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RESUMO

"APOTRANSFERRINA PARA TRATAMENTO DO ACIDENTE VASCULAR

CEREBRAL"

A presente invencdo relaciona-se com a utilizacdo
de apotransferrina na preparacdo de um medicamento para o
tratamento do acidente wvascular cerebral. A invencédo
refere-se particularmente a utilizacdo de apotransferrina
para a preparacdo de um medicamento para o tratamento de
acidentes vasculares cerebrais em que o farmaco preparado
com apotransferrina é para administracdo por via wvascular,

preferencialmente intravenosa ou intra-arterial.
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DESCRICAO

"APOTRANSFERRINA PARA TRATAMENTO DO ACIDENTE VASCULAR

CEREBRAL"

A presente invencdo estd relacionada com o campo
da medicina, e particularmente com o campo dos acidentes
cerebrovasculares. Refere-se especificamente a utilizacédo
de apotransferrina para o tratamento do acidente wvascular

cerebral.

ANTECEDENTES DA INVENGAO

A isquémia cerebral ¢é a reducdo do fluxo de
sangue para niveis que sdo suficientes para manter o
metabolismo necessario para a funcdo normal e estrutura do
cérebro. Quando o fornecimento de sangue diminui, o
fornecimento de oxigénio, nutrientes e a eliminacdo de
produtos do metabolismo de um tecido bioldgico também
diminui, deque todos eles produzem lesdes no tecido

cerebral.

A isquémia cerebral pode ser total ou parcial,
dependendo de se afecta todo o cérebro ou apenas uma ou
varias Areas. As causas frequentes da isquémia cerebral
total sdo a diminuicdo da poténcia cardiaca (paragem ou
arritmias cardiacas) e a diminuicdo da resisténcia

periférica (choque sistémico, c¢irurgia cardiovascular ou
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hipotensdo durante anestesia devida a cirurgia geral). A
causa mais frequente da isquémia cerebral parcial é um

acidente vascular cerebral.

Um acidente wvascular cerebral é uma doenca da
circulacdo cerebral que provoca uma alteracdo transitédria
ou definitiva do funcionamento de uma ou varias partes do
cérebro. De acordo com a sua etiologia, o acidente wvascular
cerebral pode ser 1isquémico ou hemorragico. Um acidente
vascular cerebral isquémico surge quando o cérebro perde
fornecimento de sangue perde devido a interrupcdo subita e
imediata do fluxo sanguineo, dque ocorre freguentemente
devido a oclusdo de qualquer das artérias que fornecem a
matéria cerebral devido a um <codgulo sanguineo. Em
contraste, o acidente wvascular cerebral hemorrdgico é
desencadeado pela ruptura de um vaso sanguineo encefalico
devido a um pico hipertensivo, um aneurisma congénito ou

outras causas menos frequentes.

A afectacdo de &reas especificas do cérebro por
acidentes vasculares cerebrais gera manifestacdes
focalizadas como paralisia ou plegia de um hemicorpo (uma
metade do corpo), paralisia facial, afasia (perda da
capacidade de produzir ou compreender a linguagem) e
desorientacdo, entre outras. Em geral, os sintomas de
acidentes vasculares cerebrais sdo variaveis, dependendo da
drea do cérebro afectada. Nos casos mails leves, as
consequéncias podem passar despercebidas e podem ndo ser

muito limitantes para o doente devido a natureza anddina
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dos sintomas. No entanto, os acidentes vasculares cerebrais
frequentemente causam lesdes neuronais permanentes ou
resultam na morte do individuo. Na verdade, o acidente
vascular cerebral ¢ uma das principais causas de morta-
lidade e de incapacidade permanente em adultos na maioria

dos paises desenvolvidos.

Como comentado anteriormente, as lesdes causadas
pela isquémia cerebral apds um acidente vascular cerebral
estdo relacionadas com o mau funcionamento do tecido
cerebral e sua possivel morte devido a falta de energia.
Para restabelecer o fornecimento de energia apds um
episddio isquémico é portanto necessario restabelecer o

fornecimento de sangue na 4area afectada.

Até a data, o uUnico tratamento farmacoldgico
aprovado para o tratamento de acidentes vasculares
cerebrais é o activador do plasminogénio tecidular (tPA)
por via intravenosa. O tPA tem um efeito trombolitico, i.e.
produz a desintegracdo do codgulo que causa a falta de
fornecimento de sangue na &rea do cérebro em risco.
Portanto, este tratamento sb6 estd indicado para doentes com
acidente vascular cerebral isquémico, sendo a sua
utilizacdo contraproducente em doentes com acidente
vascular cerebral hemorrdgico. Outra forma de restabelecer
o fluxo de sangue ¢é por uma intervencdo cirargica que

elimina a ocluséo.

Seja qual for o tratamento, é importante gque seja
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prontamente realizado de modo a evitar grandes lesdes no
tecido causadas por isquémia cerebral. A administracdo de
tPA estd indicada apenas se for realizada durante as
primeiras 4,5 horas apds o 1inicio dos sintomas, embora
também possa ser eficaz algumas horas mais tarde nos casos
em que ainda ha tecido recuperédvel. Isto significa que a
janela terapéutica do tratamento trombolitico disponivel é
muito pequena. Além disso, embora o restabelecimento do
fluxo sanguineo (processo conhecido como reperfusdo) ponha
fim a situacdo de isquémia, implica novas lesdes no tecido

cerebral (lesdes devidas a reperfuséo).

As lesdes devidas a reperfusdo sdo devidas a
resposta inflamatdéria dos tecidos afectados pela isquémia
e, muito particularmente, a inducdo de stress oxidativo
causado pela subita disponibilidade de oxigénio. Estas
lesdes contribuem significativamente para prejudicar a
saude do doente de acidente vascular cerebral. Apesar do
facto de estarem a ser feitos grandes esforcos que permitem

minimizar as lesdes causadas por isquémia-reperfusdo, até a

data ndo existem estratégias eficazes para isto.

