanto que

compostos sintéticos sdo frequentemente misturas racémicas.

Em humanos, a retina acumula seletivamente principalmente
dois carotenoides: zeaxantina e luteina. Estes dois
carotenoides pensa-se que sdo auxiliares na protecdo da
retina porque sdo poderosos antioxidantes e absorvem 1luz
azul. Estudos com codornizes estabelecem que grupos criados
com dieta deficiente em carotenoides tinham retinas com
baixas concentracdes de zeaxantina e sofreram graves lesdes
com a luz, como evidenciado por um elevado numero de
células fotorrecetoras apoptdticas, enquanto que O grupo
com altas concentracdes de zeaxantina tinham lesdes
minimas. Exemplos de carotenoides adequados em combinacédo
com pelo menos um péptido aromético-catidnico incluem
luteina e zeaxantina, assim como qualquer dos carotenoides

acima mencionados.

Indutores de 6xido nitrico adequados incluem compostos que
estimulam NO enddgeno ou aumentam os niveis de fator
relaxante derivado do endotélio enddgeno (EDRF) in vivo ou
sdo substratos para 6xido nitrico sintase. Esses compostos
incluem, por exemplo, L-arginina, L- homoarginina, e N-
hidroxi-L-arginina, incluindo os seus anadlogos nitrosados e
nitrosilados (por exemplo, L-arginina nitrosada, L-arginina
nitrosilada, N-hidroxi-L-arginina nitrosada, N-hidroxi-L-
arginina nitrosada, L-homoarginina nitrosada e L-
homoarginina nitrosilada), precursores de L-arginina e/ou
seus sais fisiologicamente aceitéveis, incluindo, ©por
exemplo, citrulina, ornitina, glutamina, lisina,

polipéptidos compreendendo pelo menos um desses
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aminoadcidos, inibidores da enzima arginase (por exemplo, N-
hidroxi-L-arginina e &cido 2 (S)-amino-6-boronohexandico) e
0s substratos para 6xido nitrico sintase, citocinas,
adenosina, bradiquinina, calreticulina, bisacodilo, e
fenolftaleina. EDRF ¢é um fator de relaxamento vascular
secretado pelo endotélio, e foi identificado como 6xido
nitrico ou um seu derivado estreitamente relacionado
(Palmer et al., Nature, 327:524-526 (1987); Ignarro et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. EUA, 84:9265-9269 (1987)).

As estatinas servem como agentes hipolipemiantes e/ou
indutores de éxido nitrico adequados. Adicionalmente, foi
demonstrada uma relacdo entre o uso de estatina e atraso no
aparecimento ou desenvolvimento de degeneracdo macular. G.
McGwin, et al., British Journal of Ophthalmology, 87:1121-
25 (2003) . As estatinas podem, assim, proporcionar
beneficios a um doente que sofre de uma condicdo oftdlmica
(tal como degeneracdo e distrofias maculares, e distrofias
retinianas) quando administradas em combinacdo com péptidos
aromatico-catidénicos. Estatinas adequadas incluem, apenas a
titulo de exemplo, rosuvastatina, pitivastatina,
simvastatina, pravastatina, cerivastatina, mevastatina,
velostatina, fluvastatina, compactina, lovastatina,
dalvastatina, fluindostatina, atorvastatina, atorvastatina
calcica (a gqual é o sal hemicélcico de atorvastatina), e

dihidrocompactina.

Agentes anti-inflamatdérios adequados com ©0s quais os
péptidos aromético-catidnicos podem ser utilizados incluem,
apenas a titulo de exemplo, aspirina e outros salicilatos,
cromolina, nedocromil, teofilina, =zileutona, =zafhiukast,
montelukast, pranlukast, indometacina, e inibidores de
lipoxigenase; féarmacos anti-inflamatdérios ndo esteroides
(NSAIDs) (tais como ibuprofeno e naproxina); prednisona,

dexametasona, inibidores da ciclooxigenase (isto &,
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inibidores da COX-I e/ou COX-2 tais como Naproxen™, ou

Celebrex™);

estatinas (apenas a titulo de exemplo,
rosuvastatina, pitivastatina, simvastatina, pravastatina,
cerivastatina, mevastatina, velostatina, fluvastatina,
compactina, lovastatina, dalvastatina, fluindostatina,
atorvastatina, atorvastatina célcica (a qual ¢é o sal
hemicélcio de atorvastatina), e dihidrocompactina); e

esteroides dissociados.

Inibidores de matrizes de metaloproteinases (MMPs)
adequados podem também ser administrados em combinacdo com
péptidos aromadtico-catidénicos com vista a tratar condic¢des
oftédlmicas ou sintomas associados a degeneracdo macular ou
da retina. As MMPs s&do conhecidas por hidrolisarem a
maioria dos componentes da matriz extracelular. Estas
proteinases desempenham um papel central em muitos

processos bioldgicos tais como remodelacdo do tecido

normal, embriogénese, cicatrizacédo de feridas e
angiogénese. Porém, a expressido excessiva de MMP foi
observada em muitos estados de doenca, incluindo

degeneracdo macular. Muitas MMPs foram identificadas, a
maioria das quais sdo endopeptidases de zinco multidominio.
Conhecem-se varios inibidores de metaloproteinases (ver por
exemplo a revisdo dos inibidores de MMP de Whittaker M. et
al., Chemical Reviews 99(9) :2735-2776 (1999)). Exemplos
representativos de inibidores de MMP incluem Inibidores
Tecidulares de Metaloproteinases (TIMPs) (por exemplo,
TIiMP-1, TIMP-2, TIMP-3, ou TIMP-4), o-2-macroglobulina,
tetraciclinas (por exemplo, tetraciclina, minociclina, e
doxiciclina), hidroxamatos (por exemplo, BATIMASTAT,
MARIMISTAT e TROCADE), <quelantes (por exemplo, EDTA,
cisteina, acetilcisteina, D-penicilamina, e sais de ouro),
fragmentos de MMP sintéticos, succinil mercaptopurinas,

fosfonamidatos, e acidos hidroxaminicos. Exemplos de
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inibidores de MMP que podem ser usados em combinacdo com
péptidos catidbnico-aromédticos incluem, apenas a titulo de

exemplo, qualgquer dos inibidores acima mencionados.

O uso de farmacos antiangiogénicos ou anti-VEGEF mostrou
também fornecer beneficio a doentes com degeneracdo e
distrofias maculares. Exemplos de féarmacos antiangiogénicos
ou anti-VEGEF adequados que podem ser usados em combinacéo
com pelo menos um péptido aromético-catidnico incluem
Rhufab V2 (Lucentis™), Triptofanil-tRNA sintetase (TrpRS),
Eye00l1 (Aptamer Pegilado Anti-VEGF), esqualamina, Retaane™™
15 mg (acetato de anecortave para suspensido de depdsito;
Alcon, Inc.), Profadrmaco combretastatina A4 (CA4P),
Macugen™, Mifeprex™ (mifepristona~ru486), triancinolona
acetonida subtenoniana, triamcinolona acetonida cristalina
intravitrea, Prinomastat (inibidor AG3340 de
metaloproteinase de matriz sintética, Pfizer), fluocinolona
acetonida (incluindo implante intraocular de fluocinolona,
Bausch & Lomb/Control Delivery Systems), inibidores de

VEGFR (Sugen), e VEGF-Trap (Regeneron/Aventis).

