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(57) Resumo: UMA COMPOSICAO PARA CICATRIZAGAO DE
FERIDA E USO DESTA A invengéo se refere a um método para
tratamento de cicatrizagédo de ferida, compreendendo a administragao,
a um paciente em necessidade deste tratamento, de uma quantidade
efetiva de um polipeptideo compreendendo uma sequéncia
deaminoacido ou uma variante conservativa desta tendo dominio tipo
EGF de trombomodulina. A invengdo também se refere a uma
composi¢do para uso na aceleragdo de cicatrizagdo de ferida,
compreendendo um polipeptideo compreendendo uma sequéncia de
aminoacido ou uma variante conservativa desta tendo dominio tipo
EGF de trombomodulina.
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“UMA COMPOSIGAO PARA CICATRIZAGAO DE FERIDA E USO
DESTA” .

HISTORICO DA INVENGAO

Campo da Invengdo

A invengdo se refere a um método e uma composigdo
para uso na aceleragdo de cicatrizagdo de ferida.

Angiogénese e Trombomodulina

Embora varias moléculas sejam conhecidas na
técnica como agentes terapéuticos T(Gteis para o tratamento de
doencas e distirbios tendo como um sintoma destes coagulagéo
anormal em vasos sanguineos criticos, existe uma necessidade na
técnica de composigdes e métodos que sejam Gteis para o tratamento
destas doencas, assim como para o tratamento de doengas e
distGrbios que tém como sintomas atividade angiogénica

anormalmente elevada ou anormalmente baixa. Estas doengas e

condicgdes incluem as seguintes: doengas e condig¢des
cardiovasculares tais como hipotenséo, hipertensédo e
aterosclerose; condigdes trombdticas tais como AVC, ataque
cardiaco e sondas pds-angioplastia; distGrbios angiogénicos;

doencas e condigdes respiratdérias tais como fibrose pulmonar e
asma; doencas e distirbios relacionados com invasdo de célula de
tumor, angiogénese e metdstase; distlGrbios de cicatrizagdo de
ferida e coagulacdo, e distirbios reprodutivos tais como contragado
uterina prematura e impoténcia.

Na atualidade, uma série de biomoléculas, que
induzem ou promovem angiogénese em tecidos, foi identificada. As
mais proeminentes destas s&@o: fatores de crescimento tais como

fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) , fator de
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crescimento de fibroblasto (FGF), fator de crescimento epidérmico
(EFG), fatores de crescimento derivados de plaquetas (PDGFs) e
fatores de crescimento de transformag¢do (TGFs). A auséncia da
trombomodulina reguladora de coagulagao sangiinea causa
mortalidade embridnica em camundongos antes do desenvolvimento de
um sistema cardiovascular funcional. (Proc. Natl. Acad. Sci. USA.
1995; 92:850-854; e J. P. Cooke et al, Circulation 105 (2002)
2133). As abordagens atuais direcionadas para promogdo de
angiogénese no campo relacionado podem ser resumidas em trés
categorias principais: (i) provisdo de fatores de crescimento
angiogénicos usando plataformas poliméricas sintéticas e naturais;
(ii) provisdo de plasmideos contendo DNA que codifica proteinas
angiogénicas; e (iii) provis8o combinada de moléculas angiogénicas
e transplante de células endoteliais.

De acordo com as técnicas relacionados, um outro
relatério (Shi €S et al., Evidence of Human Thrombomodulin domain
as a Novel Angiogenic Factor. Circulation. 5 de abril de 2005;
111(13) :1627-36) propds a carga de sistemas de aplicagdo com
moléculas de trombomodulina recombinante humana ao invés de
fatores de crescimento. E proposto gque a trombomodulina
recombinante humana carregada pode ser liberada sob condigdes
fisiolégicas, promovendo, desta maneira, angiogénese rapida e
localizada.

Trombomodulina & uma glicoproteina de membrana de
célula endotelial anticoagulante. Proteinas de trombomodulina
recombinante, TMD2 (contendo seis estruturas tipo EGF) e TMD23
(contendo TMD2 e um dominio rico em serina-treonina), exibem

atividade mitogénica.
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O estudo anterior (Shi SC et al., Evidence of
Human Thrombomodulin domain as a Novel Angiogenic Factor.
Circulation. 5 de abril de 2005; 111(13):1627-36) revelou os
efeitos angiogénicos novos do dominio recombinante usando modelos
in vitro e in vivo. Foi mostrado que TMD23 possui atividade mais
elevada do que TMD2 na estimulagdo de sintesg de DNA em células
endoteliais de veia umbilical humana (HUVECS) cultivadas.
Adicionalmente, TMD23 estimulou a motilidade quimiotatica e a
formacdo de tubo tipo capilar em HUVECs, um efeito mediado através
da fosforilagdo de cinase regulada por sinal extracelular % e
cinase de proteina ativada por mitbégeno p38 e a via da sintase de
fosfatidilinositol-3 cinase/Akt/6xido nitrico endotelial. TMD23
também estimulou a expressdo de célula endotelial de ativadores de
matriz metaloproteinases e plasminogénio, que mediaram protedlise
extracelular conduzindo a invasdo e migragdo de célula endotelial
durante angiogénese. Além do mais, implantes contendo TMD23 em
cérnea de rato induziram o crescimento de novos vasos sanglineos
do limbo. Usando o ensaio de angiogénese de murino, TMD23 ndo
apenas induziu neovascularizagdo co-injetada com Matrigel e
heparina, mas também aumentou a angiogénese em células A2058 de
melanoma contendo Matrigel em camundongos nude. Concluindo, o
TMD23 de dominio de trombomodulina recombinante aumentou a
resposta angiogénica in vitro e in vivo.

Cicatrizagdo de ferida

O processo de cicatrizagdo de ferida tem 3 fases.
Elas s3o: a fase inflamatdéria, a fase proliferativa, e a fase de
maturacao.

A fase inflamatéria é caracterizada por
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hemostasia e inflamac¢do. Colageno exposto durante a formagdo da
lesdo ativa a cascata de coagulagdo (tanto as vias intrinsecas
como as extrinsecas), iniciando a fase inflamatéria. Apds
ocorréncia dos danos ao tecido, as wmembranas da célula,
danificadas pela formagdo da lesdo, liberam tromboxano A2 e
prostaglandina 2-alfa, vasoconstritores potentes. Esta resposta
inicial ajuda a limitar hemorragia. Apdés um curto periodo, ocorre
vasodilatac3o capilar secunddria & liberagdo de histamina local, e
as células de inflamagdo sdo capazes de migrar para o leito da
ferida.

Plaquetas, a primeira célula de resposta, libera
miltiplas quimiocinas, incluindo fator de crescimento epidérmico
(EGF), fibronectina, fibrinogénio, histamina, fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), serotonina, e fator von Willebrand.
Estes fatores ajudam a estabilizar a ferida através da formagdo de
codgulo. Estes mediadores agem para controlar sangramento e
limitar a extens3o do ferimento. A desgranulagdo de plaqueta
também ativa a cascata de complemento, especificamente C5a, que é
um quimioatrativo potente para neutréfilos.

A fase inflamatéria continua, e mais células de
resposta imunolégica migram para a ferida. A segunda célula de
resposta a migrar para a ferida, o neutréfilo, é responsavel pela
limpeza de fragmentos de tecido, opsonizagdo mediada por
complemento de bactérias, e destruigdo de bactérias via mecanismoé
de erupcdo oxidativa (isto &, formagdo de superdxido e perdxido de
hidrogénio). Os neutréfilos matam bactérias e descontaminam a
ferida de restos estranhos.