Uma area de investigacdo para limitar os efeitos
negativos da reperfusdo é a hipotermia terapéutica. A
hipotermia pode ajudar a aliviar a pressdo intracraniana e,
por conseguinte, reduzir os efeitos nocivos da resposta
imune inflamatéria do doente e a producdo de radicais
livres durante a reperfusdo. No entanto, esta terapéutica é

complexa na sua aplicacdo e os seus efeitos sdo limitados.
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Alguns estudos sugerem a utilizacdo de agentes
quelantes de ferro para evitar lesdes devidas a reperfuséo.
Durante a reperfusdo, o ferro transportado pelo sangue &
capaz de catalisar as reaccgdes gque produzem espécies de
oxigénio reactivas, sobretudo radicais hidroxilo. Estes
radicais, por sua vez, iniciam a peroxidacdo dos lipidos,
causam a degradacdo do ADN e inactivam enzimas. Devido ao
seu teor elevado de 1lipidos, o cérebro é especialmente
sensivel a peroxidacdo, que causa danos consideraveis
durante a reperfusdo. O pedido de patente internacional
W02006/20727 propde a utilizacdo de desferroxamina como
agente neuroprotector contra 0os efeitos nocivos da
reperfusdo. No entanto, a administracdo de desferroxamina
coloca problemas devido a sua semi-vida reduzida no plasma
e porque a sua injeccdo intravenosa pode causar hipotenséo
com o risco de chogque letal, de modo que sé6 é eficaz gquando
administrada por via intranasal na parte superior da
cavidade nasal. Neste sentido, Green AR (British Journal of
Pharmacology, 2008, wvol. 153, S325-8338) descreve opcdes de
tratamento para acidente vascular cerebral isquémico, sendo
um deles a neuroproteccdo utilizando quelantes de metais,
como DP-B%99, um derivado de BAPTA (acido 1,2-bis(o-
aminofenoxi)etano-N,N,N',N'-tetraacético), e PAN-811 (3-

aminopiridino-2-carboxaldeido-tiossemicarbazona) .

Foram sugeridas outras abordagens farmacoldgicas
no campo, mas nenhuma delas demonstrou eficadcia in vivo

para o tratamento de lesdes provocadas por acidente
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vascular cerebral isquémico e reperfusdo. Por exemplo,
Heikkinen et al. (Scandinavian Cardiovascular Journal,
2004, wvol. 38, n. 3, ©péaginas 178-186) descrevem a
administracdo de apotransferrina intravenosa a porcos Jue
sofrem uma paragem circulatdéria hipotérmica. No entanto, os
autores concluem que ndo foil observada qualquer eficacia

terapéutica substancial para este tratamento.

Além disso, Chen-Roetling J. et al. (Neuro-
pharmacology, 2011, wvol. 60, n. 2-3, paginas 423-431)
descrevem que a apotransferrina pode mitigar a neuroto-
xicidade da hemoglobina apds hemorragia intracerebral 1in
vitro. Mas este estudo ndo sugere um tratamento apropriado
para estados ndo relacionados com toxicidade da hemo-
globina, como as lesbdes causadas por isquémia cerebral e

reperfusdao subsequente.

Assim, seria desejdvel encontrar novas estraté-

gias para o tratamento de acidentes vasculares cerebrais.

SUMARIO DA INVENGAO

Surpreendentemente, oS presentes inventores
verificaram que a administracdo de apotransferrina (ou
transferrina isenta de ferro) na corrente sanguinea de um
doente reduz consideravelmente as lesdes causadas apds um

acidente vascular cerebral isquémico.

Assim, num primeiro aspecto, a invencdo propor-
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ciona a utilizacdo de apotransferrina para a preparacdo de
um medicamento para o tratamento de acidente wvascular
cerebral isquémico. Este aspecto pode ser reformulado como
apotransferrina para o tratamento de acidente wvascular

cerebral isguémico.

A invencdo também se refere a um método de tra-
tamento de acidente vascular cerebral isquémico pela admi-
nistracdo de apotransferrina a um animal dele necessitado.
Numa forma de realizacdo especifica, o animal é um

mamifero, preferencialmente um ser humano.

"Acidente wvascular cerebral" (também chamado
enfarte cerebral, acidente wvascular cerebral, apoplexia ou
simplesmente acidente wvascular) é entendido como sendo uma
doenca da circulacdo cerebral gue causa uma alteracédo
transitdéria ou definitiva no funcionamento de uma ou varias
partes do cérebro. Quando sé afecta uma &rea do cérebro, o
acidente vascular é chamado "acidente wvascular cerebral
focal". Em alguns casos, o acidente wvascular cerebral é
transitério, com o fluxo de sangue a retornar a Aarea
afectada apbds um certo periodo de tempo (um processo
chamado "reperfusdo"). Noutras ocasides, ndo ocorre uma
reperfusdo significativa do tecido, dando origem a um
acidente wvascular cerebral permanente. Por outro lado,
dependendo da sua etiologia, o acidente wvascular cerebral
pode ser isquémico ("acidente wvascular cerebral isquémico")
ou hemorridgico ("acidente wvascular cerebral hemorrdgico")

dependendo de se é produzido como consequéncia da ocluséo
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de qualquer das artérias que abastecem a matéria cerebral
ou da ruptura de um wvaso sanguineo encefdlico, respecti-

vamente.

"Apotransferrina™ é a fraccido de transferrina que
estd isenta de ferro. A transferrina, ou siderofilina, é a
proteina que transporta o ferro no sangue. E uma globulina
beta-2, com forma elipsdide e com um peso molecular gque
varia entre 70000 e 95000 daltons, que tem dois sitios de
ligacdo de ferro activos. Quando a transferrina estd isenta
de ferro é chamada apotransferrina. Quando a transferrina
estd saturada com ferro ¢é chamado holotransferrina. A
utilizacdo de apotransferrina no tratamento de acidentes
vasculares cerebrais tem a vantagem de que € uma proteina
enddgena em animais, o que implica um risco menor de
produzir reaccdes adversas no organismo. Preferencialmente,
a apotransferrina para utilizacdo na presente invencdo é

apotransferrina humana.

Numa forma de realizacdo do primeiro aspecto da
invencdao, a apotransferrina ¢ administrada por via

vascular.