Outras terapias farmacéuticas que tém sido usadas para
aliviar a 1incapacidade visual ©podem ser usadas em
combinacdo com pelo menos um péptido aromatico-catidnico.
Esses tratamentos incluem mas ndo sdo limitados a agentes
tais como Visudyne™ com o uso de um laser ndo térmico, PKC
412, Endovion (NeuroSearch A/S), fatores neurotrdéficos,
incluindo a titulo de exemplo Fator Neurotrdéficos Derivados
Glial e Fator Neurotrdfico Ciliar, diatazem, dorzolamida,
Phototrop, 9-cis-retiniana, medicacdo ocular (incluindo
Echo Therapy) incluindo iodeto de fosfolina ou ecotiofato
ou inibidores da anidrase carbdénica, AE-941 (AEterna
Laboratories, Inc.), Sirna-027 (Sirna Therapeutics, Inc.),
pegaptanibe (NeXstar Pharmaceuticals/Gilead Sciences),

neurotrofinas (incluindo, apenas a titulo de exemplo, NT-
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4/5, Genentech), Candb (Acuity Pharmaceuticals),
ranibizumab (Genentech), INS-37217 (Inspire
Pharmaceuticals), antagonistas da integrina (incluindo os
da Jerini AG e Abbott Laboratories), EG-3306 (Ark
Therapeutics Ltd.), BDM-E (BioDiem Ltd.), talidomida (como
usado, por exemplo, por EntreMed, 1Inc.), cardiotrofina-1
(Genentech), 2-metoxiestradiol (Allergan/Oculex), DL-8234
(Toray Industries), NTC-200 (Neurotech), tetratiomolibdato
(Universidade de Michigan), LYN-002 (Lynkeus Biotech),
composto de microalgas (Aquasearch/ Albany, Mera
Pharmaceuticals), D-9120 (Celltech Group plc), ATX-310
(Hamamatsu Photonics), TGEF-beta 2 (Genzyme/Celtrix),
inibidores da tirosina quinase (Allergan, SUGEN, Pfizer),
NX-278-L (NeXstar Pharmaceuticals/Gilead Sciences), Opt-24
(OPTIS Franca SA), neuroprotetores das células ganglionares
retinianas (Cogent Neurosciences), derivados de N-
nitroporazole (Texas A&M University  System), KP-102

(Krenitsky Pharmaceuticals), e ciclosporina A.

Em qualquer caso, os multiplos agentes terapéuticos podem
ser administrados em qualquer ordem ou mesmo
simultaneamente. Se simultaneamente, os maltiplos agentes
terapéuticos podem ser fornecidos numa forma unitaria,
forma unificada, ou em formas multiplas (apenas a titulo de
exemplo, tanto como uma Unica solucdo ou como duas solucdes
separadas). Um dos agentes terapéuticos pode ser dado em
doses multiplas, ou ambos podem ser dados como doses
miltiplas. Se ndo simultédneas, o tempo entre as doses
miltiplas pode variar desde mais de zero semanas até menos
de cerca de guatro semanas, menos de cerca de seis semanas,
menos de cerca de 2 meses, menos de cerca de 4 meses, menos
de cerca de 6 meses, ou menos de cerca de um ano.
Adicionalmente, os métodos de combinacdo, composicdes e
formulacdes ndo sdo para serem limitadas ao uso de apenas

dois agentes. Apenas a titulo de exemplo, um péptido
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aromadtico-catidénico pode ser fornecido com pelo menos um
antioxidante e pelo menos um fosfolipido carregado
negativamente; ou um péptido aromdtico-catidnico pode ser
fornecido com pelo menos um antioxidante e pelo menos um
indutor da producdo de o6xido nitrico; ou um péptido
aromatico-catidénico pode ser fornecido com pelo menos um
indutor de producdes de 6xido nitrico e pelo menos um
fosfolipido carregado negativamente; e assim

sucessivamente.

Adicionalmente, um péptido aromatico-catidnico pode também
ser usado em combinacdo com procedimentos que podem
fornecer beneficios adicionais ou sinérgicos ao doente.
Procedimentos conhecidos, propostos ou considerados para
aliviar a deficiéncia visual incluem mas ndo sdo limitados
a "translocacdo retiniana limitada", terapia fotodinédmica
(incluindo, apenas a titulo de exemplo, PDT dirigido a
recetor, Bristol-Myers Squibb, Co.; porfimero sbédico para
injecdo com PDT; verteporfina, QLT Inc.; rostaporfina com
PDT, Miravent Medical Technologies; talaporfina sdédica com
PDT, Nippon Petroleum; motexafina lutécia, Pharmacyclics,
Inc.), oligonucledtidos antisentido (incluindo, a titulo de
exemplo, produtos testados por Novagali Pharma SA e ISIS-
13650, Isis Pharmaceuticals), fotocoagulacdo a laser,
aplicacdo de laser a drusas, cirurgia do buraco macular,
cirurgia de translocacdo macular, telescdpios miniatura
implantéaveis, Angiografia Phi-Motion (também conhecida como
Terapia Micro-Laser e Tratamento Feeder Vessel), Terapia de
Feixe de Protdes, terapia de microestimulacdo, cirurgia do
descolamento da retina e do Vitreo, Buckle Escleral,
Cirurgia Submacular, Termoterapia Transpupilar, terapia de
Fotossistema I, uso de RNA de interferéncia (RNAL),
reoforese extracorpdrea (também conhecida como filtracdo de
membrana diferencial e Reoterapia), implantacédo de

microchip, terapia com células estaminais, terapia de
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substituicéo genética, terapia genética de ribozima

(incluindo terapia genética para o elemento de resposta a

hipoxia, Oxford Biomedica; Lentipak, Genetix; terapia
genética PDEF, GenVec), transplante de células
fotorrecetoras/retinianas (incluindo células epiteliais

retinianas transplantdveis, Diacrin, Inc.; transplante de

células retiniana, Cell Genesys, Inc.), e acupunctura.

Outras combinacdes que podem ser usadas para beneficiar um
individuo incluem usar testagem genética para determinar se
o individuo é um transportador de um gene mutante conhecido
por estar correlacionado com certas condigdes oftalmicas.
Apenas a titulo de exemplo, pensa-se que defeitos no gene
ABCA4 humano estdo associados a cinco fendtipos retinianos
distintos incluindo doenca de Stargardt, distrofia dos
cones/bastonetes, degeneracdo macular relacionada com a
idade e retinite pigmentosa. Ver por exemplo, Allikmets et
al., Science, 277:1805-07 (1997); Lewis et al., Am. J. Hum.
Genet., 64:422-34 (1999); Stone et al., Nature Genetics,
20:328-29 (1998); Allikmets, Am. J Hum. Gen., 67:793-799
(2000); Klevering, et al., Ophthalmology, 11 1:546-553
(2004) . Adicionalmente, uma forma autossdmica dominante da
Doenca de Stargardt é causada por mutacdes no gene ELOV4.
Ver Karan, et al., Proc. Natl. Acad. Sci. (2005). Doentes
possuindo qualquer destas mutacdes espera-se que encontrem
beneficio terapéutico e/ou profildtico nos métodos aqui

descritos.