As préximas células presentes na ferida sdo os
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leucécitos e os macrdfagos (mondcitos). O macrdfago, referido aqui
como o harmonizador, & essencial para cicatrizagdo de ferida.
Numerosas enzimas e citocinas sdo secretadas pelo macrdfago. Estas
incluem colagenases, que retiram os restos da ferida;
interleucinas e fator de necrose de tumor (TNF), que estimulam
fibroblastos (produzem colageno) e promovem angiogénese; e fator
de crescimento de transformagdo (TGF), que estimula ceratindcitos.
Esta etapa marca a transigdo para o processo de reconstrugdo de
tecido, isto &, a fase proliferativa.

0 segundo estédgio de cicatrizagdo de ferida é a
fase proliferativa. Epitelializagdo, angiogénese, formagdo de
tecido de granulagdo, e deposigdo de coldgeno sdo as etapas
principais‘ nesta por¢do anabdlica de «cicatrizagdo de ferida.
Epitelializagdo ocorre prematuramente no reparo da lesdo. Se a
membrana de base permanece intacta, as células epiteliais migram
para cima no padrdo normal. Isto é equivalente a uma queimadura de
pele de primeiro grau. As células progenitoras epiteliais
permanecem intactas embaixo da ferida, e as camadas normais de
epiderme s3o recuperadas em 2-3 dias. Se a membrana de base foi
destruida, similar a uma queimadura de segundo ou terceiro grau,
entdo a ferida é re-epitelializada a partir de células normais na
periferia e de apéndices de pele, se intactas (por exemplo,
foliculos de cabelo, glandulas de suor).

Angiogénese, estimulada por TNF-alfa, €& marcada
por migracdo de célula endotelial e formagdo de capilar. Os novos
capilares provéem nutrientes para a ferida e ajudam a manter o
leito de tecido de granulagdo. A migragdo de capilares no leito da

ferida é critico para cicatrizagdo apropriada da ferida. A fase de
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granulacdo e deposigdo de tecido requer nutrientes supridos pelos
capilares, e a falha na ocorréncia disto resulta em uma ferida
cronicamente ndo cicatrizada. Mecanismos para modificar a
angiogénese estd3o sob estudo e tém potencial significativo para
melhorar o processo de cicatrizagédo.

A parte final da fase proliferativa é a formagédo
de tecido de granulagdo. Fibroblastos diferenciam e produzem
substancia de fundo e, entd3o, coladgeno. A substdncia de fundo &
depositada no leito da ferida; colageno €&, entdo, depositado
conforme a ferida passa pela fase final de reparo. Muitas
citocinas diferentes est3o envolvidas na fase proliferativa de
reparo de ferida. As etapas e o mecanismo exato de controle ndo
foram elucidados. Algumas das citocinas incluem PDGF, fator de
crescimento tipo insulina (IGF), e EGF. Todos estes sao
necessarios para a formagdo de coléageno.

A fase final de cicatrizagdo de ferida é a fase
de maturacdo. A ferida sofre contragdo, resultando, em Ultima
insténcia, em uma quantidade menor de tecido de cicatriz aparente.
O processo inteiro é wuma massa continua dindmica com uma
sobreposicio de cada fase e remodelagdo continua. A ferida atinge
sua resisténcia maxima em um ano, com uma resisténcia & tragdo que
é 30% da pele normal. A deposigdo de coldgeno continua por um
periodo prolongado, mas a rede aumenta em platés de deposigdo de
colageno apds 21 dias.

Atualmente, citocinas possuem um papel limitado
na pratica clinica. O fdnico produto comercial atualmente
disponivel que provou ser eficaz em estudos duplo-cegos,

randomizados, é PDGF, disponivel como PDGF-BB humano recombinante.
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. Em estudos miltiplos, PDGF-BB humano recombinante demonstrou

reduzir o tempo de cicatrizagdo e melhorar a incidéncia de
cicatrizacdo completa da ferida em tdlceras de estégio III e IV.
Muitas outras citocinas atualmente sob estudo in vitro incluem
TGF-beta, EGF, e IGF-1.

Cicatrizag¢8o apropriada de ferida envolve uma
interacdo complexa de células e citocinas trabalhando em conjunto.
Nos t1ltimos anos, mais mediadores quimicos integrais a este
processo foram identificados. As etapas seqlenciais e processos
especificos n#o foram totalmente diferenciados. Ao examinar o
processo de cicatrizagdo de feridas, é necessdrio identificar as
etapas principais e conhecer os mediadores importantes.

Queimadura e Cicatrizagdo de Ferida

Queimadura é um ferimento resultante de exposigdo
ao calor, eletricidade, radiagdo (por exemplo, queimadura do sol e
cirurgia a laser), ou produtos quimicos cdusticos.

Trés graus de queimaduras sdo comumente
reconhecidos. Em queimaduras de primeiro grau, a camada externa da
pele, denominada epiderme, se torna vermelha, sensivel ao toque, e
frequentemente inchada. Atengdo médica ndo € necessaria, mas a
aplicagio de um ungliento pode aliviar a dor. Queimaduras de
segundo grau sd3o caracterizadas pela destruigdo variavel da
epiderme e pela forma¢d3o de bolhas; termina¢des nervosas podem ser
expostas. Os casos mais sérios devem ser observados por um médico
e deve se tomar cuidado para evitar infecgdo. Terapia local inclui
a aplicagdo de um produto quimico tal como nitrato de prata para
produzir uma crosta macia, reduzir a ameaga de infecgdo, e aliviar

a dor. OQueimaduras de terceiro grau envolvem a destrui¢do da
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espessura total da pele e do tecido conectivo subjacente. Nos
casos mais graves, ossos subjacentes sd3o também parcialmente
queimados. A Area superficial envolvida é mais significativa que a
profundidade da queimadura. O choque deve ser evitado ou contra-
atacado; transfus3o sangliinea pode ser exigida para repor fluidos
corporais perdidos. A invasdo de varias bactérias deve ser evitada
ou curada pela administragao de antibiéticos e outros
medicamentos. Morfina pode ser empregada para aliviar a dor.
Tratamento de longa duragdo pode incluir transplante de enxertos
de pele natural ou artificial.

Diabetes Mellitus e Cicatrizagdo de Ferida

O diabetes mellitus é um grupo de doengas
metabdlicas caracterizadas por altos niveis de ag¢acar no sangue
(glicose), que resultam de defeitos na secrecéd de insulina, ou
acdo de insulina, ou ambos. Diabetes mellitus, comumente referida
como diabetes, significa “urina doce”. Niveis elevados de giicose
no sangue (hiperglicemia) conduzem a derramamento de glicose na
urina, e assim o termo urina doce. Normalmente, niveis de glicose
no sangue sdo estritamente controlados pela insulina, um hormdnio
produzido pelo pancreas. A insulina diminui o nivel de glicose no
sangue. Quando a glicose no sangue se eleva (por exemplo, apds a
ingestio de alimento), a insulina é liberada do péncreas para
normalizar o nivel de glicose. Em pacientes com diabetes mellitus,
a auséncia ou produgao insuficiente de insulina  causa
hiperglicemia. Diabetes mellitus & uma condigdo médica crdnica,
significando que pode se estender pela vida toda.

O diabetes pode conduzir a varias complicagdes,

incluindo doencas cardiacas e vasculares, cegueira, insuficiéncia
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renal e Ulceras nos pés.

Pessoas com diabetes se encontram sob risco de
ferimentos nos pés devido a dorméncia causada por danos aos nervos
(neuropatia diabética) e baixo fluxo sanglineo para as pernas e
pés. O ferimento mais grave é uma Glcera no pé. Ulceras diabéticas
no pé apresentam um alto risco de se tornarem infectadas, e
algumas vezes elas ndo podem ser curadas. Ulceras nos pés ndo
curaveis s3o uma causa freqliente de amputagdo em pessoas com
diabetes.

