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(57) Resumo: COMIPOSIGAO FARMACEUTICA E USO DE
PEPTIDEOS A presente invengdo se relaciona com o uso de
peptideossecretagogos os quais administrados em uma composigédo
farmacéutica de forma reiterada previnem e eliminam os depdsitos de
material fibrético patolégico em tecidos parenquimatosos internos
como figado, pulmdes, esbdfago, intestino delgado, rins, vasos
sanguineos, articulagées, além de formas sistémicas de fibrose
cutinea de qualquer etiopatogenia. Adicionalmente estes peptideos
impedem e eliminam o depédsito de material amildideo e hialino em
qualquer de suas formas quimicas e manifestagdes tecidulares; entre
outras do cérebro, cerebelo, vasos sanguineos, figado, intestinos, rins,
bago, pancreas, articulagbes, e a pele. Desta forma corrige-se a
disfuncdo de células, tecidos e 6rgaos afetados por estes depdsitos
anormais. Os peptideos da presente invencdo administrados por
infiltragdo ou tépicos contribuem a prevenir e eliminar os queldides e
as cicatrizes hipertréficas na pele por sequelas de queimaduras, e
outros traumas cutaneos.
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«“COMPOSICAO FARMACEUTICA E USO DE PEPTIDEOS”

Campo da Técnica

A presente invengdo se refere ao campo da industria
farmacéutica e a medicina, mais especificamente com o uso de peptideos
secretagogos os quais administrados em uma composi¢do farmacéutica de
forma reiterada, previnem e eliminam os depositos de material fibrético
patolégico em tecidos parenquimatosos internos como figado, pulmdes,
esOfago, intestino delgado, rins, vasos sanguineos, articulagdes, além de
formas sistémicas de fibrose cutinea de qualquer etiopatogenia.
Estado da Técnica Anterior

Os processos de fibroses sdo um conjunto de entidades
patologicas de carater mono-organico ou sistémico que se caracterizam pelo
depdsito anormal de matriz extracelular no parénquima de quase todos os
orgdos internos, os vasos sanguineos, ou a pele. Estas sdo consideradas como
a resultante de complexos processos de base auto-imune ou de respostas
intersticiais a eventos imitativos e inflamatérios prolongados. Em sentido
geral, ocorre um depdsito excessivo de material colageno no parénquima por
células intersticiais efetoras, ou a partir do material estromatico que se
expande e oblitera o tecido funcional. As células efetoras destes processos sdo
de origem mesenquimatosa € costumam ser bastante especificas de acordo
com o tecido afetado. Em sentido geral atribui-se aos miofibroblastos os
processos de fibroses patologicas. Os mecanismos que favorecem a
implantagdo das fibroses sdo complexos, e resultam ainda pouco conhecidos.
De todas formas, com independéncia do 6rgdo alvo em questdo insiste-se na
participagdo do fator de crescimento transformante tipo beta (TGF- B), do
fator de crescimento derivado do tecido conectivo (CTGF) e do fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF). As fibroses em longo prazo sdo
geralmente mortais e ndo tém cura até o presente. A seguir serdo abordados

alguns aspectos teoricos referidos aos processos de fibroses em alguns érgéos
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(Ding J, Yu J, Wang C, Hu W, Li D, Luo E, Luo H, Yu H. Ginkgo biloba
extract alleviates liver fibrose induced by CCly in rats. Liver International
2005: 25: 1224-1232.) (Friedman SL. Reversal of hepatic fibrose - Fact or
fantasy? Hepatology. 2006 Jan 30;43(S1):S82-S88)