EXEMPLOS

A presente invencdo ¢é ainda ilustrada pelos seguintes
exemplos, que ndo devem ser interpretados como limitantes

de qualquer forma.
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Exemplo de Referéncia 1 - Prevencdo de Lesdo Induzida por

Glucose Elevada de células Epiteliais da Retina Humana

Os efeitos dos péptidos aromadtico-catidnicos da invencdo na
prevencdo de lesdes induzidas por glucose elevada em
células epiteliais da retina humana (HREC) foram

investigados em HRECs cultivadas.

Métodos de cultura de HREC Uteis nos estudos da presente
invencdo sdo conhecidos. Ver geralmente, Li B, Tang SB,
Zhang G, Chen JH, Li BJ. Culture and characterization of
human retinial capillary endothelial cell. Chin Ophthal Res
2005; 23: 20-2; Premanand C, Rema M, Sameer MZ, Sujatha M,
Balasubramanyam M. Effect of curcumin on proliferation of
human retiniana endothelial cells under in vitro

conditions. Invest Ophthalmol Vis Sci 2006; 47: 2179-84.

Em resumo, as células HREC foram divididas em trés grupos:
um grupo normal de controlo; um grupo administrado com 30
mM de glucose; e um grupo administrado com 30 mM de glucose
+ SS-31. A sobrevivéncia das HRECs em glucose elevada co-
tratadas com diferentes concentracdes de SS-31 (10 nM, 100
nM, 1 uM, 10 uM) foi medida usando um ensaio de Anexina
V+PI e citometria de fluxo. Ver geralmente, Koopman, G.,
Reutelingsperger, C. P., Kuijten, G. A. M., Keehnen, R. M.
J., Pals, S. T., e van Oers, M. H. J. 1994. Anexina V para
detecédo de fluxo citométrico da expresséo da
fosfatidilserina nas células B que sofreram apoptose. Blood
84: 1415; Homburg, C. H., de Haas, M., von dem Borne, A.
E., Verhoeven, A. J., Reutelingsperger, C. P., e Roos, D.
1995. Human neutrophils lose their surface Fc gamma RIII
and acguire Annexin V binding sites during apoptose 1in
vitro. Blood 85: 532; Vermes, L, Haanen, C, Steffens-
Nakken, H., e Reutelingsperger, C. 1995. A novel assay for
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apoptose - flow citometric detection of phosphatidylserine
expression on early apoptotic «cells wusing fluorescein
labelled Annexin V. J. Immunol. Meth. 184: 39; Fadok, V.
A., Voelker, D. R., Campbell, P. A., Cohen, J. J., Bratton,
D. L., e Henson, P. M. 1992. Exposure of phosphatidylserine
on the surface of apoptotic lymphocytes triggers specific
recognition and removal by macrophages. J. Immunol. 148:

2207.

A sobrevivéncia das HRECs de glucose elevada co-tratadas
com SS-31 foi testada as 24 h e 48 h. Os resultados sé&o
conhecidos na Fig. 1 e indicam gque a sobrevivéncia das
HRECs foi significativamente melhorada com a administracéo
de SS-31, com uma vreducdo das células apoptdticas e
necréticas. O tratamento com SS-31 também reduziu a

producdo de ROS (Fig. 2).

Procedeu-se a avaliacdo de SS-31 como protetor contra a
perda mitocondrial potencial das HRECs tratadas com glucose
elevada. Para determinar se um passo mediado @ por
mitocdndria foi importante no efeito protetor de SS31

contra a morte celular induzida por glucose elevada, mediu-

se A¥Ym por citometria de fluxo. Apds tratamento das HRECs
com glucose elevada sem SS31 durante 24 ou 48 horas, uma
perda rapida de potencial de membrana mitocondrial foi
detetada por sonda fluorescente JC-I como indicado por um
decréscimo significativo na razdo de fluorescéncia do
vermelho em relacdo ao verde observada no grupo de glucose
elevada. Em contraste, A¥Ym no grupo co-tratado com 100 nM
de SS31 permaneceu virtualmente inalterado e foi comparéavel
ao grupo controlo de glucose normal (Fig. 3). Estes dados
sugerem que SS31 preveniu a perda de potencial da membrana
mitocondrial causada por exposicdo a um ambiente de glucose

elevada.
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A libertacdo de citocromo ¢ induzida por glucose (30
mmol /L) da mitocdndria das HRECs. As HRECs fixadas foram
imunomarcadas com um anticorpo de citocromo ¢ e um
anticorpo de proteina especifico da mitocdndria (HSP60). A
andlise microscépica confocal mostrou que as HRECs em
cultura normal e em SS-31 co-tratado com glucose tém
coloracéo de citocromo c e coloracéo mitocondrial
sobrepostas, indicando que a co-localizacdo do citocromo c
e da mitocdndria (Fig. 4). Apds tratamento com 30 mmol/L de
glucose durante 24 h ou 48 h, foi observado algum citocromo
c no citoplasma das HRECs, indicando que a glucose induz a
libertacdo de citocromo ¢ da mitocdndria para o citoplasma
nas células HREC, mas o SS-31 pode diminuir essa

translocacdo entre a mitocdndria e o citoplasma.

A prevencdo da libertacdo de citocromo ¢ da mitocdndria
resultou na reducdo da atividade da caspase-3. Como
mostrado na Fig. 5, o SS-31 diminuiu a expressdo da
proteina caspase-3 nas HRECs tratadas com glucose elevada.
0O nivel de expressdo da proteina caspase-3 clivada foi
medido por Western blot (Fig. 5A). Quando as HRECs foram
expostas a 30 mM de glucose durante 24 h e 48 h, o nivel de
expressdo de caspase-3 aumentou drasticamente. A0 mesmo
tempo, © grupo co-tratado com SS-31, apresentou uma marcada
diminuicdo no nivel da proteina caspase-3 (*p<0,05). A Fig.
5B mostra uma andlise quantitativa do nivel de expressdo de

caspase-3 nas HRECs co-tratadas com SS-31 durante 24 e 48h.

0O S5-31 aumentou a expressdo de Trx2 nas HRECs tratadas com
glucose elevada. A Fig. 5C mostra os niveis de mRNA de Trx2
nas HRECs expostas a 30 mM de glucose co-tratadas com SS-31
durante 24 h e 48 h. 0O nivel de expressdo de mRNA de Trx?2
foi medido por PCR gquantitativo em tempo real. Os niveis de
mRNA relativos de Trx2 foram normalizados por niveis de

mRNA 185 (* p<0,05 vs. o grupo de meio de glucose normal e
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o grupo tratado com glucose elevada de 30 mM). Trés
amostras independentes foram usadas para cada ponto de
tempo. A Fig. 5D mostra o nivel de expressdo da proteina
Trx2 conforme medido por Western blot. A expressdo de
proteina de Trx2 no grupo com SS-31 co-tratado com glucose
elevada aumentou significativamente em comparacdo com O
grupo de glucose normal (*p<0,05). A Fig. O5E mostra a
andlise quantitativa do nivel de proteina de Trx2 nas HRECs
24 e 48 h apds glucose elevada sem ou com co-tratamento com

SS5-31.

Estes resultados indicam gque SS-31 pode promover a
sobrevivéncia das células HREC num ambiente de glucose
elevada. Como tal, SS-31 e outros péptidos aromético-
catidénicos podem ser Uteis nos métodos de prevencdo da

retinopatia diabética.