"Administracdo por via vascular" entende-se como
qualguer via de administracdo em que o farmaco é
introduzido na corrente sanguinea, com o que atinge o
tecido lesionado. Exemplos ndo limitativos de wvias de
administracdo que introduzem o farmaco na corrente

sanguinea s&o: as vias intravenosa (IV) e intra-arterial
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(IA), que introduzem o farmaco directamente na corrente
sanguinea, bem como as vias sublingual, conjuntiva,
subcuténea, intramuscular, intradérmica, rectal, oral e
tépica, gue introduzem o farmaco indirectamente na corrente

sanguinea.

Assim, numa forma de realizacdo especifica, a
invencdo proporciona a utilizacdo de apotransferrina na
preparacdo de um medicamento para o tratamento de acidente
vascular cerebral isgquémico, em que o medicamento preparado
com apotransferrina é administrado por via vascular. Esta
forma de realizacdo pode ser reformulada como apotrans-
ferrina para o tratamento de acidente wvascular cerebral
isquémico, em que a apotransferrina é administrada por via

vascular.

A invencdo também se refere a um método de
tratamento de acidente vascular cerebral isquémico pela
administracdo por via wvascular de apotransferrina a um

doente dele necessitado.

O facto de a administracdo de apotransferrina na
corrente sanguinea ser eficaz para o tratamento de acidente
vascular cerebral isquémico é surpreendente, uma vez que é
conhecido que a apotransferrina n&o é capaz de atravessar a
barreira hemato-encefalica (Andrews N. et al., "Iron
homeostasis: insights from genetics and animal models",
Nature Reviews Genetics, 2000, vol. 1, péaginas 208-217). No

entanto, 0s inventores demonstraram a eficacia de
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apotransferrina administrada na corrente sanguinea por via
intravenosa (IV) no tratamento de lesdes devidas a
isquémia-reperfusdo em dois modelos experimentais in vivo
de acidente wvascular cerebral transitdério isquémico focal
(ver FIG. 1 e FIG. 2). Ambos o0s modelos estudaram a
afectacdo do tecido cerebral de ratos submetidos a isqué-
mia-reperfusdo 24 h apds a administracdo de apotransferrina
por injeccgdo IV em comparacdo com controlos a quem ndo foi
administrada apotransferrina. Os resultados indicam clara-
mente que o volume de tecido lesionado é significativamente

menor nos animais tratados com apotransferrina.

Os inventores observaram que, surpreendentemente,
a administracdo vascular (por via IV) de apotransferrina
também é benéfica na auséncia de reperfusdo ou restauracio
do fluxo sanguineo. A FIG. 3 mostra os resultados obtidos
com a administracéo de apotransferrina num modelo
experimental in vivo do acidente vascular cerebral
isquémico focal permanente. Neste modelo a apotransferrina
foi administrada por via IV 50 min depois de ter tido lugar
uma oclusédo permanente da artéria cerebral média nos ratos,
sem reperfusdo. Observou-se dque o0s ratos tratados com
apotransferrina por via IV mostram menos lesdes cerebrais
do que os controlos ndo tratados; particularmente, observa-
se que o volume da A&rea cerebral lesionada nos ratos
tratados com apotransferrina é 50% menor. Além disso, o0s
resultados preliminares de ensaios neuroldgicos indicam que
0os ratos submetidos a uma oclusdo permanente da artéria

cerebral média apresentam menos défice neuroldgico e
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executar tarefas motoras envolvendo a Aarea cerebral
isquémica com maior eficiéncia quando tratados com

apotransferrina.

A utilizacdo de apotransferrina no tratamento de
acidentes vasculares cerebrais isquémicos tem, por
conseguinte, a vantagem adicional de que a sua eficédcia vai
mais além do gque reduzir as lesdes devidas a reperfuséo,
produzindo efeitos benéficos nos doentes de acidente
vascular cerebral que ndo podem ser tratados com agentes
tromboliticos, com neurointervencdo ou de gqualquer outra
forma. A relevédncia clinica é significativa uma vez Jue,
até a data, os doentes nessa situacdo ndo podem beneficiar

de qualquer tratamento.

Por outro lado, a eficdcia de apotransferrina na
reducdo das lesdes provocadas por isquémia cerebral apds um
acidente wvascular cerebral contrasta com os efeitos nocivos
da holotransferrina. A FIG. 4 demonstra que a administracéo
IV de holotransferrina induz a morte neuronal e uma vasta
producdo de radicais livres em neurdnios de cultura
submetidos a um modelo in vitro de isquémia chamado
privacdo de oxigénio e glucose (0OGD). Assim, das fraccdes
existentes de transferrina, sé a apotransferrina é capaz de
exercer efeitos benéficos no tecido isquémico. Além disso,
a holo-transferrina administrada intravascularmente antes
de a isquémia ocorrer aumenta o volume de enfarte avaliado
nas primeiras horas apds o inicio da oclusdo num modelo de

acidente vascular cerebral experimental in vivo (FIG. 5).
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As vias de administracéao vascular incluem
injeccdo IV e IA. Estas vias de administracdo envolvem
varias vantagens em relacdo a velocidade de accédo (o
farmaco chega rapidamente a area afectada), facilidade de
administracdo, controlo da dose, etc. Assim, o tratamento
com apotransferrina para acidente wvascular cerebral pode
ser administrado directamente na corrente sanguinea através
de um cateter intravenoso ou intra-arterial, gque é muito
conveniente em doentes que, como no caso dos doentes com
acidente wvascular cerebral, ou estdo muito agitados, ou
incapazes de executar accdes simples como a ingestdo de um
fadrmaco. Por outro lado, a administracdo de apotransferrina
por via IV ou IA facilita a administracdo deste agente
activo conjuntamente com um agente trombolitico, como tPA,
ou outro agente terapéutico, numa terapéutica de associacéo

para o tratamento do acidente vascular cerebral.

A invencdo também contempla a administracdo de
apotransferrina por outra via de administracdo wvascular,
por exemplo, oral ou sublingual. Além disso, a invencdo
contempla a administracdo de apotransferrina por injeccéo

epidural, injeccdo intracraniana ou aplicacdo intranasal.