Fibrose hepatica

Quando se ocasiona um dano ao figado, a resposta
inflamatéria e a remodelacdo da matriz extracelular (ME) restauram a fungio
e a arquitetura normal deste érgéo. No entanto, quando o dano persiste, existe
um desequilibrio entre os fatores que tentam reparar e chegar a resolugdo do
problema ocasionando uma alteragdo na regulagdo da ME e provocando a
sintese excessiva de seus componentes. O figado é o principal o6rgéo
envolvido na regulagdo do metabolismo, no processo de filtragem do sangue e
na regulagdo hormonal. As células estreladas hepaticas (HSC) localizam-se no
espaco que se forma entre as células endoteliais e os hepatdcitos, chamado
espaco de Disse ou espago sinusoidal, desde onde rodeiam as células
endoteliais com seus longos processos citoplasmaticos. As HSC sdo capazes
de sintetizar e secretar componentes da ME e representam uma fonte
importante em processos fibroticos. Estas células se caracterizam pelo
armazenamento de ésteres retinilico, a sintese de fatores de crescimento e
outras citocinas, além de seu papel na regulacio do fluxo sanguineo
sinusoidal. As HSC podem passar de um estado quiescente a um estado ativo
que ¢ induzido pela secrecio paracrina de citocinas inflamatorias, pela
producdo de espécies reativas do oxigénio ou bem por mudangas na estrutura
da ME que ocasionam mudangas no fené6tipo celular. Durante sua ativagdo as
HSC se diferenciam aos miofibroblastos adquirindo uma forma alongada,
expressam a-actina de musculo liso e perdem o retinol armazenado. Neste
estado as HSC adquirem novas propriedades que lhes ajudam a manter e
amplificar a resposta inflamatéria: capacidade proliferativa, contratibilidade,

producdo de citocinas e principalmente a sintese e secregdo de componentes
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de ME. Entre os principais fatores que ocasionam a produgdo de proteinas de
ME em HSC ativadas esta o TGF-pf, sintetizado principalmente na fase de
ativagdo por células de Kupffer; na fase de perpetuacdo, o TGF- S chega a ser
produzido principalmente pelas HSC ativadas perpetuando sua ativagdo. Em
sentido geral, qualquer das formas de induragdo fibrotica do figado, é
incompativel com a vida (Hepatic Failure. Last Updated: September 3, 2004.
Editor(s): David Eric Bernstein, MD, Chief, Section of Hebatology, North
Shore University Hospital, Director, Associate Professor, Department of
Internal Medicine, Division of Hepatology, N_éw York University School of
Medicine; Francisco Talavera, PharmD, PhD, Senior Pharmacy Editor,
eMedicine; Oscar S Brann, MD, Associate Clinical Professor, UCSD School
of Medicine; Program Director of Gastroenterology Fellowship, Department
of Intemal Medicine, Naval Medical Center San Diego; Alex J Mechaber,
MD, FACP, Director of Clinical Skills Program, Assistant Professor,
Department of Internal Medicine, Division of General Internal Medicine,
University of Miami School of Medicine; and Julidn Katz, MD, Professor,
Department of Internal Medicine, Division of Gastroenterology, MCP
Hahnemann University) (Sarem M. Hepatic stellate cells: it’s role in normal
and pathological conditions. Gastroenterol Hepatol. Fev. 2006; 29(2):93-101).

Fibrose pulmonar

A fibrose pulmonar € uma doenga lentamente progressiva que
inclui um grupo diverso de entidades. Histologicamente, caracteriza-se por
uma heterogeneidade temporaria das lesdes, predominando os de
miofibroblastos. Ainda que a seqiiéncia de eventos na patogenia da fibrose
pulmonar esteja bem documentada, hd pouca informa¢do sobre os
mecanismos exatos envoltos no dano inicial. E possivel que sejam
importantes os fendmenos imunoldgicos sobretudo, auto-imunes. Os fatores
genéticos também devem desempenhar algum papel. Microscopicamente,

uma caracteristica constante é a mudanga hiperplasica nas células epiteliais
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alveolares (neumdcitos tipo 2) com nucléolo proeminente e atipia citologica,
que com freqiiéncia imitam uma infec¢do viral. Ultra-estruturalmente, ¢é
possivel encontrar inclusdes tubulares intra-nucleares. O processo de deposito
de matriz e particularmente de material colageno no parénquima do pulméo
vai insidiosamente deteriorando sua arquitetura, colapsando bronquios, e
alvéolos que ao final deixam de constituir territério funcional para passar a ser
ndo funcional, e que excessivamente compromete a ventilagdo no pulmio.