Exemplo de referéncia 2 - Prevencdo da Retinopatia

Diabética em Ratos Alimentados com Dieta de Gordura Elevada

Os efeitos dos péptidos aromdtico-catidnicos da invencdo na
prevencdo do desenvolvimento da retinopatia diabética foram
investigados num modelo de ratazana Sprague-Dawley. O

exemplo descreve os resultados dessas experiéncias.

Um modelo de ratazana de diabetes foi estabelecido pela
combinacdo de injecdo de HFD e dose baixa de STZ (30 mg/kg)
por 6 semanas ou uma uUnica dose alta de STZ (65 mg/kg) em
ratazanas SD. Ver geralmente, K. Srinivasan, B. Viswanad,
Lydia Asrat, CL. Kaul e P. Ramarao, Combination of high-fat
diet- fed and low-dose streptozotocin-treated rat: A model
for type 2 diabetes and pharmacological screening,
Pharmacological Research, 52 (4) : 313-320, 2005. As

ratazanas do mesmo lote de alimentacdo com racdo normal



(NRC)

foram usadas como controlo.

As Tabelas

plano terapéutico e protocolo experimental.
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7-10 mostram o

TABELA 7. Grupos de Tratamento - Modelo HFD/STZ

Grupo Numero de | Modelo Tratamento Dosagem e
Ratos Via
A 12 HFD/STZ Ss-31 10 mg/kg s.c
B 12 HFD/STZ SS-31 3 mg/kg s.c
C 12 HFD/STZ SS-31 1 mg/kg s.c
D 10 HFD/STZ SS-20 10 mg/kg s.c
E 10 HFD/STZ SS-20 3 mg/kg s.c
F 10 HFD/STZ Soro Vol igual
fisioldgico s.cC.
G 10 NRC Soro Vol igual
fisioldgico S.C.
TABELA 8. Plano Terapéutico - Modelo HFD/STZ
Duragéao Objetivo Grupo Diabético | Grupo Controlo
(»,B,C,D,E,F) (G)
1% Semana Aclimatizacéao Rac&o de ratazana normal
2%-7% Semana Manipulagéo da | Dieta Rica em | Dieta de Gordura
Dieta Gordura Média
Fim da 7% Semana | Injecdo de STZ 30 mg/kg de STZ | Tampdo citrato
i.p. uma vez
8% a 27?% Semana Indugéo da | Dieta rica em | Ragdo normal de
Diabetes gordura até a | rato
21¢@ semana,
depois mudou
para ragéo de
ratazana normal
28% a 37°2 Tratamento Tratamento Grupo G: 2
Semana Peptidico Peptidico (ver | mL/kg, s.c.
Tabela 7)
38% Semana Recolha de amostras urina e de sangue as 24h, e
recolha de 6rgédos vitais
TABELA 9. Grupos de Tratamento - Modelo STZ
Grupo Namero de | Modelo Tratamento Dosagem e
Ratos Via
11 Diabetes Ss-31 10 mg/kg s.c
B 11 Diabetes S$S-20 10 mg/kg s.c
10 Diabetes Soro Vol igual
fisioldégico s-c.
D 10 Normal Soro Vol igual
fisioldgico S.C.
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TABELA 10. Plano Terapéutico - Modelo STZ

Duragéo Objetivo Grupos Grupo Controlo
Diabéticos (D)
(A,B,C)
1 - 3% Semana Aclimatizacdao Racdo de ratazana normal
Fim da 3% Semana | Injecdo de STZ 30 mg(kg de STZ, | Tampdo citrato
i.p., uma vez
4@ - 18% Semana Inducédo das | Ragdo de Rato Normal
Complicacgdes
Diabéticas
19%-282 Semana Tratamento Tratamento Grupo D: 2
Peptidico peptidico mL/kg, s.c.
(ver Tabela 9)
29% Semana Recolha de amostras de urina e de sangue as 24 h, e
recolha de dérgdos vitais

De acordo com o protocolo experimental agora descrito,
foram demonstrados os efeitos dos péptidos aromdtico-
catidénicos no tratamento de doencas associadas a diabetes
num modelo de ratazana SD. A administracdo de 5$5-20 e SS-31
resultou na prevencdo ou reversdo da formacdo de catarata
nas lentes das ratazanas diabéticas (Figs. 6 e 7, Tabelas
11 e 12).

TABELA 11. Modelo de ratazana HFD/STZ

Grupo Grau de Turbidez Percentagem | Percentagem
- + ++ +++ ++++ de de
opacidade opacidade
(%) grave (%)

NRC 4 0 0 0 0 0 0

HFD/STZ 1 0 2 3 0 83,3 0

SS-20 3mg 1 1 1 0 1 75,0 25,0

SS-20 10mg 1 2 1 0 0 75,0 0

SS-31 1mg 1 1 1 0 0 67,7 0

SS-31 3mg 3 1 0 0 1 20,0 20,0

SS-31 10mg 6 1 0 0 0 14,3 0

-, transparente;

+: ligeiramente opaco;
++: opaco;

+++: moderadamente opaco;
++++: fortemente opaco
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Grupo Grau de Opacidade Percentagem | Percentagem
- + ++ +++ ++++ de de

Opacidade Opacidade
(&) Grave (&)

NRC 6 0 0 0 0 0 0

STZ 1 0 0 1 3 80,0 60,0

5520 10mg 2 0 2 0 1 60,0 20,0

5531 10mg 2 2 0 0 1 60,0 20,0

O efeito dos péptidos catidnico-aromdticos no epitélio da

lente no modelo de ratazana SD foi investigado. A
administracdo de SS-31 reduziu as alteracdes celulares
epiteliais no modelo de ratazana STZ (Fig. 8) e no modelo

de ratazana HFD/STZ (Fig. 9).

0O efeito dos péptidos aromdtico-catidénicos na funcdo da
barreira interna hematorretiniana no modeloc de ratazana SD
foi investigado. A administracdo de SS-20 e SS-31 resultou
em funcdo melhorada da barreira hematorretiniana interna
comparativamente as ratazanas em HFD ndo administrado com
S5-20 ou SS-31 (Fig. 10).
O efeito dos péptidos aromdtico-catidénicos nos microvasos
retinianos no modelo de ratazanas SD foi investigado

11-12). S5-31

(Figs.

A administracdo de reduziu as alteracdes

microvasculares retinianas observadas em ratazanas STZ ou

HED/STZ.

O efeito dos péptidos aromatico-catidénicos na distribuicédo
da proteina claudina-5 de juncdo estreita em microvasos da

retina no modelo de ratazana SD foi investigado. A

distribuicdo da proteina claudina-5 de Jjuncdo estreita foi

detetada sob um microscédpio confocal (Fig. 13). A claudina-
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5 foi distribuida ao longo os vasos retinianos de forme
regular, linear, e uniforme em ratazanas normais (A), mas a
forma linear foi quebrada em ratazanas STZ (B, seta). A
distribuicéao de claudina-5 nos vasos retinianos em
ratazanas STZ tratadas com SS-20 (10 mg/kg) ou SS-31 (10
mg/kg) foi semelhante a das ratazanas normais (Painéis C e

D, respetivamente).

Em resumo, estes resultados estabelecem coletivamente que
0s péptidos aromédtico-catidnicos, previnem ou compensam OS
efeitos negativos da diabetes no olho, por exemplo,
cataratas e microvasculatura. Como tal, a administracdo dos
péptidos aromético-catidnicos da presente invencdo é util
em métodos de prevencdo e tratamento de condicdes

oftdlmicas associadas a diabetes em individuos humanos.