Assim, numa forma de realizacdo especifica, a via
de administracdo de apotransferrina é intravenosa ou intra-
arterial. Numa outra forma de realizacdo especifica, a via
de administracdo de apotransferrina é sublingual. Noutra
forma de realizacdo especifica, a via de administracdo é

intranasal.
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A administracdo de apotransferrina de acordo com
a 1invencdo é util para o tratamento do acidente wvascular
cerebral, independentemente da extensao do acidente
vascular cerebral. Assim, a invencdo refere-se ao trata-
mento de acidentes vasculares cerebrais permanentes ou
transitérios, bem como ao tratamento de um acidente

vascular cerebral causado por um codgulo (isquémico).

Numa forma de realizacdo especifica, a invencéo
proporciona apotransferrina para o tratamento de um
acidente wvascular cerebral isquémico que ¢é um acidente

vascular cerebral isgquémico focal agudo.

Numa forma de realizacdo, a invengdo proporciona
apotransferrina para o tratamento de um acidente wvascular
cerebral permanente. Noutra forma de realizacdo é propor-
cionada apotransferrina para o tratamento de um acidente

vascular cerebral transitério.

Os doentes que sofreram um acidente wvascular
cerebral 1isquémico podem por vezes ser susceptiveils ao
tratamento com terapéutica trombolitica. Nestes casos, O
tratamento do acidente wvascular cerebral com a terapéutica
trombolitica pode ser vantajosamente associado a terapéu-
tica baseada em apotransferrina. Enquanto o agente
trombolitico possibilita o restabelecimento da circulacéo
de sangue na &rea afectada, a apotransferrina minimiza as

les®es produzidas pela isquémia e a reperfusdo, evitando
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grandes les®es no tecido. Assim, numa forma de realizacdo
especifica, a invencdo proporciona apotransferrina para o
tratamento do acidente wvascular cerebral isquémico em
associacdo com um agente trombolitico. Preferencialmente, o
agente trombolitico é um activador de plasminogénio

tecidular humano.

Em geral, o tratamento com apotransferrina vai
ser realizado o mais rapidamente possivel para evitar
grandes les8es ao tecido cerebral, de modo a dque o
profissional médico ©pode considerar que é adequado
administrar apotransferrina logo gue o doente de acidente
vascular cerebral chega aos seus cuidados. Em alguns casos,
como doentes susceptiveis de serem tratados com terapéutica
trombolitica, a apotransferrina pode ser administrada no
momento da reperfusdo. "No momento da reperfusdo" é
entendida como variando de duas horas antes até 2 horas
depois da reperfusdo, bem como exactamente ao mesmo tempo
que a reperfusdo. Isto implica gque a apotransferrina pode
ser administrada ao mesmo tempo que € administrado um
agente trombolitico, ou na altura da realizacdo de uma
intervencdo cirurgica para eliminar o coagulo que esta a
obstruir o fluxo de sangue. Nos casos em que o)
restabelecimento do fluxo de sangue é inexistente ou muito
limitado, a administracdo de apotransferrina também &
vantajosa e, em geral, esta vail ser realizada o mais cedo

possivel apds o diagndstico.

A presente invencédo também proporciona a
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utilizacdo de apotransferrina para o tratamento de doentes
de acidente wvascular cerebral isquémico em associacdo com
outras terapéuticas. Terapéuticas adequadas para a sua
utilizacdo em associacdo com terapéutica a base de
apotransferrina séo, como anteriormente mencionado, o)
tratamento trombolitico e/ou a intervencdo cirurgica para
eliminar a causa de acidente wvascular cerebral isquémico.
Outras terapéuticas adequadas para a sua utilizacdo em
associacdo com a terapéutica a base de apotransferrina séao,
sem limitacdo, intervencdo cirurgica para diminuir a
hemorragia que causou o© acidente wvascular —cerebral
hemorrégico, tratamento com citicolina, com agentes
quelantes, com agentes anti-oxidantes, com limitadores de
lesdes excitotdxicos, com agentes anti-inflamatdérios, com
fluoxetina, ou conjuntamente com outras apoformas de
moléculas de transporte do ferro que utilizam receptores

para o seu transporte como, por exemplo, lactoferrina.

Numa forma de realizacédo especifica, a
apotransferrina ¢é utilizado em terapéutica de associacéo
com um agente quelante, por exemplo um agente quelante de
ferro. Noutra forma de realizacdo especifica, o agente
quelante ¢é desferroxamina. Noutra forma de realizacédo
especifica, a apotransferrina é utilizada em terapéutica de
associacdo com um agente quelante de outro metal diferente
do ferro. ©Noutra forma de realizacdo especifica, a
apotransferrina é utilizada em associacdo com citicolina. A
citicolina (citidina-5'-difosfocolina) é um intermediédrio

na sintese de fosfatidilcolina a partir de colina que
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demonstrou um efeito benéfico na evolucdo de hipoxia e

isquémia cerebral.

O perito na arte compreende que a terapéutica de
associacdo é eficaz gquando o0s agentes terapéuticos sédo
administrados fazendo parte da mesma composicdo, mas também
quando fazem parte de composicdes diferentes, dgquer seja
para administracdo simultédnea, sequencial ou separada. Por
outro lado, o perito na arte 1ird compreender que a
apotransferrina pode ser prescrita para o tratamento de
acidente wvascular cerebral isquémico com uma indicacdo para

utilizacdo em associacdo com outro agente activo.

A invencdo também se refere a composicdes farma-
céuticas gue compreendem uma gquantidade terapeuticamente
eficaz de apotransferrina, conjuntamente com quantidades
suficientes de excipientes e veiculos farmaceuticamente
aceitédveis. Numa forma de realizacdo especifica, a compo-
sicdo farmacéutica da invencdo ¢é concebido para a sua
administracdo vascular, por exemplo para a sua

administracdo por via IV ou IA.