A FDA liberou um produto de gel (becaplermina, ou
Regranex Gel) que é usado como um tratamento para ulceras
diabéticas no pé. Este produto contém fator de crescimento
derivado de plaqueta geneticamente modificado, uma das proteinas
que o corpo produz para encorajar o crescimento de tecido novo.
Estudos clinicos do produto indicaram que a probabilidade de

fechamento completo da dlcera, apdés até 20 semanas de tratamento,

foi maior quando becaplermina foi usada.

Um outro produto gque ajuda no fechamento de
feridas de tdlceras de cicatrizag¢do lenta em pacientes com diabetes
é um substituto de pele denominado DERMAGRAFT®. Este é composto
por células humanas conhecidas como fibroblastos que sdo colocados
em um material de malha dissolivel. Quando o material de malha &
colocado na tdlcera, ele gradualmente é absorvido e as células
humanas crescem e substituem o tecido danificado na dlcera.

SUMARIO DA INVENGAO

A invencd3o se refere a um método para tratamento

de cicatrizacdo de ferida, compreendendo a administragdo, a um

paciente em necessidade deste tratamento, de uma quantidade
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efetiva de um polipeptideo compreendendo uma seqiéncia de
aminodcido ou uma variante conservativa desta tendo dominio tipo
EGF de trombomodulina. A inven¢doc também se refere a uma
composigdo a ser usada na aceleragdo da cicatrizagdo de ferida,
compreendendo um polipeptideo compreendendo uma seqiéncia de
aminodcido ou uma variante conservativa desta tendo dominio tipo
EGF de trombomodulina.

Outros objetivos e caracteristicas da presente
invencdo se tornardc aparentes a partir da descrigdo detalhada a
seguir considerada em conjunto com os desenhos em anexo. Deve ser
entendido, entretanto, que os desenhos sdo designados unicamente
para fins ilustrativos e n3o como uma definigdo dos limites da
invencdo, para os quais deve se fazer referéncia as reivindicac¢des
em anexo. Deve ser entendido, ainda, que os desenhos ndo sao
necessariamente feitos em escala e que, a menos que indicado o
contridrio, eles objetivam meramente ilustrar conceitualmente as
estruturas e procedimentos descritos aqui.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

Nos desenhos:

A Figura 1 mostra o efeito de TMD23 em migragao
de célula epitelial HaCaT.

A Figura 2 é um periodo de tempo para O
fechamento de ferida em camundongos CD-1 tratados com DMAp ou CGS-
21680 (na forma de solucgdo) por aplicagdo tépica. Substéncia de

teste e veiculo foram, cada um, administrados topicamente uma vez
ao dia durante 10 dias consecutivos. CGS-21680 (10ug/camundongo)

como um controle positivo foi administrado topicamente no mesmo

periodo de tempo. O fechamento da ferida (%) e o tempo de
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fechamento de metade da ferida (CT50) foram determinados e ANOVA
de uma via, seguido por teste de Dunnett, foi aplicada para
comparagio entre os grupos tratados e seus grupos de veiculo
correspondentes nos dias 3, 5, 7, 9 e 11.

A Figura 3 é um periodo de tempo de fechamento da
ferida em camundongos CD-1 tratados com DMAc ou Regranex (na forma
de gel) por aplicagdo tépica. Subst@ncias de teste foram, cada
uma, administradas topicamente uma vez ao dia durante 10 dias
consecutivos. O fechamento da ferida (%) e o tempo de fechamento
de metade da ferida (CT50) foram determinados e ANOVA de uma via,
seguido pelo teste de Dunnett, foram aplicados para comparagdo
entre os grupos tratados e seus veiculos correspondentes nos dias
3, 5, 7, 9 e 11.

| A Figura 4 é um periodo de tempo de fechamento de
ferida em camundongos diabéticos (Lepr db) tratados com DMAp ou
CGS-21680 (na forma de solugdo) por aplicagdo tépica. Substéncia
de teste e veiculo foram, cada um, administrados topicamente uma
vez ao dia durante 14 dias consecutivos. CGS-21680
(10pg/camundongo) como um controle positivo foi administrado
topicamente no mesmo periodo. O fechamento da ferida (%) e o tempo
de fechamento de metade da ferida (CTS50) foram determinados e
ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Dunnett, foram aplicados
para comparagdo entre os grupos tratados e seus veiculos
correspondentes nos dias 3, 5, 7, 9, 11, 13 e 15.

A Figura 5 é um periodo de tempo de fechamento da
ferida em camundongos diabéticos (Lepr db) tratados com DMAc ou
Regranex (na forma de gel) por aplicagdo tdpica. Substdncias de

teste foram, cada um, administradas topicamente uma vez ao dia
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durante 14 dias consecutivos. O fechamento da ferida (%) e o tempo
de fechamento de metade da ferida (CT50) foram determinados e
ANOVA de uma via, seguido pelo teste de Dunnett, foram aplicados
para comparagdo entre os grupos tratados e seus veiculos
correspondentes nos dias 3, 5, 7, 8, 11, 13 e 15.

A Figura 6 mostra que TMD23 reduz a taxa de
evaporacdo da abertura da ferida.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENGAO

Trombomodulina é uma glicoproteina
anticoagulante, de membrana de célula endotelial. Um dominio de

trombomodulina recombinante contendo seis estruturas tipo fator de

crescimento epidérmico e dominio rico em serina-treonina exibe

atividade mitogénica.

No relatdério anterior (pedido N2: US 11/149.378)
foi demonstrado que TMD23 poderia induzir migragdo e proliferacgéo
de célula endotelial (HUVEC).

Na presente invengdo, foi revelado que TMD23

poderia, efetivamente, aumentar a migragdo de ceratindécitos
(HaCaT), o tipo de célula principal na epiderme e o anticorpo
contra TMD23 poderiam, especificamente, inibir migracdo de

ceratinécito. Portanto, foi demonstrado pela a primeira vez que
TMD23 poderia aumentar o processo de cicatrizagdo de ferida pela
estimulacdo de migragdo de ceratindcito.

Além do mais, os experimentos com animais
mostraram que TMD23 poderia aumentar a migragao e extensdo da
epiderme na &area da ferida, portanto acelerando o fechamento da
ferida. Por outro lado, a taxa de evaporagdo de &gua a partir da

abertura da ferida foi efetivamente reduzida também.
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Concluindo, TM pode, efetivamente, aumentar a
taxa de cicatrizagdo de feridas.

A presente invengdo se refere a um método para
tratamento de cicatrizagédo de ferida, compreendendo a
administracdo, a um paciente em necessidade deste tratamento, de
uma quantidade efetiva de um polipeptideo compreendendo uma
seqiiéncia de aminodcido ou uma variante conservativa desta tendo
dominio tipo EGF de trombomodulina. Na configuragdo preferida, o
polipeptideo compreende adicionalmente um polipeptideo 1ligado

operacionalmente, compreendendo uma sequéncia de aminodcido ou uma

variante conservativa de dominio rico em serina-treonina de

.trombomodulina.

O método da invengdo pode ser aplicado para
acelerar cicatrizacio de feridas, onde a ferida é selecionada do
grupo consistindo de incisdes, laceragldes, abrasdes, feridas de
perfuragdo, bolhas, rasgos na pele, locais de doagao ou enxerto,
acnes, contusdes, hematoma, lesdes por esmagamento e ferimentos
causados por abrasdo dérmica ou remogdo a laser.

O método da invengdo pode ser usado em pacientes
com diabetes mellitus. Em uma configura¢do preferida, o paciente
sofre de llceras de diabetes.

0 método da invencdo pode, também, ser aplicado
quando a ferida é uma queimadura resultante de fogo, calor,
radiacdo, eletricidade ou cirurgia dermatoldgica.

0 método  pode ser aplicado a cirurgia
reconstrutora.