Exemplo de referéncia 3 - O SS-31 previne o estresse

oxidativo nas células glaucomatosas da rede trabecular.

Os efeitos dos péptidos aromatico-catidnicos da invencdo na
prevencdo e tratamento de glaucoma foram investigados
através do estudo dos efeitos dos péptidos em células
glaucomatosos da rede trabecular. O glaucoma é a segunda
causa principal de cegueira irreversivel em todo o mundo. O
glaucoma primdrio de &ngulo aberto (POAG) é o principal
subtipo de glaucoma. Em POAG, ndo existe qualquer alteracéao
visivel da rede trabecular. Porém, acredita-se que a
capacidade das células na rede trabecular para realizar a

sua funcdo normal é prejudicada.

Neste Exemplo, compararam-se os efeitos dos ©péptidos
aromatico-catidénicos da invencdo entre as células da rede
trabecular de doentes de POAG (GTM) e as células da rede

trabecular de individuos ndo-doentes (HTM). Foram descritos
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métodos Uteis para os estudos da presente invencdo. Ver
geralmente, He Y, Ge J, Tombran-Tink J., Mitochondrial
defects and dysfunction in calcium regulation in
glaucomatous trabecular meshwork cells. Invest Ophthalmol
Vis Sci 2008, 49(11):4912-22; He Y, Leung KW, Zhang YH,
Duan S, Zhong XF, Jiang RZ, Peng 7, Tombran-Tink J, Ge J.
Mitochondrial complex I defect induces ROS release and
degeneration in trabecular meshwork cells of POAG patients:
protection by antioxidants. Invest Ophthalmol Vis Sci.
2008, 49 (4) : 1447-58. As células GTM mostram danos
significativos no potencial da membrana mitocondrial em

comparacdo com as células HTM (Fig. 18).

As células foram divididas em trés grupos: as células do
"Grupo A" foram expostas a perdéxido de hidrogénio antes da
administracdo de SS-31. As células do "Grupo B" foram
expostas a SS-31 antes da administracdo do perdxido de
hidrogénio. As células do "Grupo C" foram administradas com

S5-31 e perdxido de hidrogénio simultaneamente.

Para avaliar se o SS-31 tinha efeitos citotdxicos das
células HTM ou GTM, vAarios concentracdes de S5S-31 foram
administradas as células e a citotoxicidade foi medida
usando um ensaio de LDH. Um ensaio de citotoxicidade de LDH
¢ um método colorimétrico de avaliacdo da citotoxicidade
celular. O ensaio mede quantitativamente a enzima lactato
desidrogenase (LDH) estavel citosdélica, que é libertada por
células lesadas. A LDH libertada é medida com uma reacéao
enzimatica acoplada gque resulta na conversdo de um sal
tetrazélio (iodonitrotetrazdlio (INT)) numa cor vermelha
formazan por diaforase. S&o conhecidos métodos Uteis para
detetar LDH das células nos estudos da presente invencéo.
Ver geralmente, Haslam, G. et al. (2005) Anal. Biochem.

336: 187; Tarnawski, A. (2005) Biochem. Biophys. Res. Comm.



77

333: 207; Round, J. L et al. (2005) J. Exp. Med. 201 : 419;
Bose, C. et al. (2005) Am. J. Physiol. Gastr. L. 289: G926;
Chen, A. e Xu, J. (2005) Am. J. Physiol. Gastr. L. 288:
G447. A atividade da LDH é determinada como oxidacdo NADH
ou reducdo de INT ao longo de um periodo de tempo definido.
Os resultados sdo mostrados na Fig. 14 e indicam que o SS-

31 ndo afeta a viabilidade das células HTM e GTM.

Os métodos Uteis para medir o potencial de membrana
mitocondrial usando TMRM nos estudos da presente invencéio
foram descritos por Andrea Rasola e Massimo Geuna, A flow
cytometry assay simultaneously detects independent
apoptotic parameters, Cytometry 45:151-157, 2001;
Mitoprobe™ JC-1 Kit para Citometria de Fluxo, Sondas
Moleculares, Invitrogen, EUA. A Fig. 16 mostra oS
resultados em células GTM. Coletivamente, estes resultados
estabelecem que o tratamento com SS-31 melhora o potencial
de membrana mitocondrial das células que foram expostas ao

perdxido de hidrogénio antes da administracdo de SS-31.

Grupo A. O potencial de membrana mitocondrial (AW¥m) das
células HTM e GTM foi investigado quando aquelas células
foram expostas ao perdxido de hidrogénio antes da
administracdo de SS-31. Primeiro, o potencial de membrana
mitocondrial foi medido usando microscopia confocal das
células marcadas com éster metilico de tetrametilrodamina
(TMRM, 500 nM x 30 min) (Fig. 15). O potencial de membrana
mitocondrial foi também medido usando citometria de fluxo
(Figs. 16-17) por marcacdo das células com a sonda seletiva
para mitocdndria de éster metilico de tetrametilrodamina

(TMRM, 500 nM x 30 min).

Grupo B. A morfologia das células GTM foi investigada

quando aquelas células foram expostas a SS5-31 antes da
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administracdo de perdxido de hidrogénio. A Fig. 18 mostra
0os resultados microscopia de contraste de fase invertida de
células a gque foram administradas varias concentracdes de
35-31. Os resultados indicam que o SS-31 protege as células
das alteracdes morfoldgicas mediadas por perdxido de
hidrogénio num modo dependente do tempo e dependente da
concentracdo. Ou seja, perda de células e o arredondamento
das células mediados por perdxido de hidrogénio diminuiu
nas células expostas ao péptido SS-31. O potencial de
membrana mitocondrial (AWm) das células HTM e GTM foi
também investigado quando aquelas células foram expostas a
S5-31 antes da administracdo de perdxido de hidrogénio. O
potencial de membrana mitocondrial foi medido usando
microscopia confocal das células marcadas com éster
metilico de tetrametilrodamina (TMRM, 500 nM x 30 min)
(Fig. 19-21). Estes resultados mostram que o pré-tratamento
com SS-31 melhora o potencial de membrana mitocondrial
dependente da dose das células que foram expostas ao
perdéxido de hidrogénio. Como tal, o SS-31 fornece um efeito

protetor contra o stresse oxidativo em células GTM.

Os efeitos de SS5S-31 na mitigacdo das lesdes oxidativas
agudas em células GTM e HTM foram investigados. A Fig. 36
mostra a intensidade de fluorescéncia de TMRM das células
GTM e HTM wusando anédlise de FACS. A percentagem da
intensidade de fluorescéncia em comparacdo com GTM de
controlo em H0,, S$S-31 107° M, Ss-31 107M, S$S-31 10°°M
foram 35,2+2,12%, 56,2+4,04%, 50,3%+4,46%, 47,5%+2,82%
respetivamente, n=4; o0s grupos HTM foram 37,410,725%,
57,7+1,80%, 50,0+3,06%, 49,4+2,27% respetivamente, n=4.