Por "farmaceuticamente aceitdvel" entende-se que
0s compostos, materiais ou composicdes s&o apropriados para
serem administradas a um animal, incluindo um ser humano,
sem induzir toxicidade, irritacéo, incompatibilidade,
instabilidade, resposta alérgica ou outros semelhantes.
Cada excipiente ou wveiculo farmaceuticamente aceitéavel

também tem de ser aceitavel no sentido de ser compativel
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com o0s outros ingredientes da composicdo farmacéutica da
invencdo. As composicdes da presente invencdo podem
adicionalmente compreender componentes que permitem uma

libertacd&o controlada ou maior conforto.

Preferencialmente, as composicdes da invencdo vao
ser administradas a doentes por via IV ou IA. Como o©0S
peritos na arte podem entender, as composicdes podem ser
preparadas em diferentes formas adequadas para adminis-
tracdo por via IV ou IA. Numa forma de realizacéo
especifica, a composicdo compreende apotransferrina e soro

fisioldgico.

Nas aplicacdes terapéuticas, o0s agentes activos
sdo administrados a um doente que sofre de uma doenca numa
quantidade terapeuticamente eficaz. "Quantidade terapeuti-
camente eficaz" entende-se ser uma gquantidade de agentes
activos suficientes para proporcionar beneficios ao doente.
A quantidade de apotransferrina que a composicado
farmacéutica da invencdo compreende pode ser determinada
por um perito na arte seguindo protocolos correntes no
dominio da medicina clinica. A gquantidade terapeuticamente
eficaz é também conhecida como a dose. A dose exacta vail
depender da via de administracdo, da gravidade da doenca e
do estado de saude geral do doente. Ao doente podem ser
administradas doses individuais ou multiplas (a intervalos
de tempo) do agente activo. Por exemplo, para administracédo
IV ou IA de apotransferrina é possivel utilizar gquantidades

entre 1 e 2000 mg por kg de peso, ou entre 10 e 1500 mg por
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kg de peso ou entre 50 e 1000 mg por kg de peso, ou entre
100 e 800 mg por kg de peso, ou entre 100 e 600 mg por kg
de peso, ou entre 120 e 500 mg por kg de peso, ou entre 150

e 400 mg por kg de peso.

A apotransferrina para a sua utilizacdo na
presente invencdo pode ser preparada por métodos conhecidos
do estado da técnica. Por exemplo, o pedido de patente
internacional W02000/001407 descreve métodos para preparar
apotransferrina humana para composicdes farmacéuticas.
Também ¢é possivel obter apotransferrina em forma recom-

binante.

A presente invencdo também contempla uma compo-
sicdo farmacéutica gque compreende uma quantidade tera-
peuticamente eficaz de apotransferrina, conjuntamente com
guantidades suficientes de excipientes e veiculos farma-
ceuticamente aceitdveis, para a sua utilizacdo no trata-
mento de acidente vascular cerebral isquémico. Isto pode
ser reformulado como a wutilizacdo de uma composicédo
farmacéutica que compreende uma quantidade terapeuticamente
eficaz de apotransferrina, conjuntamente com quantidades
suficientes de excipientes e wveiculos farmaceuticamente
aceitaveis, para a preparacdo de um medicamento para o
tratamento de acidente vascular cerebral isguémico. Numa
forma de realizacdo especifica, o tratamento do acidente
vascular cerebral isquémico é realizado por administracdo
da composicdo da invencdo por via vascular, por exemplo por
via IV ou IA, e a composicdo ¢é formulada para a

administracdo por via IV ou IA.
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Finalmente, a invencdo também se refere a um
método de tratamento de acidente wvascular cerebral
isquémico compreendendo a administracéo ao doente,
preferencialmente por via wvascular, de uma composicédo
farmacéutica compreendendo uma quantidade terapeuticamente
eficaz de apotransferrina, conjuntamente com quantidades
suficientes de excipientes e veiculos farmaceuticamente

aceitéveis.

Ao longo da descricdo e das reivindicacdes a
palavra "compreende" e suas variantes ndo pretendem excluir
outras caracteristicas técnicas, aditivos, componentes ou
passos. Para os peritos na arte, outros objectos, vantagens
e caracteristicas da invencdo serdo em parte inferidas a
partir da descricdo e em parte a partir da préatica da
invencdo. Além disso, a presente invencdo abrange todas as
combinacdes possiveis de formas de realizacdo especificas e

preferidas agui indicadas.

BREVE DESCRIGAO DOS DESENHOS

FIG. 1. Volume do enfarte cortical induzido em
ratos por 60 minutos de oclusdo da artéria cerebral média
por ligadura. A, imagem da &rea afectada nos cérebros dos
ratos. B, percentagem do volume de tecido <cerebral
enfartado com administracdo de: (2) apotransferrina ou (1)
veiculo. Em relacdo aos exemplos, a FIG. 1 estd relacionada

com o ponto 1 dos resultados.
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FIG. 2. Volume de enfarte cortical induzida em
ratos por 90 minutos de oclusdo da artéria cerebral média
por filamento intraluminal. A, imagem da &rea afectada nos
cérebros dos ratos. B, percentagem do volume de tecido
enfartado com a administracdo de: (2) apotransferrina ou
(1) wveiculo. Em relacdo aos exemplos, a FIG. 2 esté

relacionada com o ponto 1 dos resultados.

FIG. 3. Percentagem de volume de enfarte cortical
induzido em ratos pela oclusdo permanente da artéria
cerebral média por ligadura com a administracdo de: (2)
apotransferrina ou (1) veiculo. Em relacdo aos exemplos, a

FIG. 3 estd relacionada com o ponto 1 do resultados.

FIG. 4. A, Determinacdo do efeito de diferentes
concentracdes de holotransferrina (HTF) sobre a morte
neuronal em: (a) culturas norméxicas ou (b) culturas
sujeitas a privacdo de oxigénio e glucose (OGD) e 30 min de
reperfusdo. O eixo de Y mostra a morte neuronal determinada
pela incorporacdo de 1iodeto de propidio em células. B,
producdo de radicais livres em: (a) neurdnios em cultura de
controlo, (1) neurdnios com adicdo de FeCls 50 puM ou (2)
neurdénios com adicdo de HTf 5 uM. O eixo Y mostra a
percentagem de fluorescéncia DCF vs OGD/veiculo. Em relacdo
aos exemplos, a FIG. 4 estd relacionado com o ponto 2 dos

resultados.