Em uma configuragdo preferida, o método &

aplicado a um produto para aplicagdo & pele selecionado do grupo
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consistindo de formulagao de gel, creme, pasta, logao,
pulverizagdo, suspensdo, solugdo, pomada de dispersdo, hidrogel e
ungliento. Em uma configurag¢do mais preferida, o produto de
aplicagdo na pele é administrado ao paciente em necessidade deste
tratamento por aplicag¢do a pele, por injegdo ou eletroporagio.

A presente invengdo também se refere a um método
para tratamento de cicatrizagdo de ferida, compreendendo a
administragdao, a um paciente em necessidade deste tratamento, de
uma quantidade efetiva de plasmideo consistindo de DNA codificando
um polipeptideo compreendendo uma seqiéncia de aminodcido ou uma
variante conservativa desta tendo dominio tipo EGF de
trombomodulina. Em uma configuragdo preferida, a administragdo é
feita por meios de vacina de plasmideo. Em uma configuracdo mais
preferida, a administracdo é feita por wvia intravenosa (iv),
subcuténea (sc), intraperitoneal (ip), ou intramuscular (im).

A presente invengdo se refere ainda a uma
composigdo para uso na aceleragdo de cicatrizagdo de ferida,
compreendendo um polipeptideo compreendendo uma seqiéncia de
aminodcido ou uma variante conservativa desta tendo dominio tipo
EGF de trombomodulina. Na configura¢do preferida, o polipeptideo
compreende ainda um polipeptideo operacionalmente ligado
compreendendo uma seqiéncia de aminocdcido ou uma variante
conservativa de dominio rico em serina-treonina de trombomodulina.

A composigdo da invengdo pode ser aplicada na
aceleragdo de cicatrizagdo de ferida, onde a ferida & selecionada
do grupo consistindo de incisdes, lacera¢des, abrasdes, feridas de
perfuracdao, bolhas, rasgos da pele, locais de doador ou enxerto,

acnes, contusdes, hematoma, lesdes por esmagamento e ferimentos
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causados por abrasdo dérmica ou remogdo a laser.

A composigdo da invengdo pode ser wusada em
pacientes com diabetes mellitus. Em uma configurag¢do preferida, o
paciente sofre de llceras diabéticas.

A composigdo da invengdo pode também ser aplicada
quando a ferida é uma queimadura resultante de fogo, calor,
radiacdo, eletricidade ou cirurgia dermatolégica.

Em uma configuragdo preferida, a composigdo pode
ser aplicada & cirurgia reconstrutora.

Em uma configuragio preferida, o método &
aplicado a um produto para aplicagdo a pele selecionado do grupo
consistindo de formulagdo de gel, creme, pasta, logéo,
pulverizagdo, suspensdo, solugdo, pomada de dispersdo, hidrogel e
ungtiento. Em uma configuragdo mais preferida, o produto para
aplicacdo a pele é administrado ao paciente em necessidade deste
tratamento por aplicagdo na pele, injegdo ou eletroporagao.

DEFINIGCAO DE TERMOS

As defini¢des a seguir s3o oferecidas para fins
ilustrativos e ni3o limitativos, de modo a auxiliar na compreensao
da discussd@o que se segue.

De acordo com a presente invengdo, podem ser
empregadas biologia molecular, microbiologia, e técnicas de DNA
recombinante convencionais do conhecimento de pessoas
especializadas na técnica. Estas técnicas s8o explicadas em sua
totalidade na literatura.

“Feridas” podem ser caracterizadas como feridas
abertas e feridas fechadas. Feridas abertas podem ser

classificadas em uma série de tipos diferentes, incluindo incisdes
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(causadas por um objeto limpo, de borda afiada tal como uma faca

ou uma lamina), laceragdes (feridas grosseiras, irregulares
causadas por forgas de esmagamento ou dilacerag¢do), abrasdes ou
escoriagdes (uma ferida  superficial na qual as camadas

superficiais da pele sdo raspadas, frequentemente causadas por uma
queda com deslizamento sobre uma superficie &spera), e ferimentos
de perfuragado (causadas por um objeto que perfura a pele, tal como
um prego ou uma agulha). Feridas fechadas possuem bem menos
categorias, mas sdo tao perigosas como feridas abertas. Estas séo
contusdes ou pancadas (causadas por trauma de forga obtusa que
danificam tecidos sob a pele), hematoma (causado por danos a um
vaso sanguineo, que por sua vez faz que sangue se acumule sob a
pele) e ferimentos por esmagamento (causados por uma quantidade
grande ou extrema de forg¢a aplicada durante um periodo de tempo
longo) .

O processo de “cicatrizagcdo da ferida” possui 3
fases. Elas s8o: a fase inflamatdéria, a fase proliferativa, e a
fase de maturacgdo.

A fase inflamatdéria é caracterizada por
hemostasia e inflamag¢do. Colageno exposto durante a formagdo da
ferida ativa a cascata de coagulagdo (tanto as vias intrinsecas
como as extrinsecas), iniciando a fase inflamatéria. Apds ocorrer
ferimento do tecido, as membranas de célula, danificadas pela
formacdo da ferida, liberam tromboxano A2 e prostaglandina 2-alfa,
vasoconstritores potentes. Esta resposta inicial ajuda a limitar
hemorragia. Apés um periodo curto, vasodilatagdo capilar ocorre em
seqiéncia & 1liberagdo 1local de histamina, e as células de

inflama¢3o s3o capazes de migrar para o leito da ferida. A fase
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inflamatéria continua, e mais células de resposta imunoldgica
migram para a ferida. A segunda célula de resposta a migrar para a
ferida, o neutréfilo, €& responsavel pela limpeza de restos,
opsoniza¢io mediada por complemento de bactérias, e destruigdo de
bactérias via mecanismos de queima oxidativa (isto &, formagdo de
superdéxido e perdxido de hidrogénio). Os neutrdéfilos matam
bactérias e descontaminam a ferida de restos estranhos.

O segundo estdgio de cicatrizagdo da ferida é a
fase proliferativa. Epitelializagdo, angiogénese, formagdo de
tecido de granulagdo, e deposigdo de colageno sdo as etapas
principais nesta porgdo anabdlica de cicatrizagdo de ferida. A
epitelializa¢3o ocorre cedo no reparo da ferida. Se a membrana de
base permanecer intacta, as células epiteliais migram para cima no
padrdo normal. Isto & equivalente a uma queimadura de primeiro
grau. As células progenitoras epiteliais permanecem intactas
abaixo da ferida, e as camadas normais de epiderme sdo recuperadas
em 2-3 dias. Se a membrana de base foi destruida, similar a uma
queimadura de segundo ou terceiro grau, entdo a ferida é re-
epitelializada a partir de células normais na periferia e a partir
de apéndices de pele, se intactos (por exemplo, foliculos de
cabelo, glandulas sudoriferas) . A parte final da fase
proliferativa é a formagdo de tecido de granulagdo. Fibroblastos
diferenciam e produzem subst@ncia de fundo e entdo colageno. A
substancia de fundo é depositada no leito da ferida; colégeno €,
entdo, depositado conforme a ferida passa pela fase final de
reparo. Muitas citocinas diferentes estd3o envolvidas na fase
proliferativa de reparo de ferida. As etapas e o mecanismo exato

de controle ndo foram elucidados. Algumas das citocinas incluem
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PDGF, fator de crescimento tipo insulina (IGF), e EGF. Todas séo
necessirias para a formagio de coléageno.