Neste processo novamente, envolve-se o TGF-B como uma das principais.

- citoquinas que orquestra o processo. Os miofibroblastos sdo as células

efetoras pfodutoras de matriz. (Medranda Gomez MA, Paricio Nunez P,
Tovar Martinez A, Ferrer Marin F, Gonzalez Martinez P, Garcia Puche MJ.
Pulmonary fibrose. Rev Esp Enferm Dig. 2005 Nov; 97(11):843-4)

Fibroses sistémica cutdnea ou Escleroderma

A Esclerose Sistémica (ES) é uma doenga extremamente
complexa. Até a atualidade ndo existe nenhuma hipdtese Uinica que explique
sua patogénese. No entanto, anormalidades fundamentais em fibroblastos;
células endoteliais, células do sistema imunoldgico, em particular, linfocitos T
e B. As alteragdes funcionais nestas células ocasionam a caracteristica triada
de mudangas patologicas em ES: fibrose cutdnea e visceral progressiva,
obliteragdo do limen de pequenas artérias e arteriolas, e anormalidades na
imunidade. As altera¢es na imunidade humoral e celular originam a
produgdo de numerosos anticorpos, alguns dos quais s3o altamente
especificos para a doenga, a infiltragdo cronica de células mononucleares nos
tecidos afetados e a desregulagdo da producdo de linfocinas e fatores de
crescimento. Até agora, ndo estd claro qual destas alteragdes € de primordial
importancia ou como estdo inter-relacionadas para causar o processo fibrotico
progressivo na ES. No entanto, um componente crucial desta patogénese € a
ativacdo ndo regulada e persistente dos genes que codificam varios tipos de

coldgeno e outras proteinas da matriz extracelular nos fibroblastos de
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pacientes com ES. Esta ¢ a diferen¢a mais importante entre os fibroblastos
normais, os quais promovem cicatrizagdo normal e os fibroblastos na ES os
quais mostram uma incontrolada produgdo e deposi¢do de colageno dando
como resultado uma fibrose patologica nos 6rgdos afetados. Novamente, um
dos fatores de crescimento que parece ter um papel crucial na fibrose tissular
da ES é o TGF-beta. Um de seus mais importantes efeitos € a estimulagédo da
sintese de varios tipos de colageno e outras proteinas da matriz extracelular
incluindo fibronectina (31). Os fibroblastos de pacientes com ES expressam
altos niveis de receptores para TCF-beta em sua superficie o que pode ser
responsavel pelo incremento do sinal induzido por TGF-b e do aumento da
produgdo de colageno (30). Esta doenga € também mortal e incuravel (Steen
V. Targeted therapy for systemic sclerosis. Autoimmun Rev. Fev. 2006; 5(2):
122-4.)

Nefroesclerose diabética ou Nefropatia Diabética.

Quase todos os pacientes diabéticos desenvolvem
engrossamento das membranas basais glomerular e tubular aos 2 ou 3 anos do
diagnoéstico da doenga. Alguns deles chegardo a desenvolver expansdo do
mesangio glomerular e fibrose intersticial, as marcas patologicas da nefropatia
diabética progressiva. Com o tempo, a nefropatia evolui e clinicamente se
manifesta como o surgimento de proteinuria, hipertenso e insuficiéncia renal.
Existe uma boa correlagdo entre a expansdo da regido do meséangio, a
severidade da fibrose intersticial e a arteriosclerose, com a baixa da taxa de
filtragem glomerular. Isso tem como conseqii€éncia que a expansdo mesangial
reduz a filtragem glomerular por oclusdo dos capilares glomerulares e
diminuigdo da area efetiva para a filtragem. Da mesma maneira, a fibrose
tubulo-intersticial altera a arquitetura e fung@o tubular e isso conduz a
insuficiéncia renal. Nesta doenga também se estabeleceu o papel do TGF-beta
na orquestragdo dos processos fibrosos que ocorrem no rim dos pacientes