FIG. 5. Lesdo neuronal medida por ressonéncia
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magnética nuclear em ratos submetidos & oclusd@o transitdria
da artéria cerebral média por filamento intraluminal apds
injeccdo intravascular de wveiculo (1) ou holotransferrina
(2). O eixo de X representa o tempo em minutos enquanto o
eixo de Y representa o volume de lesdo neuronal em mm3 de
acordo com a sequéncia DWI. Em relacdo aos exemplos, a FIG.

5 estd relacionada com o ponto 2 dos resultados.

EXEMPLOS

Os exemplos seguintes s&o proporcionadoa a titulo

de ilustracdo e sem pretender ser limitativos da presente

invencéio.

Materiails e métodos

1. Modelo in vitro

1.1. Cultura primédria de neurdnios do cortex
cerebral de rato. As culturas de neurdnios corticais foram
preparadas seguindo o protocolo anteriormente descrito
(Ponce J. et al., "The effect of simvastatina on the
proteome of detergent resistant membrane domains: decreases
of specific proteins previously related to cytoskeleton
regulation, calcium homostasis and cell fate", Proteomics,
2010, wvol. 10, paginas 1954-1965), embora os neurdnios

fossem semeados em placas com 24 pogos.

1.2. Privacdo de oxigénio e glucose. Os estudos
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foram realizados em neurdnios cultivados 11 dias. Para
produzir a privacdo de oxigénio e glucose (0OGD) o meio de
cultura condicionado foi removido e mantido separadamente.
As células expostas a OGD foram incubadas durante 90 min
com meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
(Invitrogen, Barcelona, Espanha) numa atmosfera contendo
0,1% de 0O2. As células de controlo foram incubadas com DMEM
suplementado com 4,5 g/L de glucose em condicdes
norméxicas. A reperfusdo foil produzida por devolucdo do
meio condicionado e condic¢des de normoxia as células

durante 30 min.

1.3. Tratamentos em neurdnios de cultura. Os
neurdnios corticais de cultura foram tratados com FeCls
(10-50 pM), complexo de holo-transferrina (HTf) (1-5 uM) ou
apotransferrina (1-5 uM) (Sigma, Madrid, Espanha) durante o

periodo de reperfuséo.

1.4. Determinacdo da morte celular. Os estudos de
morte celular foram determinados apds a medicdo da
incorporacdo de iodeto de propidio nas células (Sigma,
Madrid, Espanha) utilizando o método anteriormente descrito
(Rudolph J. G. et al., "Use of a multiwell fluorescence
scanner with propidium iodide to assess NMDA mediated
excitotoxicity in rat cortical neuronal cultures".

Neurosci. Lett., 1997, vol. 221, paginas 149-152).

1.5. Producgédo de radicais 1livres de oxigénio.

Como wum indice para a producdo de *OH + perdxido a
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conversdo do composto diacetato de 5-(e -6)-clorometil-2,7-
diclorodi-hidrofluoresceina, mistura de i1sdmeros, éster de
acetilo (CM-H2DCFDA) (Invitrogen, Barcelona, Espanha) em
diclorofluoresceina (DCF). Os neurdnios expostos a OGD
foram reperfundidos durante 30 min na presenca ou na
auséncia de 5 pM de HTf ou 50 uM de FeClsz. O composto CM-
H2DCFDA (10 uM) foi adicionado ao meio de reperfusdo e
imagens ao microscépio foram adquiridos com o filtro
adequado como indicado pelo fabricante. A intensidade do
sinal foi quantificada utilizando o programa Image J (NIH,

EUA) .

2. Modelos in vivo

Todos of] protocolos experimentais em que
participaram animais foram aprovados pelo Comité de ética
na experimentacdo animal da Fundacid Institut
D'Investigacidé en Ciéncias de la Salut Germans Trias i
Pujol. Os animais foram anestesiados por exposicdo a 5% de
isofluorano ou 2% de sevoflurano numa mistura de 30/70% de
02/N20. Os animais permaneceram anestesiados durante todo o
procedimento cirurgico devido a 1inalacdo de uma dose de
manutencdo de anestesia de 1,5-2,0% de isofluorano ou 0,5-1
de sevoflurano numa mistura de 30/70% de 02/N,0. Uma vez
concluidas as intervencgdes para executar os modelos
experimentais de acidente wvascular cerebral, as incisdes
cirurgicas foram suturadas e os animais foram devolvidos as
suas gaiolas, permanecendo nelas durante 24 h até o momento

da realizacdo dos ensaios neuroldgicos pds-isquémia e do
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sacrificio do animal. Em alguns casos, o0s animais foram
submetidos a ensaios neuroldgicos nos dias anteriores a
realizacdo da cirurgia e estes resultados foram comparados
com os resultados dos ensaios idénticos realizados no pds-

operatdrio.

2.1. Processo de isquémia cerebral focal
transitdéria realizada por ligadura da artéria cerebral

média (MCA).

Ratos Sprague-Dawley machos (250-270 g, Harlan
Laboratories, Barcelona) foram sujeitos a uma pequena
craniotomia para expor a artéria cerebral média que foi
ligada imediatamente antes da sua bifurcacdo no ramo
frontal e parietal mesmo antes do ramo oftdlmico. A
interrupcdo do fluxo sanguineo foi wverificada a lupa
cirtirgica e ambas as artérias cardtidas foram ocluidas
durante 60 min. No final dos 60 minutos ambas as cardtidas
e a artéria cerebral média foram desligadas, e
imediatamente depois a solucdo de veiculo (solucdo de soro
fisioldgico) ou 50 mg de apotransferrina (Sigma, Madrid,
Espanha) em solucdo de veiculo foi administrada directa-
mente no compartimento intravascular por injeccdo em vasos

da cauda do animal.

2.2. Processo de isquémia cerebral focal

permanente realizada por ligadura de MCA.