A fase final de cicatrizag¢d@o de ferida é a fase
de maturacd3o. A ferida sofre contragdo, resultando em ultima
instincia em uma quantidade menor de tecido de cicatriz aparente.
O processo inteiro € um processo continuo din8mico com uma
sobreposi¢cdo de cada fase e remodelagdo continua. A ferida atinge
a resisténcia méxima dentro de um ano, com uma resisténcia a
tracdo que é 30% da pele normal. A deposigdo de colageno continua
durante um periodo prolongado, mas a rede aumenta nos platds de
deposigdo de colédgeno apds 21 dias.

“Angiogénese” & geralmente considerada comc sendo
amplamente regulada por fatores de crescimento e outros ligantes.
A angiogénese, e o desenvolvimento e regeneragdo simulténeos de
tecido, dependem dos processos estritamente controlados de
proliferagdo, migragdo, diferenciagdo e sobrevivéncia de célula
endotelial. Ambos os ligantes estimuladores e inibidores parecem
interagir, diretamente ou indiretamente, com receptores celulares
durante estes processos. A angiogénese comega com a erosdo da
membrana de base por enzimas liberadas por células endoteliais e
leucécitos. As células endoteliais, que alinham o lUimen de vasos
sangliineos, entd3o se projetam através da membrana de Dbase.
Estimuladores angiogénicos induzem células endoteliais a migrarem
através da membrana de base erodida. As células migrantes formam,
entdo, um “broto” a partir do vaso sangliineo mde, onde as células
endoteliais sofrem mitose e proliferam. Os brotos endoteliais se
combinam entre si para formar algas capilares, criando o novo vaso

sangltineo.
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Conforme aqui utilizado , o termo “queimadura” &
o ferimento resultante de exposigdo ao calor, eletricidade,
radiacdo (por exemplo, queimadura de sol e cirurgia a laser), ou
produtos quimicos causticos.

“Diabetes mellitus” €& um grupo de doencgas
metabdlicas caracterizadas por altos niveis de ag¢icar no sangue
(glicose), que resultam de defeitos na secregdo ou agao de
insulina,, ou de ambos. Diabetes mellitus, comumente referida como
diabetes, significa “urina doce”. Niveis elevados de glicose no
sangue (hiperglicemia) conduzem a derramamento de glicose na

urina, assim o termo urina doce. Normalmente, niveis de glicose no

sangue s30 rigorosamente controlados pela insulina, um horménio

‘produzido pelo péncreas. A insulina diminui o nivel de glicose no

sangue. Quando a glicose no sangue se eleva (por exemplo, apds
ingestio de alimento), a insulina é 1liberada do péncreas para
normalizar o nivel de glicose. Em pacientes com diabetes mellitus,
a auséncia ou produgao insuficiente de insulina causa
hiperglicemia. Diabetes mellitus é uma condigdo médica crdnica,
significando que ela pode se estender por toda a vida.

Diabetes pode, algumas vezes, conduzir a
neuropatia periférica que, especificamente quando combinada com
vasos sangliineos danificados, pode conduzir a dlceras nos pés, e
possivelmente progredindo para necrose, infecg¢do e gangrena,
algumas vezes exigindo a amputagdo do membro.

Um “acido nucléico” ou “seqiiéncia de nucleotideo”
se refere & forma polimérica de éster de fosfato de
ribonucleosideos (adenosina, guanosina, wuridina ou citidina;

“moléculas de RNA”) ou desoxirribonucleosideos (desoxiadenosina,
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desoxiguanosina, desoxitimidina, ou desoxicitidina; “‘moléculas de
DNA”) tanto na forma de fita Unica como em uma hélice de fita
dupla. Hélices de DNA-DNA, DNA-RNA e RNA-RNA de fita dupla sdo
possiveis. O termo Acido nucléico, e em especial, moléculas de DNA
ou RNA, se refere apenas &as estruturas primidria e secundaria da
molécula, e ndo 1limita esta a quaisquer formas tercidrias ou
quaternirias especificas. Dessa maneira, este termo inclui DNA de
fita dupla encontrado, entre outros, em moléculas de DNA lineares
ou circulares (por exemplo, fragmentos de restrigdo), plasmideos,
e cromossomos. Na discussdo da estrutura de moléculas de DNA de

fita dupla especificas, sequéncias podem ser descrita aqui de

.acordo com a convencdo normal de prover apenas a sequéncia na

direcdo 5’ para 3’'’ ao longo da fita ndo transcrita de DNA (isto

é, a fita tendo uma sequéncia homéloga & mRNA). Um “DNA

P

recombinante” é uma molécula de DNA que sofreu uma manipulagdo
bioldégica molecular.

“*Ligado operacionalmenﬁe", quando se referindo a
segmentos de DNA, indica que os segmentos sdo arranjados de modo
que eles funcionam em conjunto, por exemplo, O processo de
transcricdo ocorre por meio de ligagdo de polimerase de RNA ao
segmento promotor e prosseguindo com a transcrigdo através do
segmento de codificagdo até a polimerase parar quando ela encontra
um segmento de término de transcrigdo.

Conforme aqui utilizado, o termo “fragmento de
dcido nucléico” objetiva indicar qualquer molécula de &cido
nucléico de cDNA, DNA gendmico, DNA sintético ou origem de RNA. O
termo “fragmento” visa indicar um segmento de &cido nucléico que

pode ser de fita tdnica ou dupla, e que pode ser baseado em uma
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seqiiéncia de nucleotideo de ocorréncia natural completa ou parcial
codificando um polipeptideo de interesse. O fragmento pode,
opcionalmente, conter outros segmentos de acido nucléico.

0 fragmento de &cido nucléico da invengdo
codificando o polipeptideo da invengdo pode, adequadamente, ser de
origem gendmica ou cDNA, por exemplo obtido pela preparagdo de uma
biblioteca gendémica ou cDNA e exploragdo de seqiéncias de DNA
codificando todo ou parte do polipeptideo por hibridizag¢do usando
sondas de oligonucleotideos sintéticas de acordo com técnicas
padrdo.

Os polipeptideos podem ser detectados usando

métodos conhecidos na técnica que sdo especificos para os

polipeptideos. Estes métodos de detecgdo podem incluir o uso de
anticorpos, formagdo de um produto de enzima, ou desaparecimento
de um substrato de enzima. Por exemplo, uma andlise de enzima pode
ser usada para determinar a atividade do polipeptideo.

Os polipeptideos da presente invengdao podem ser
purificados por uma variedade de procedimentos conhecidos na
técnica, incluindo, entre outros, a cromatografia (por exemplo,
troca idbnica, afinidade, hidrofébica, cromatofocalizagao, e
exclusdo por tamanho), procedimentos eletroforéticos (por exemplo,
foco isoelétrico preparativo (IEF)), solubilidade diferencial (por
exemplo, precipita¢do de sulfato de amdnio), ou extragdo.

Conforme aqui utilizado, o termo “vacinas de
plasmideo” é definido como preparagdes purificadas de DNA de
plasmideo designadas de forma a conterem um gene ou genes para O
antigeno da vacina pretendida, assim como genes incorporados no

construto para permitir a produgdo em um sistema hospedeiro
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adequado.

EXEMPLOS

Os exemplos abaixo sdo ndo limitativos e sé&o
meramente representativos de varios aspectos e caracteristicas da
presente invengdao.

Exemplo 1: Efeito de TMD23 na migragdo de célula
epitelial HaCaT

O efeito de TMD23 na migragdo de células HaCaT

foi avaliado wusando a camara de Boyden com filtros de
policarbonato de 6,5 mm de difmetro (8-um de tamanho de poro). A

superficie inferior do filtro foi revestida com colédgeno tipo IV.

TMD23 (100 ng/ml) ou TMD23 (100 ng/ml) mais anticorpo anti-TM (1

‘ug/ml) foi adicionado no DMEM nos pogos inferiores. A suspenséo de

célula (50 uL) contendo 1 x 10* células foi carregada em cada pogo
superior. O ntGmero das células que migraram através da membrana em
oito horas foi contado sob microscépio apds serem fixadas com
metanol e manchadas com GIEMSA a 10%. Conforme mostrado na Figura
1, TMD23 induziu de forma expressiva a migragdo quimiotdtica em
células HaCaT.