** gignifica P<0,01 comparado com grupo GTM H;03;

* gignifica P<0,05 comparado com o grupo GTM H,0,; A A A

significa P<0,001 comparado com o grupo HTM H,0,.
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A Fig. 37 mostra a intensidade de fluorescéncia de ROS das
células GTM e HTM nos grupos de controlo e tratado com SS-
31 usando andlise de FACS. A percentagem da producdo de ROS
intracelular em comparacdo com o controlo GTM em GTM H,0,,

os grupos SS-31 10™°M, SS-31 10°'M, SS-31 10°°M foram

146,0+2,27%, 84,518, 75%, 102, 0+5,69%, 133,0+£5,17%
respetivamente (n=3); o0s grupos HTM foram 153,0%3,406%,

79+2,39%, 91, 8+£3,49%, 129,0+8,24% respetivamente (n=4) .
P<0,001 GTM e grupo HTM H,0, comparado com o controlo;

*** gignifica P<0,001 comparado com o grupo GTM H,0,;

A A A significa P<0,001 comparado com o grupo HTM H;Oy;

A A significa P<0,01 comparado com o grupo HTM H,0,. A Fig.
38 mostra que o S8S-31 reduz a quantidade de apoptose

celular induzida por H,0,.

Os efeitos de SS-31 nas lesdes oxidativas sustentadas das
células GTM e HTM foram examinados. As células foram pré-
tratadas com 107° , 1077 , 107 M de SS-31 durante 1 h, e em
seguida, incubadas com 200 uM de H;0, durante 24 h para
investigar o efeito protetor de SS-31 no estresse oxidativo
sustentado. A Fig. 39 e Tabela 13 mostram os efeitos de SS-
31 na producdo de ROS a partir de 1lesdes oxidativas
sustentadas das células GTM e HTM. A Fig. 40 e Tabela 14
mostram a alteracdo de MMP nas células GTM e HTM em cada

grupo de tratamento.

Tabela 13. Producdo de ROS em células GTM3 e iHTM

tratadas com H,0,

HzOz_ SS_31

Controlo (%) 1 uM (%) 0,1 M (%) 0,01 uM (%)

GTM3 376,80+£17,47 | 47,40+1,81*** | 68,91+8,62*** [ 133,70+3,24***

1HTM 388,50+5,54 | 36,91+1,47*** | 82,89+£3,70*** | 114,30+3,89***
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Tabela 14. Declinio de MMP em células GTM3 e iHTM tratadas

com H,O0,.
H,0,-Controlo S$S-31
(%) 1 uM (%) 0,1 uM (%) 0,01 M (%)
GTM3 -39,67%2,33 -24,40%4,81*** | -29,33+2,19*** | -31,33+1,20**~
iHTM | -69,53 2,01 | -44,9942,10%** -53,24%2,52** | -58,24+2,62*

Coletivamente, estes resultados demonstram que o SS-31 néo
tem citotoxicidade a 10™* M para ambas as células GTM e HTM
e que o0 estresse oxidativo agudo e sustentado induzido por
peréxido de hidrogénio pode ser prevenido por SS-31 (>107°
M) . Como tal, os péptidos aromdtico-catidénicos da presente
invencdo sdo Uteis em métodos de prevencdo e tratamento de

glaucoma em individuos humanos.

Exemplo de referéncia 4 - SS-31 previne o estresse

oxidativo em células epiteliais primadrias do pigmento

retiniano.

Células epiteliais do pigmento retiniano (RPE) primarias
foram cultivadas para testar os efeitos dos péptidos
aromatico-catidénicos da invencdo na prevencdo ou reducdo
das lesdes oxidativas nestas células. Foram descritos
métodos Uteis para o estudo das células epiteliais do
pigmento retiniano primérias. Ver, Dunn et al., ARPE-19, A
Human Retinial Pigment Epithelial Cell Line with
Differentiated Properties, Experimental Eye Research, 1996,
62 (2): 155-170. Primeiro, foi mostrado que o SS5-31 néo
afetou negativamente estas células. Células RPE humanas
primarias cultivadas foram incubadas com diferentes
concentracdes de SS-31 sozinhas por um periodo de 24 h, e a
viabilidade das células foram determinadas por um ensaio de

MTT (Fig. 22).
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Em seguida, a viabilidade das células RPE primarias foi
testada na presenca de tBHP e varias concentracdes de SS-
31. As células foram colocadas em placas a 10.000 células
por poco numa placa de 96 pocos e cultivadas durante 24 h,
e mentidas sem alimentacdo durante 24 h. Depois disso, as
células foram expostas a concentracdes crescentes de tBHP
(Fig. 23A), ou pré-incubadas durante 4 h com diferentes
concentracdes de SS-31, depois estimuladas com tBHP durante
6 h (Fig. 23B). Estes resultados indicam que o SS-31
melhorou a viabilidade celular em resposta a administracéio
de tBHP. A producdo de ROS intracelular em trés grupos de
células RPE foi também examinada usando andlise de FACS. A
Fig. 31A mostra a producdo de ROS em células RPE de
controlo; A Fig. 31B mostra a producdo de ROS em células
RPE tratadas com 500 uM de tBHP durante 3 h; e a Fig. 31C
mostra a producdo de ROS em células RPE tratadas com 500 uM

de tBHP durante 3 h e 1 uM SS-31. A Fig. 32 mostra MMP
marcado com JC-1 numa andlise de FACS. Foram analisadas

trés concentracdes diferentes dos grupos SS-31. A proporcédo
de vermelho para verde em 500 uM de tBHP para o grupo das 3
h é& 1,08, a proporcdo de vermelho para verde em 10 nM de
S5-31 durante 4 h + 500 puM de tBHP para o grupo das 3 h &

1,25; a proporcdo de vermelho para verde em 100 nM de SS5-31
para o grupo das 4h + 500 uM de tBHP do grupo das 3 h é
1,4; e a proporcdo de vermelho para verde em 1 uM de SS5-31
durante 4 h + 500 uM de tBHP para o grupo das 3 h é 2,28. A

Fig. 33 mostra o efeito de 1 uM de SS5-31 no declinio de MMP

induzido por tBHP. Fig. 33A: Grupo controlo, R/G &
3,63%£0,24; Fig. 33B: 500 uM de tBHP para o grupo das 3 h,
R/G é 1,0840,11; A Fig. 33C: 1 uM de SS-31 durante 4 h +

500 uM de tBHP para o grupo das 3 h, R/G é 2,38+40,18. A
Fig. 33D é& um grafico que compara a taxa de fluorescéncia

para os diferentes grupos. *P<0,01, C vs. B.
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A Fig. 34 mostra o efeito de SS-31 na apoptose celular
induzida por 250 uM de tBHP durante 24 h. Fig. 34A: grupo
controlo; (Q2+Q4)%=1,2710,3%; Fig. 34B: 250 uM de tBHP para
o grupo de 24 h; (Q2+0Q4)%=15,7+0,6%; Fig. 34C: 1 uM SS-31
durante 4 h + 250 uM de tBHP para o grupo de 24 h;
(02+Q4)%=8,440,8%. A Fig. 34D é um grafico qgque compara a
taxa de fluorescéncia dos diferentes grupos. *P<0,05 C vs.

B. A Fig. 35 ¢é um grafico qgque mostra o nivel de MDA

induzido por tBHP em 3 grupos de células RPE. (*P<0,05).

Coletivamente, estes resultados demonstram que Ss-31
previne o estresse oxidativo em células epiteliais do
pigmento retiniano primarias. Como tal, os péptidos
aromdtico-catidénicos da presente invencdo sdo Uteis em
métodos de prevencdo e tratamento de lesdes das células

retinianas em individuos humanos.