O protocolo é idéntico ao descrito na seccédo 2.1.
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excepto que a MCA e a cardtida esquerda permanecem ligadas
até ao momento do sacrificio do animal e o veiculo ou a
apotransferrina foram administrados 50 minutos apds o

inicio da isquémia.

2.3. Processo de isquémia cerebral focal
transitdéria wutilizando filamento intraluminal. Efeito da

administracdo de apotransferrina.

Ratos Wistar machos (300-350 g, Charles River
Laboratories, Barcelona, Espanha) foram anestesiados com
uma injeccdo de 5 m /kg de diazepam (Almirall Prodesfarma,
Barcelona, Espanha), 100 mg/kg de cetamina (Ketolar, Parke-
Davis, El1 Prat de Llobregat, Barcelona, Espanha) e 0,3
mg/kg de atropina (B Braun Medical, Rubi, Barcelona,
Espanha) para permitir a sua intubacdo para ventilacdo
mecénica (Harvard Apparatus, ventilador 683 para roedor,
Holliston, MA, EUA). A anestesia foi prolongada por
exposicdo a 0,5-1% de sevoflurano (Sevorane, Abbott
Laboratories, Madrid, Espanha) numa mistura de 30/70% de
02/N20. Isquémia focal foi induzida no hemisfério direito
utilizando um filamento de nylon que é introduzido até a
oclusdo do MCAO seguindo o protocolo descrito por Longa E.
Z. et al. (Longa E. Z. et al., "Reversible middle cerebral
artery occlusion without craniectomy in rats", Stroke 1989,
vol. 20, paginas 84-91). A oclusdo e redugdo do fluxo
sanguineo foram medidas com uma sonda de laser Doppler

fixada ao crénio na Aarea parietal adjacente a extremidade
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da A4rea de abastecimento de MCA. 90 min apds o inicio da
isquémia, o filamento intraluminal foi retirado, houve uma
espera de 5-10 min para verificar o restabelecimento
efectivo do fluxo sanguineo para os seus nivels prévios e
um total de 100 mg de apotransferrina foram administrados
intravascularmente em duas administracdes realizadas com 30
minutos de diferenca (Sigma, Madrid, Espanha). Como
controlos, foram utilizados ratos a quem foi administrado

veiculo em vez de apotransferrina.

2.4. Isquémia cerebral focal transitdria
utilizando filamento intraluminal. Efeito da administracédo

de holotransferrina.

Nesta experiéncia, foi utilizado o mesmo processo
descrito por Longa E. Z. et al., mas em ratos Sprague-
Dawley machos de 250-280 g (biotério da Universidade de
Santiago de Compostela, Santiago de Compostela, Espanha).
Além disso, os animais foram injectados intravascularmente
com 85 mg de holotransferrina ou veiculo 10 min antes de se
iniciar a oclusdo. Depois de realizada a oclusédo, os
animais foram introduzidos num aparelho de ressonédncia
magnética nuclear (9,4 T) (Bruker Biospan, Ettlingen,
Alemanha) para determinar o volume de tecido cerebral
hipoperfundido durante os 90 min de isquémia e a sequéncia
de imagiologia ponderada de difusdo (DWI) correspondendo a
uma Aarea cerebral lesionada. Véarias determinacdes foram

realizadas a intervalos de 15 minutos durante os 90 min de
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isquémia e até atingir 165 minutos desde o inicio da

ocluséo.

2.5. Ensaios neuroldgicos.

A isquémia cerebral focal unilateral realizada
afecta sbé a funcdo sensorial e motora do lado contralateral
do animal. Foi realizada uma bateria de ensaios
neuroldgicos para avaliar o grau de afectacdo cerebral
sensorial e motora a esquerda e a direita do animal. O
resultado de todos estes ensaios foi um valor de défice
neuroldégico que se correlacionou com o volume de enfarte.
Foi realizada uma linha de base pré-ensaios para cada
animal como um controlo antes de se realizar a isquémia
focal. Foram realizados os seguintes ensaios, gque sdo bem

conhecidos no estado da arte:

2.5.1. Ensaio dos pelos dos bigodes: Foi avaliada
a resposta de cada animal a estimulacdo dos pelos dos
bigodes do lado esquerdo e direito, realizada de modo a que

o animal ndo tenha informacdo visual a este respeito.

2.5.2. Ensaio da capacidade preénsil: Foi deter-
minado o tempo em que o animal foli capaz de aguentar o seu
préprio peso agarrado pelos dois membros superiores a uma

haste suspensa.

2.5.3. Ensaio do virar da esquina: Foi avaliada a

capacidade dos animais de se virarem para a direita ou para
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a esquerda quando colocados em frente de um &ngulo de 30°

de tal modo que tem de se virar para se movimentar.

2.5.4. Ensaio do autocolante: Foi posto um
autocolante em cada um dos membros superiores do animal e
foi determinado quanto tempo o animal levou a retirar cada

autocolante.

2.5.6. Ensaio de suspensdo da cauda: Registou-se
a percentagem e o adngulo de rotacdo do corpo para a direita

e esquerda que o animal realizou suspenso pela sua cauda.

2.5.7. Ensaio da grelha: este avalia a forca que
0o animal pode exercer com 0s seus membros superiores

agarrado a uma grelha.

2.6. Determinacdo do volume do enfarte.

Uma vez sacrificado o animal 24 horas apds o
inicio da isquémia cerebral, o cérebro foi dissecado e foi
cortado em seccgdes coronais de 2 mm gque foram incubadas com
solucdo de cloreto de 2,3,5-trifeniltetrazdélio a 1% (TTC)
(Sigma, Madrid, Espanha) durante 20 min a 37°C. As seccdes
foram fotografadas e foi calculada a percentagem de &rea do
cérebro n&o corada com TTC relativamente a &rea presente no
hemisfério ipsilesional. A A4Area ndo corada com TTC
corresponde a A&rea lesionada pelo acidente wvascular

cerebral.
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Resultados

1. A administracdo intravenosa de apotransfer-
rina reduz consideravelmente as lesdes neuronais causadas

apds um acidente wvascular cerebral.