Exemplo 2: Materiais

DMAp foi 100 pg da proteina purificada TMD23
recombinante (SEQ ID N2 1) em 20 pl de solug¢do CMC/PBS a 0,5%. O
CMC (carboximetilcelulose) / PBS (Solugdo salina de fosfato
tamponada) a um pH de 7,4 foi usado como o veiculo na forma de
solugdo para DMAp e CGS-21680. Cloridrato de (2-p-[2-
carboxietil] fenetilamino-5’-N-etilcarboxamidoadenosina) CGS-21680

era um ativador de proteina G e foi adquirido da sigma-Aldrich.
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Gel DMAc era 100 pg da proteina purificada TMD23
recombinante (SEQ ID N2 1) em 20 mg de gel base. O gel base foi
usado como um controle negativo de gel DMAc e gel Regranex. O gel
base era composto de carboximetilcelulose de sédio, cloreto de
sédio, triidrato de acetato de sédio, acido acético glacial, metil
paraben, propil paraben, cloridrato de m Cresol 1l-lisina, &lcool
benzilico, metilcloroisotiazolina, metilisotiazolinina, copolimero
de acriloildimetiltaurato de amdénio/VP e &gua para injegdo. Gel
Regranex foi adquirido da Johnson & Johnson.

Para os produtos quimicos usados nos exemplos,

solucdo de formalina neutra tamponada a 10% (Shiyak Kogyo, Japédo),

carboximetilcelulose (Sigma-Aldrich, EUA), cloridrato de GCS-21680

(Tocris, EUA), hexobarbital (Sigma-Aldrich, EUA), solugdo salina
tamponada de fosfato (PBS pH 7,4, Sigma-Aldrich, EUA) e cloreto de
sédio (Wako, Japdo) foram usados.

Quanto aos equipamentos usados nos exemplos,
gaiola para animal (Allentown, EUA), Image - ProPlus (Media
Cybernetics, Versdo 4.5.29), pipeta (Gilson, Alemanha) e
perfurador afiado, diémetro interno de 12 mm (Sinter, R. 0. C.)
foram usados.

Exemplo 3: Animais

Camundongos derivados de CD-1 machos (Crl.)
pesando 24 * 2 g foram providos pela Biolasco Taiwan (sob Licenga
do Charles River Laboratories Technology). A alocagdo de espago
para 10 animais era de 29 x 18 x 13 cm. Todos os animais foram
mantidos em um ambiente de temperatura (22° a 24°C) e umidade (50%
- 60%) controladas com ciclos de luz/escuriddo de 12 horas por

pelo menos uma semana no MDS Pharma Services - Taiwan Laboratory
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antes do uso. Acesso livre a ragdo de laboratério padrdo para
camundongos [MF-18 (Oriental Yeast Co., Ltd., Japdo)] e &gua RO
foi provido. Todos os aspectos deste trabalho incluindo
alojamento, experimenta¢do e descarte dos animais foram executados
de acordo com o Guia para Cuidado e Uso de Animais de Laboratédrio
(National Academy Press, Washington, D. C., 1996).

Camundongos machos (NIDDM) com diabetes mellitus
n3o dependentes de insulina (C57BLKS/J-m+/+Lepr db), pesando 50 %
5 g (9 semanas de idade), providos pelo Instituto para Reprodugdo
Animal (IAR, Japéo) , foram usados. Estes animais exibem
hiperinsulinemia, hiperglicemia e atrofia de ilhota. Os animais
foram alojados em prateleiras com Gaiolas Ventiladas
Individualmente (IVC Racks, 36 sistemas Mini Isoladores) sob
condigdo Livre de Patdégeno Especifico (SPF) durante todo o
experimento. Cada gaiola APEC (em cm, 26,7 de comprimento x 20,7
de largura x 14,0 de altura) foi esterilizada por autoclave e
continham 7 camundongos, e os animais foram, entdo, mantidos em um
ambiente higiénico sob temperatura (22° a 24°C) e umidade (50%-
60%) controladas com ciclos de 1luz/escuridido de 12 horas. Foi
permitido aos animais acesso 1livre & ragdo de laboratério
esterilizada e A&gua destilada esterilizada adlibitum. Todos os
aspectos deste trabalho, isto €&, alojamento, experimentagdo e
descarte de animais, s3o executados de acordo com o Guia para
Cuidado e Uso de Animais de Laboratdério (National Academy Press,
Washington, D. C., 1996).

Exemplo 4: TMD23 acelera o fechamento de ferida
em camundongos

Grupos de 5 camundongos machos derivados de CD-1
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(Crl.), cada um pesando 24 * 2 g foram usados. Durante o periodo
de teste, os animais foram usados sozinhos em gaiolas individuais.
Sob anestesia com hexobarbital (90 mg/kg, IP), o ombro e a regido
das costas de cada animal tiveram a pelagem raspada. Uma pungdo
afiada (DI de 12 mm) foi aplicada para remover a pele incluindo
panniculus carnosus e tecidos aderentes. DMAc, Regranex e gel de
BAse a 20 mg/camundongo e DMAp a 100 ug/camundongo, assim como o

veiculo (0,5% CMC/PBS pH 7,4, 20 pl/camundongo) e CGS-21680 a 10

Hg/camundongo como o controle positivo foram, cada  um,
administrados topicamente (TOP) imediatamente apds o ferimento
cuténeo uma vez ao dia durante 10 dias consecutivos. A &area da
ferida, tracada em folhas plasticas transparentes foi medida pelo
uso de um Image - ProPlus (Media Cybernetics, Versdo 4.5.29) nos
dias 1, 3, 5, 7, 9 e 11. O percentual de fechamento da ferida (%)
foi calculado, e o tempo de fechamento de metade da ferida (CT50)
foi analisado por regressd3o linear usando Graph-Prism (Graph
Software EUA). ANOVA de uma via seguida pelo teste de Dunnet foram
aplicados para comparagdo entre os grupos tratados e seus grupos
de veiculo correspondentes em cada ponto avaliado (timepoint) de
medic¢do. Diferengas sdo consideradas estatisticamente
significativas a P<0,05. CGS-21680 (10 pg/camundongo x 10) como o
padrdo positivo exibiu aumento significativo (P<0,05) no
fechamento de ferida (nos dias 3, 5, 7, 9 e 11) com CT50 diminuida
em relagdo aos valores de controle de veiculo correspondentes. Os
resultados s3o resumidos na Figura 2 (na fase de solugédo), Figura

3 (na fase de gel) e Tabela 1 abaixo:
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O Fechamento da Ferida (%) CTso
Trata- Dia |Dia |Dia |Dia |Dia (Dias
mento Via |Dose 3 5 7 9 11 )
Veiculo |TOP |20 ug /X 21,1 (37,5 |49,3 |64,1 |(66,8 7,5

camundongo x|SEM|5,6 (4,6 |3,6 (1,8 |1,2 0,4

10

DMAp TOP [100 ng /X 37,9 |53,0 |65,4 |74,8 |80,5* |5,7%*
camundongo  x|SEM [* * * * 2,0 0,2
10 1,6 2,2 2,5 2,0

CGS- TOP (10 ng /X 38,5 (52,2 (65,5 |76,9 |86,1* [5,6%*

21680 camundongo  x|SEM |* * * * 3,6 0,3
10 4,4 2,7 2,7 1,3

Gel Base [TOP (20 mg /X 35,1 (39,8 |54,5 (63,2 {70,3 7,0

camundongo xX|(SEM |2,1 3,0 4,2 2,4 2,6 0,3

10

DMACV TOP |20 mg /X 27,0 (47,8 |64,0 (71,7 |79,0* [6,2
camundongo X|SEM |3, 8 2,8 2,4 * 2,1 0,2
10 2,3

Regranex |TOP |20 mg /11X 34,3 |51,5 |61,9 |72,7 |76,6 6,1
camundongo X|SEM 3,9 4,3 2,7 * 2,1 0,3
10 2,5

O fechamento da ferida (%) e o tempo de
fechamento de metade da ferida (CT50) foram determinados e ANOVA
de uma via seguida pelo teste de Dunnett foram usados para
comparagdo entre o grupo tratado e seus grupos de veiculo
correspondentes.