Exemplo 5 - Prevengdo e Tratamento de Neovascularizacgao

Coroideia por Péptidos Aromadtico-Catidénicos da Invencdo num

Modelo de Rato CNV

Para demonstrar ainda mais a prevencdo da neovascularizacédo
coroideia (CNV) por um lado, e o tratamento de CNV por
outro, o0s péptidos aromatico-catidnicos da invencdo foram
testados num modelo de rato de CNV (Fig. 24). CNV foram
induzidas no olho com queimaduras por laser. Métodos Uteis
nos presentes estudos foram descritos por Reich, Mol Vis
2003; 9:210-216.

Em resumo, ratinhos machos C57BL/6 com cinco a seis
semanas foram anestesiados com hidrato de <cloral e as
pupilas foram dilatadas com tropicamida. Com uma lamela

usada como uma lente de contacto, quatro pontos de laser

(532 nm, 260 mw, 0,0ls, 50 uM; Novus Spectra, Lumenis, EUA)
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foram aplicados ao fundo num circulo em torno do disco
6tico no olho direito. Injecdes intraperitoneais didrias de
1 mg/kg, 9 mg/kg de SS-31 ou veiculo foram iniciadas no dia

anterior a fotocoagulacdo a laser.

Apds uma semana, os ratinhos foram profundamente
anestesiados e perfundidos através do ventriculo esquerdo
com 1 mL (50 mg/mL) de fluoresceina-dextrano tamponado com
PBS. 0Os olhos foram enucleados e fixados em 4% de
paraformaldeido durante 2 h. Os olhos foram seccionadas no
equador, e a metade anterior e a retina foram removidas. O
segmento posterior do segmento do olho contendo a
esclerdtica e o coroide foi dissecado em quartos com quatro
a cinco cortes radiais e montados numa lamina. Todas as
montagens planas foram examinadas através de um microscédpio
de fluorescéncia (AxioCam MRQCarl Zeiss). O software Image-
Pro Plus (Media Cybernetics, Silver Spring, MD) foi usado

para medir a area de cada lesdo de CNV.

Existiam 48 localizacbes de neovascularizacdo em cada
grupo. A 4rea da neovascularizacdo foi calculada usando
software IMAGE-PROPLUS6.0. A &rea de neovascularizacdo no
modelo de CNV, os grupos de 1 mg/kg de SS-31 e 9 mg/kg de
S55-31 foram 0,0130£0,0034, 0,0068x£0,0025, 0,0067x0,
respetivamente. Estes resultados indicam que as duas
concentracdes de SS-31 reduzem significativamente a area de

neovasculatizacdo coroideia (P<0,05) (Fig. 24).

Exemplo 6 - Prevencdo e Tratamento de Retinopatia induzida

por oxigénio (QIR) com Péptidos Aromatico-Catidnicos da

Invengdo num Modelo de Rato OIR

Para demonstrar ainda mais a prevencdo da retinopatia

induzida por oxigénio (OIR), 0os péptidos aromatico-
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catidénicos da invencdo foram testados num modelo de rato de
OIR (Fig. 25). Neste modelo, crias de ratinho com 7 dias
com vasculatura retiniana parcialmente desenvolvida foram
sujeitos a hiperdxia (75% de oxigénio) durante 5 dias, que
pdra o crescimento de vasos retinianos e causa vaso-
obliteracdo significativa. Aos 12 dias apdés o nascimento,
as crias regressaram ao ar ambiente, e aos 17 dias apdbds o
nascimento, ocorreu a neovascularizacéo retiniana
compensatéria corada. Este modelo de neovascularizacéo
patoldégica tem sido largamente usado como um substituto

para a retinopatia diabética proliferativa (DR).

Para examinar os efeitos dos péptidos aromdtico-catidnicos
da invencdo na prevencdo de O0OIR, a OIR foi induzida em
crias de ratinho e o0s ratinhos foram simultaneamente
administrados com um péptido aromatico-catidnico (por
exemplo, SS-20 ou SS5-31) durante aproximadamente 6 semanas.
Os resultados sdo mostrados na Fig. 26 e indicam que o
tratamento com SS-31 previne a neovascularizacdo retiniana
compensatdéria. Como tal, os péptidos aromético-catidbnicos

da invencdo sdo Uteis em métodos para prevenir a

retinopatia diabética proliferativa em individuos
mamiferos.
Exemplo 7 - Antioxidantes reduzem a morte das células

fotorrecetoras num modelo de retinite pigmentosa.

A linha especifica de células de cones 661W derivou de um
tumor da retina de rato. Métodos Uteis nos presentes
estudos das células 66 IW foram descritos previamente. Ver
geralmente, Geardéid Tuohy, Sophia Millington-Ward, Paul F.
Kenna, Peter Humphries e G. Jane Farrar, Sensitivity of
Photoreceptor-Derived Cell Line (661W) to Baculoviral p35,

Z2-VAD.FMK, and Fas-Associated Death Domain, Investigative
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Ophthalmology and Visual Science. 2002;43:3583-3589. Estas
células foram cultivadas para testar os efeitos dos
péptidos aromdtico-catidnicos da invencdo na prevencado ou
reducdo das lesdes oxidativas nas células dos cones (Fig.
27). Primeiro, foi mostrado que tBHP afetou a sobrevivéncia
das células 661W (Fig. 27A). Administraram-se diferentes
doses de tBHP as c¢élulas durante 3 h. A seguir, foi
mostrado que diferentes doses de SS-31 reduziram morte

celular de 661 W induzida por tBHP (Fig. 27B).

O potencial do $SS-31 para proteger contra a perda de
viabilidade mitocondrial induzida por tBHP, 100 nmol/L SS-
31 foram administrados as culturas de células 661lw. Os
resultados sdo mostrados na Fig. 30 e indicam que o SS5-31
melhorou significativamente a viabilidade das mitocdndrias
em comparacgdo com as células ndo administradas com SS-31,

como mostrado por um ensaio JC-1.

Exemplo de referéncia 8 - Efeitos de SS-31 num modelo de

rato de degeneracdo da retina.

Para demonstrar adicionalmente a prevencdo da degeneracéo
da retina, os péptidos aromdtico-catidénicos da invencéo
foram testados num modelo de rato de degeneracdo da retina.
E induzida CNV no olho com queimaduras a laser, (ver
Exemplo 5). Modelos de rato de degeneracdo da retina foram
investigados durante muitos anos na esperanca de entender
as causas de morte das células fotorrecetoras. Foram
encontrados ratos mutantes que ocorrem naturalmente dque
manifestam degeneracdo dos fotorrecetores na retina com
preservacdo de todos os outros tipos de células retinianas:
degeneracdo da retina (anteriormente rd, idéntica a retina

sem bastonetes, r, agora Pdeé6b rdl); degeneracdo das
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células de Purkinje (pcd); nervosa (nr); degeneracdo lenta
da retina (rds, agora Prph Rd2); degeneracdo da retina 3
(rd3); degeneracdo do neurdnio motor (mnd); degeneracdo da
retina 4 (Rd4); degeneracdo da retina 5 (rd5); wvitiligo
(vit, agora Mitfmi-vit); degeneracdo da retina © (rdé);
degeneracdo da retina 7 (rd7); 1lipofuscinose ceroide
neuronal (nclf); degeneracdo da retina 8 (rd8); degeneracdo
da retina 9 (Rd9); degeneracdo da retina 10 (rdl0); e perda

de funcdo dos fotoprotetores dos cones (cpfll).