diabéticos. Esta doenga tem um curso progressivo, insidioso e termina com a
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vida do paciente por Insuficiéncia Renal (Cohen, M. P., Ziyadeh, F. N., Hong,
S. W., Shearman, C. W., Hud, E., Lautenslager, G. T., Iglesias-de la Cruz, M.
C, & Chen, S. (2002). Inhibiting albumin glycation in vivo ameliorates
glomerular overexpression of TGF-beta etal. Kidney Int, 61: 2025-2032),
(Ziyadeh; F. N., Hoffman, B. B., Han, D. C, Iglesias-de la Cruz, M. C, Hong,
S. W, Isono, M., Chen, S., McGowan, T. A., & Sharma, K. (2000). Long-
term prevention of renal insufficiency, excess matrix gene expression and
glomerular mesangial matrix expression by treatment with monoclonal anti-
TGF-beta antibody in db/db diabetic mice. Proc. Nati. Acad. Sci. USA, 97:
8015-8020)

Fibrose do Pénis ou Doenca de Peyronie

Conceitualmente a doengca € uma cicatriz patologica da
albuginea peniana que pode ocasionar em estado de repouso retragdo do
6rgdo, e em erecdo, curvatura e retracdo. Apesar de ndo poder se precisar o
inicio da doenga, a maioria dos autores coincidem em que a degeneragdo
fibrética da tunica albuginea € precedida por um fenémeno inflamatoério que
poderia ser desencadeado por um processo vasculitico, imunolégico, um
traumatismo, ou uma colagenopatia. Descreve-se um primeiro periodo de
invasio onde a placa fibrética pode progredir em forma silenciosa denotando
a curva ou a retragdo do pénis, apresentando dor na ere¢do ou durante a
penetragdo. Os sintomas que predominam sdo os originados pela fibrose.
Alguns pacientes podem apresentar, além disso, associados a estes sintomas, a
fibrose da cartilagem do 16bulo da orelha. Ainda que ndo seja uma doenga
mortal, compromete seriamente a qualidade de vida dos pacientes.
Novamente se invoca ao TGF-beta como agente indutor ou amplificador da
base molecular da doenga (Jakut M. New discoveries in the basic science
understanding of Peyronie’s disease. Curr Urol Rep. 2004 Dec;5(6):478-84)

Doenca Microvascular do Cérebro

A vasculopatia foi identificada em cérebros por exemplo de
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pacientes afligidos pela Doenga de Alzheimer como um marcador que pode
representar um importante fator patogénico nesta doenga e outras formas de
deméncia. A distribui¢io laminar e regional das lesdes vasculares se
correlaciona com a presenga de novelos neurofibrilares e placas senis. Faz
mais de 100 anos foi descrito pela primeira vez anomalias morfoldgicas nos
vasos cerebrais dos idosos, que consistiam em rigidezes, tortuosidades e
anelamentos. Faz menos de 20 anos estas anotagdes receberam total respaldo
enquanto se descreveu que os capilares do hipocampo senil se distorciam
mais com a idade do que os grandes vasos. A nivel ultraestrutural,
distinguem-se: (a) inclusdes membranosas dentro da membrana basal; e (b)
depodsitos microvasculares de coldgeno (fibrose) ou engrossamento dos
componentes da membrana basal. Com a idade se produz um marcado
incremento da degeneragdo de pericitos nos capilares. Os depoésitos de fibras
de colageno no interior da membrana basal foram observados no cérebro de
mamiferos. A periodicidade de 64 nm nestas fibras permitiu identificar a
natureza colagénica desta fibrose microvascular, com assento entre o
endotélio e os pericitos ou na face externa da membrana basal. O
engrossamento da membrana basal e os depositos de colageno sdo similares
em ratos e seres humanos com a idade e se considera que estes processos de
degeneracdo esclerose fibrotica da microvasculatura cerebral sdo a base
anatémica dos processos demenciais em general. Estas doengas pioram
clinicamente na medida que a circulag@o cerebral se dificulta pela oclusdo das
redes arteriolares e terminam provocando a auséncia de toda vida de relagdo
social coerente e de atividade cognitiva. O papel da doenga vascular na
patogénese da deméncia esta sendo reavaliado no momento atual enquanto se
sugere que mais de 50% das pacientes com deméncia tém algum estigma de
doenga vascular cerebral. Existem outros processos neuro-cerebrais de tipo
demenciais ndo de tipo Alzheimer nos que a pessoa experimenta séria