* P<0,05, vs. controle de veiculo.

Tabela 1l: O efeito de artigos de teste no
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fechamento de ferida e tempo de fechamento de metade da ferida em
camundongos CD-1.

E concluido que DMAp (100 pg/camundongo)
demonstrou um efeito mais persistente na cicatrizag¢do de ferida
durante todo o estudo com uma redugdo significativa no valor CT50;
DMAc e Regranex tenderam a promover cicatrizacdo de ferida, porém
sem efeito significativo na CT50; o gel de base ndo apresentou
qualquer efeito no modelo de ferida cutdnea dos camundongos.

Exemplo 5: TMD23 acelera fechamento de ferida em
camundongos com diabetes

Grupos de 5 camundongos machos CS7BLKS/J-M+/+Lepr

db pesando 50 + 5 g foram usados. Durante o periodo de teste, os
animais foram alojados sozinhos em prateleiras de Gaiolas
Ventiladas Individualmente (IVC Racks, 36 Sistemas Mini
Isoladores). Sob anestesia de hexobarbital (90 mg/kg, IP), o ombro
e a regido das costas de cada animal tiveram a pelagem raspada.
Uma pungdo afiada (DI de 12 mm) foi aplicada para remover a pele
incluindo panniculus carnosus e tecidos aderentes. A &area da
ferida, tragada em folhas plasticas transparentes foi medida nos
dias 1, 3, 5, 7, 9 e 11, 13 e 15 pelo uso de uﬁ analisador de
imagem (ProPlus, Media Cybernetics, Versdo 4.5.29). As substéncias
de teste na forma de solugdo ou gel e veiculo, controle positivo
CGS-21680 ou Regranex foram, cada uma, aplicadas topicamente
iniciando no dia 1, imediatamente apds a formagdo da ferida, uma

vez ao dia durante um total de 14 dias consecutivos. Foram usadas
substancias de teste DMAp (100 pg/camundongo), veiculo (0,5%
CMC/PBS pH 7,4) e CGS-21680 (10 pg/camundongo) na forma de solugdo

e volume de dosagem a 20 pl/camundongo. Enquanto isso, DMAc,
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Regranex e gel Base (como grupo de controle de veiculo) est3o na
forma de gel e foram administrados a 20 mg/camundongo. O tempo de
fechamento de metade da ferida (CT50) foi determinado por
regressdo linear usando Graph-Pad Prism (Graph Pad Software EUA) e
ANOVA de uma via seguida pelo teste de Dunnet foram aplicados para
comparagdo entre os grupos tratados e grupos de veiculo em cada
ponto avaliado de medigdo. As diferencas s3o consideradas
estatisticamente significativas no nivel de P<0,05. CGS-21680 (10
pg/camundongo x 14) e Regranex (20 mg/camundongo x 14) como a
substdncia de padrdo positivo exibiram aumento significativo
(P<0,05) no percentual de fechamento de ferida (nos dias 3, 5, 7,
9, 11, 13 e 15) e diminuigdo significativa no CTS50 em relacgdo aos
valores de controle de veiculo correspondentes. Os resultados s&o
resumidos na Figura 4 (na fase de solugdo), Figura 5 (na fase de
gel) e Tabela 2 abaixo:

Tabela 2: O efeito dos artigos de teste no
fechamento de ferida e tempo de fechamento de metade da ferida em

Camundongos Lepr db

O Fechamento da Ferida (%) CTs,
Trata- Dia [Dia |Dia |Dia |Dia |Dia |Dia
mento Via |Dose 3 5 7 ] 11 13 15 (Dias)
Veiculo TOP (20 pl /X 0,2 (5,5 |20,0|35,8147,7|69,1|79,8]10,8
(0,5% camundongo x|SEM |2,0 |1,9 [1,2 |2,7 [1,7 |1,6 |0,8 |0,2
cMC) 14
DMAp TOP (100 pg /X 11,7)18,9(33,946,7|61,0(80,4[91,1(9,1*
camundongo x|SEM |* * * * * * * 0,2
14 1,5 |2,2 |2,6 |2,8 [2,5 [2,7 |2,3
CGS - TOP (10 ug /i1X 13,7|24,5(31,7(44,3(58,5]79,8|90,7|9,1*
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21680 camundongo x|SEM |* * * * * * * 0,2
14 3,9 [1,9 |2,6 (0,9 [|2,2 (1,7 {2,7
Gel Base [TOP (20 mg /X -4,4(3,7 |15,3]32,7)|48,6168,7|78,3 11,1

camundongo x|{SEM |5,3 |4,1 (3,0 (1,3 1,4 (2,3 (1,3 |O,1

14
DMAc TOP |20 mg /11X 5,9 |11,8(29,0({44,5|61,8|81,0)89,9|9,4~*
camundongo x|SEM (4,3 |[3,6 |[* * * * * 0,3
14 4,0 (3,0 (3,2 (2,4 (2,8
Regranex |TOP (20 mg /1X 12,8(26,3(39,1|54,1|65,8|78,5|89,7|8,6*
camundongo X|SEM |* * * * * * * 0,2
14 2,2 1,8 (2,5 (2,4 3,1 (1,4 |1,0

O fechamento da ferida (%) e o tempo de

fechamento de metade da ferida (CTs,) foram determinados e ANOVA de

uma via seguida pelo teste de Dunnett foram usados para comparagdo

entre o grupo tratado e seus grupos de veiculo correspondentes.
* P<0,05, vs. controle de veiculo.

Conclui-se que DMAp (100 pg/camundongo), DMAC e
Regranex (cada um 20 mg/camundongo) , e CGS-21680 (10
ng/camundongo) demonstraram efeito crescente persistente na
cicatrizagdo da ferida durante todo o estudo com uma redugao
significativa no valor CTS50. Na fase inicial, Veiculo de gel base
pareceu ter um atraso pequeno na cicatrizagdo da ferida se
comparado com veiculo de 0,5% CMC/PBS pH 7,4.

Exemplo 6: TMD23 reduz a taxa de evaporagido da
abertura da ferida

Para medir a taxa de epitelializagdo, a taxa de
evaporagdo de &gua da &area da ferida foi medida usando o TM210
Tewameter (COURAGE + KHAZAKA Electronic Co., Coldénia, Alemanha).

Nivel menor de taxa de evaporagdo é representativo de nivel maior
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de epitelializagdo ou ceratinizag@o. Os resultados (Figura 6)
mostraram que TMD23 poderia, efetivamente, aumentar a taxa de
epitelializagdo da ferida.

Alguém com especializagdo na técnica, observa
prontamente que a presente invengdo estid bem adaptada para
executar os objetivos e obter os resultados e vantagens
mencionados, assim como aquelas inerentes a eles. As linhas de
célula, animais, processos e métodos para produzir estes sao
representativos de configura¢des preferidas, sdo exemplificativos,
e ndo objetivam limitar o escopo da invengdo. Modifica¢des a esta
e outros usos ocorrerdo Aaqueles especializados na técnica. Estas
modificacdes sio abrangidas dentro do espirito da invengdo e sé@o
definidas pelo escopo das reivindica¢des.