As FIG. 1 e 2 mostram a eficdcia da apotrans-
ferrina administrada na corrente sanguinea por Vvia
intravenosa no tratamento de isquémia cerebral em dois
modelos experimentais in vivo de acidente vascular cerebral
isquémico focal transitdério. A FIG. 1 representa a reducéo
do volume de enfarte cortical induzida por 60 minutos de
oclusdo da artéria cerebral média por ligadura da MCAO nos
animais tratados com apotransferrina em comparacdo com OS
controlos a quem apenas foi administrado veiculo. A FIG. 2
representa a reducdo do volume do enfarte induzida por 90
minutos de oclusdo da artéria cerebral média por filamento
intraluminal nos animais tratados com apotransferrina em
comparacdo com o0s controlos. As &reas mals claras das
imagens (A) das FIG. 1 e 2 indicam a &rea do cérebro
afectada. Em ambos o0s casos, 08 resultados demonstram
claramente que a administracdo de apotransferrina é alta-
mente vantajosa na reducdo das lesdes causadas por acidente

vascular cerebral isquémico focal transitério.

Também foi observado o efeito da administracdo de
apotransferrina por via intravenosa num modelo de acidente
vascular cerebral focal permanente. A FIG. 3 mostra como a

administracdo IV de apotransferrina 50 min depois de a
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oclusdo permanente da artéria cerebral média ter sido
produzida nos ratos levou a uma reducdo consideravel (cerca
de 50%) do volume da area cerebral lesionada. Portanto, a
administracdo de apotransferrina também ¢é eficaz para o
tratamento de acidente wvascular cerebral focal permanente,
em gque ndo ocorre a reperfusdo do tecido isquémico. Os
animais submetidos a oclusdo permanente da artéria cerebral
média foram também o objecto de ensaios neuroldgicos com o
objectivo de avaliar o seu grau de afectacdo sensorial e
motora. Os resultados preliminares destes ensaios indicaram
gque o0s ratos apresentaram menos défice neuroldgico e
executaram tarefas motoras envolvendo a A&rea do cérebro
afectada com maior eficdcia quando tratados com apotrans-

ferrina, confirmando assim os resultados anteriores.

2. A holo-transferrina aumenta a lesdo neuronal
em modelos de acidente vascular cerebral in vitro e 1in

Vivo.

O efeito de holotransferrina (fraccdo de trans-
ferrina que estd saturada com ferro) também foi estudado
num modelo de isquémia in vitro chamado OGD. Como ilustrado
na FIG. 4, a holotransferrina induz a morte neuronal (A) e
uma extensa producdo de radicais livres (B) em neurdnios de
cultura sujeitos a OGD. Foi consistentemente observado que
holotransferrina injectada intravascularmente antes de o
acidente vascular cerebral ocorrer aumenta a lesdo neuronal
causada pelo derrame. A FIG. 5 mostra o DWI (volume da

imagem ponderada por difusdoc) medido por ressondncia
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magnética nuclear em animais sujeitos a isquémia cerebral
focal transitéria utilizando filamento intraluminal. Este
DWI corresponde a area de tecido que vai morrer. A figura
mostra que os animais tratados com holotransferrina em
diferentes momentos antes de se efectuar a oclusdo de MCA
mostraram maior DWI do que os controlos, isto é, mostraram

maiores lesdes neuronais do que os controlos.

Estes resultados indicam que, ao contrario

apotransferrina, a holotransferrina ¢ prejudicial para os

doentes de acidente vascular cerebral.

Lisboa, 18 de agosto de 2016
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REIVINDICACOES

1. Apotransferrina para utilizacdo no trata-

mento de acidente vascular cerebral isquémico.

2. Apotransferrina para utilizacdo de acordo
com a reivindicacdo 1, gque é para administracdo por via

vascular.

3. Apotransferrina para wutilizacd&o de acordo
com a reivindicacdo 2, gue que é para administracdo por via

intravenosa ou intra-arterial.

4. Apotransferrina para utilizacdo de acordo
com a reivindicacdo 3, em que o acidente wvascular cerebral
isquémico é um acidente wvascular cerebral isgquémico focal

agudo.

5. Apotransferrina para utilizacdo de acordo
com qualquer das reivindicacdes 1-4, em associacdo com um
agente seleccionado do grupo gue consiste num agente
trombolitico, num agente gquelante, citicolina, fluoxetina e

lactoferrina.

6. Apotransferrina para utilizacdo de acordo
com a reivindicacdo 5, em gque a associacdo é com um agente

trombolitico.
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7. Apotransferrina para wutilizacd&o de acordo
com a reivindicacdo 6, em que o agente trombolitico é um

activador do plasminogénio tecidular humano.

8. Apotransferrina para utilizacdo de acordo
com qualgquer das reivindicacdes 6-7, que é administrada no

momento da reperfuséo.

9. Apotransferrina para utilizacdo de acordo
com a reivindicacdo 5, em que o agente quelante ¢é

desferroxamina.

10. Apotransferrina para utilizacdo de acordo
com qualquer das reivindicacdes 1-9, em que o acidente
vascular cerebral é um acidente vascular cerebral

transitério.

11. Apotransferrina para wutilizacdo de acordo
com gqualquer das reivindicacdes 1-9, em que o acidente
vascular cerebral é um acidente vascular cerebral

permanente.

12. Apotransferrina para wutilizacdo de acordo
com qualquer das reivindicac®es 1-11, em que a dose a ser
administrada de apotransferrina estd compreendida entre 1 e

1000 mg por kg de peso.

Lisboa, 18 de agosto de 2016
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REFERENCIAS CITADAS NA DESCRIGAO

Esta lista de referéncias citadas pelo requerente & apenas para
conveniéncia do leitor. A mesma ndo faz parte do documento da patente
Europeia. Ainda que tenha sido tomado o devido cuidado ao compilar as
referéncias, podem ndo estar excluidos erros ou omissées e o IEP

declina quaisquer responsabilidades a esse respeito.

Documentos de patentes citadas na Descrigédo

Literatura que ndo é de patentes citada na Descrigido

sty etnanshuia: gl o
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