A Fig. 28 ¢é uma série de micrografias gque mostram a
espessura da camada nuclear externa da retina (ONL) num
modelo de rato de degeneracdo da retina em ratos controlo e
em ratos tratados com S$S-31. 0Os resultados indicam gue os
ratos tratados com SS-31 retiveram um maior nUmero de
camadas de células ONL em comparacdo com oS ratos néo
tratados. Montagens planas da retina coradas com aglutinina
de amendoim (PNA), que seletivamente cora o0s segmentos
nucleares interiores e exteriores mostram também que a
densidade das células dos cones é maior em ratos tratados
com SS-31 (Fig. 29). Estes resultados indicam gque o
tratamento com SS-31 preveniu as lesdes compensatdrias na
camada nuclear externa da retina num modelo de rato de
degeneracdo da retina. Assim, os ©péptidos aromético-
catidénicos da invencdo sdo Uteis em métodos para prevenir a

degeneracdo da retina em individuos mamiferos.

EQUIVALENTES

A presente invencdo ndo é para ser limitada em termos de
formas de realizacdo particulares descritas neste pedido,
que pretendem ser apenas ilustracdes de aspetos individuais
da invencdo. Muitas modificacbes e variacdes desta invencéo

podem ser feitas sem se afastar do seu éambito, como é
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evidente para o0os especialistas na técnica. Métodos
funcionalmente equivalentes e equipamentos para além dos
aqui enumerados, serdo evidentes para os especialistas na
técnica a partir das descricdes precedentes. A presente
invencdo ¢é para ser limitada apenas pelos termos das
reivindicacdes anexas. Deve ser entendido que esta invencéo
ndo estd limitada a métodos especificos, reagentes,
composicdes de compostos ou sistemas bioldgicos, gue podem,
naturalmente, variar. E também para ser entendido que a
terminologia aqui usada é apenas para fins de descricdo das
formas de realizacdo particulares, e ndo se destina a ser

limitativa.

Adicionalmente, onde as caracteristicas ou aspetos da
divulgacdo sdo descritos nos termos dos grupos Markush,
aqueles especialistas na técnica reconhecerdo que a
divulgacdo ¢é também desse modo descrita em termos de
qualguer membro individual ou subgrupos de membros do grupo

Markush.

Como serd entendido pelos especialistas na técnica, para
qualquer e todos os fins, particularmente em termos de
fornecer uma descricdo escrita, todas as gamas aqui
divulgadas englobam também todas e quaisquer subgamas
possiveis e combinacdes das suas subgamas. Qualgquer gama
listada pode ser facilmente reconhecida como descrendo
suficientemente e permitindo que a mesma gama seja dividida
em pelo menos metades, tercos, quartos, guintos, décimos,
etc, iguais. Como um exemplo ndo limitativo, cada gama aqui
discutida pode ser facilmente dividida em tergos menores,
meios tercos e tercos maiores, etc. Como serd também
entendido por um especialistas na técnica toda a linguagem
como "até," "pelo menos," "superior a," "inferior a," e
semelhantes, inclui o numero citado e referem-se a gamas

que podem ser subsequentemente divididas em subgamas como
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discutido acima. Finalmente, como deverd ser entendido por
um especialista na técnica, uma gama inclui cada membro
individual. Assim, por exemplo, um grupo com 1-3 células
refere-se a grupos com 1, 2, ou 3 células. Do mesmo modo,
um grupo tendo 1-5 células refere-se a grupos com 1, 2, 3,

4, ou 5 células, e assim sucessivamente.

Lisboa, 29 de Maio de 2014



REIVINDICACOES

. Péptido representado pela férmula D-Arg-2'6'-Dmt-Lys-
Phe-NH, ou Phe-D-Arg-Phe-Lys-NH, para uso no tratamento
ou prevencdo de uma doenca oftadlmica em que a doenca
oftdlmica é selecionada a partir do grupo que consiste
em: retinite pigmentosa, neovascularizacdo coroideia,

e retinopatia induzida por oxigénio.

. O péptido para uso de acordo com a reivindicacdo 1, em

que o péptido é D-Arg-2'6'-Dmt-Lys-Phe-NH,

. O péptido para uso de acordo com a reivindicacdo 1, em

que o péptido é Phe-D-Arg-Phe-Lys-NH,.

. O péptido para uso de acordo com a reivindicacdo 1, em

que o péptido ¢ formulado para uso num humano.

. O péptido para uso de acordo com a reivindicacdo 1, em
que o péptido é formulado para ser administrado por
via intraocular, iontoforética, oral, tépica,

sistémica, intravenosa, sSubcutédnea, ou intramuscular.

. O péptido para uso de acordo com a reivindicacdo 1, em
que o péptido ¢é formulado para ser administrado
separadamente, sequencialmente, ou simultaneamente com

um segundo agente ativo.

. O péptido para uso de acordo com a reivindicacdo 6, em
que o segundo agente ativo é selecionado a partir do
grupo que consiste em: um antioxidante, um complexo
metéalico, um farmaco anti-inflamatério, um

antibidético, e um anti-histaminico.



8. 0 péptido para uso de acordo com a reivindicacdo 7, em
que o antioxidante é vitamina A, vitamina C, vitamina
E, licopeno, selénio, &cido a-lipoico, coenzima Q,

glutationa, ou um carotenoide.

O péptido para uso de acordo com a reivindicacdo 6, em
que o segundo agente ativo é selecionado a partir do
grupo dque consiste em: aceclidina, acetazolamida,
anecortave, apraclonidina, atropina, azapentaceno,
azelastina, bacitracina, befunolol, betametasona,
betaxolol, bimatoprost, brimonidina, brinzolamida,
carbacol, carteolol, celecoxib, cloranfenicol,
clortetraciclina, ciprofloxacina, cromoglicato,
cromolina, ciclopentolato, ciclosporina, dapiprazole,
demecédrio, dexametasona, diclofenac, diclorfenamida,
dipivefrina, dorzolamida, ecotiofato, emedastina,
epinastina, epinefrina, eritromicina, etoxzolamida,
eucatropina, fludrocortisona, fluorometolona,
flurbiprofeno, fomivirseno, framicetina, ganciclovir,
gatifloxacina, gentamicina, homatropina,
hidrocortisona, idoxuridina, indometacina,
isoflurofato, cetorolac, cetotifeno, latanoprost,
levobetaxolol, levobunolol, levocabastina,
levofloxacina, lodoxamida, loteprednol, medrisona,
metazolamida, metipranolol, moxifloxacina, nafazolina,
natamicina, nedocromil, neomicina, norfloxacina,
ofloxacina, olopatadina, oximetazolina, pemirolast,
pegaptanib, fenilefrina, fisostigmina, pilocarpina,
pindolol, pirenoxina, polimixina B, prednisolona,
proparacaina, ranibizumab, rimexolona, escopolamina,

sezolamida, esqualamina, sulfacetamida, suprofeno,

tetracaina, tetraciclina, tetrahidrozolina,
tetrizolina, timolol, tobramicina, travoprost,
triamcinulona, trifluormetazolamida, trifluridina,

trimetoprim, tropicamida, unoprostona, vidarbina,



xilometazolina, seus sais farmaceuticamente

aceitdveis, e combinacdes dos mesmos.

Lisboa, 29 de Maio de 2014
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