Ficarda imediatamente aparente a uma pessoa
especializada na técnica que véarias substituigdes e modificagdes
podem ser feitas & invengdo apresentada aqui sem se afastar do
escopo e espirito da invengdo.

Todas as patentes e publicagdes mencionadas na
especificacgdo sdo indicativas dos niveis daqueles com
especializagdo ordindria na técnica & qual a invengdo pertence.
Todas as patentes e publicagdes sdo incorporadas aqui por
referéncia na mesma extensdo como se cada publicagdo individual
tivesse sido especifica e individualmente indicada como
incorporada por referéncia.

A invencd3o ilustrativamente descrita aqui pode
ser, adequadamente, praticada na auséncia de qualquer elemento ou
elementos, limitacio ou limita¢des, que ndo sejam especificamente

revelados aqui. Os termos e expressdes que foram empregados sédo
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usados como termos de descrigd3o e n3o de limitagdo, e ndo existe a
intencdo de que no uso destes termos e expressdo sejam excluidos
quaisquer equivalentes das caracteristicas mostradas e descritas
ou de por¢des destas, mas é reconhecido que véarias modificagdes
sio possiveis dentro do escopo da invengdo reivindicada. Dessa
maneira, deve ser entendido que embora a presente invengdo tenha
sido especificamente revelada pelas configuragdes preferidas e
caracteristicas opcionais, modificagdo e variagdo dos conceitos
aqui revelados podem ser utilizadas por aqueles especializados na
técnica, e que estas modifica¢des e variagdes sdo consideradas
inclusas no escopo desta invengdo conforme definido pelas
reivindicag¢des em anexo.

Outras configura¢des sdo apresentadas dentro das

reivindicag¢des a seguir.
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REIVINDICAGOES

1. Método para tratamento de cicatrizagdo de
ferida, caracterizado pelo fato de que compreende a administragdo,
a um paciente em necessidade deste tratamento, de uma quantidade
efetiva de um polipeptideo compreendendo uma seqiéncia de
aminodcido ou uma variante conservativa desta tendo dominio tipo
EGF de trombomodulina.

2. Método, de acordo com a reivindicag¢do 1,
caracterizado pelo fato de que o polipeptideo compreende ainda um
polipeptideo operacionalmente ligado compreendendo uma seqiéncia
de aminodcido ou uma variante conservativa de dominio rico em
serina-treonina de trombomodulina.

3. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de que a ferida é selecionada do grupo
consistindo de incisdes, laceragdes, abrasdes, feridas por
perfurag¢do, bolhas, rasgos na pele, locais de doacdo ou enxerto,
acnes, contusdes, hematoma, 1lesdes por esmagamento e lesdes
causadas por abrasdo dérmica ou remogdo a laser.

4. Método, de acordo com a reivindicagdo 1,
caracterizado pelo fato de que é usado em pacientes com diabetes
mellitus.

5. Método, de acordo com a reivindicagdo 4,
caracterizado pelo fato de que o paciente sofre de ulceras de
diabetes.

6. Método, de acordo com a reivindicag¢do 1,
caracterizado pelo fato de que a ferida €& uma queimadura
resultante de fogo, calor, radiagdo, eletricidade ou cirurgia

dermatoldégica.
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7. Método, de acordo com a reivindicag¢do 1,
caracterizado pelo fato de que pode ser aplicado & cirurgia
reconstrutora.

8. Método, de acordo com a reivindicag¢do 1,
caracterizado pelo fato de que é aplicado a produto para aplicagédo
a pele, selecionado do grupo consistindo de formulagdo de gel,
creme, pasta, logdo, pulverizagdo, suspensdo, solugdo, pomada de
dispersdo, hidrogel e ungliento.

9. Método, de acordo com a reivindicagado 8,
caracterizado pelo fato de que o produto de aplicagdo & pele é
administrado ao paciente em necessidade deste tratamento pela
aplicagdo na pele, injec¢do ou eletroporagdo.

10. Método para tratamento de cicatrizagdo de
ferida, caracterizado pelo fato de que compreende a administragdo,
a um paciente em necessidade deste tratamento, de uma quantidade
efetiva de plasmideo consistindo de DNA codificando um
polipeptideo compreendendo uma seqliéncia de aminodcido ou uma
variante conservativa desta, tendo dominio tipo EGF de
trombomodulina.

11. Método, de acordo com a reivindicag¢do 10,
caracterizado pelo fato de que a administragdo é feita por meio de
vacina de plasmideo.

12. Método, de acordo com a reivindicagdo 10,
caracterizado pelo fato de que a administragdo é feita por via
intravenosa (iv), subcut@nea (sc), intraperitoneal (ip), ou
intramuscular (im).

13. Composigdo, para uso na cicatrizagdo de

ferida, caracterizada pelo fato de que compreende um polipeptideo
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compreendendo uma sequéncia de aminodcido ou uma variante
conservativa desta tendo dominio tipo EGF de trombomodulina.

14. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 13,
caracterizada pelo fato de que o polipeptideo compreende ainda um
polipeptideo operacionalmente ligado compreendendo uma seqiéncia
de aminodcido ou uma variante conservativa desta de dominio rico
em serina-treonina de trombomodulina.

15. Composigdo, de acordo com a reivindicag¢do 13,
caracterizada pelo fato de que a ferida é selecionada do grupo
consistindo de incisdes, laceragdes, abrasdes, feridas de
perfuragdo, bolhas, rasgos na pele, locais de doagdo ou enxerto,
acnes, contusdes, hematoma, lesdes por esmagamento e lesdes
causadas por abrasdo dérmica ou remogdo a laser.

16. Composig¢do, de acordo com a reivindicag¢do 13,
caracterizada pelo fato de que € usada em pacientes com diabetes
mellitus.

17. Composig¢do, de acordo com a reivindicagdo 16,
caracterizada pelo fato de que o paciente sofre de dGlceras de
diabetes.

18. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 13,
caracterizada pelo fato de que a ferida é wuma queimadura
resultante de fogo, calor, radiagdo, eletricidade ou cirurgia
dermatolégica.

19. Composig¢do, de acordo com a reivindicagdo 13,
caracterizada pelo fato de que pode ser aplicada a cirurgia
reconstrutora.

20. Composigdo, de acordo com a reivindicagdo 13,

caracterizada pelo fato de que é aplicada a um produto para
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aplicacdo & pele, selecionado do grupo consistindo formulagdo de
gel, creme, pasta, log¢do, pulverizagdo, suspensdo, solugdo, pomada
de dispersdo, hidrogel e ungtliento.

21. Composigdo, de acordo com a reivindicag¢do 20,
caracterizada pelo fato de que o produto de aplicagdo a pele é
administrado ao paciente em necessidade deste tratamento pela

-

aplicagdo a pele, injegdo ou eletroporagdo.
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FIGURA 1

Dobras relativas

n=3), *p < 0,005 vs. controle; #p < 0,05 vs. TMD23)
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FIGURA 3
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RESUMO PLo6 ! 320}-€

“UMA COMPOSICAO PARA CICATRIZAGAO DE FERIDA E USO
DESTA" | ’ |

A invencgdo se refere a um método para tratamento
de cicatrizacdo de ferida, compreendendo a administragdo, a um
paciente em necessidade deste tratamento, de uma quantidade
efetiva de um polipeptideo compreendendo uma seqiiéncia de
aminoidcido ou uma variante conservativa desta tendo dominio tipo
EGF de trombomodulina. A inveng¢d3o também se refere a uma
composigdo para uso na aceleragdo de cicatrizagdo de ferida,
compreendendo um polipeptideo compreendendo uma sequéncia de

aminoicido ou uma variante conservativa desta tendo dominio tipo

EGF de trombomodulina.
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