deterioragdo da memoria, da aprendizagem e das habilidades em general. O
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mais representativo destes processos € talvez a leuco-encefalopatia arterial
cerebral autossomica com enfartes subcorticais (CADASIL- iniciais de seu
nome em inglés). A doenga ndo tem uma base molecular e celular
compreendida. N&o obstante sabe-se que as arteriopatias dadas por deposito
de material granular osmiofilico que vai paulatinamente ocluindo a luz das
artérias, provocando focos de isquemia no cérebro com o subseqiiente
episddio de enfarte. A perda da viabilidade neuronal pelos microinfartos leva
a deterioragdo da atividade nervosa superior do cérebro, e por tanto a um
estado de senilidade e deméncia (Nakanao I. The function and integrity of the
neurovascular unit rests upon the integration of the vascular and inflammatory
cell systems. Curr Neurovasc Res. 2005 Dec;2(5):409-23.; Mott RT.
Neuropathology of Alzheimer’s disease. Neuroimaging Clin N Am. 2005
Nov;15(4):755-65).

Qutros processos degenerativos. Acumulacdo de Beta Amildide

A doenca de Alzheimer, a deméncia de maior prevaléncia em
maiores de 65 anos, € uma das principais causas de morte neste grupo de
idade. Ainda que a origem da doenca ainda ndo seja conhecida, os cérebros
dos pacientes de Alzheimer apresentam acumulo de diversos tipos de
proteinas dentro e fora dos neurdnios que estariam relacionados com a
doenga. A beta amildide € uma dessas proteinas que atua na formagdo de
depositos cerebrais extracelulares a medida que se envelhece. A deméncia de
Alzheimer tem um inicio insidioso com um declinar progressivo das fung¢des
mentais superiores, afetando a memoéria de fixagéo e de evocagdo. Os achados
neuropatolégicos se concretizam em acumulo de placas neuriticas e de
novelos neurofibrilares nas zonas vulneréaveis do cérebro e do troncoencéfalo.
As placas contém um nucleo compacto de beta-amiléide, um oligopeptideo
derivado do precursor da proteina beta-amildide. O risco para desenvolver
uma deméncia ¢ fortemente visto associado ao polimorfismo da

apolipoproteina E. No cérebro, a Apo-E interage com a beta-amiloide, e a
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Apo-E4 se associa com um depésito aumentado de beta-amildide e um
numeroS aumentadoS de novelos neurofibrilares.

Tanto a atengdo como os processos da memoria e de
aprendizagem s3o os pontos de afetagdo das fungdes cerebrais mas afetadas
na doenga de Alzheimer como modelo das doengas demenciais que cursam
com acumulagdo de beta-amildide. Até agora, existe um Unico farmaco
aprovado pela FDA para o tratamento do déficit cognitivo da doenga de
Alzheimer. A proteina beta-amildide tem efeitos necrogé€nicos sobre as
células cerebrais, mediado pela agdo dos radicais livres. O deposito de beta-
amildide no parénquima cerebral ¢ um fato distintivo da patog€nese da
doenga de Alzheimer, ainda que também ocorra em menor grau no
envelhecimento normal.

A redugdo da sintese da forma neurotéxica da proteina beta-
amildide pode atenuar o processo que contribui para o dano neuronal na
doenga de Alzheimer. Assim mesmo sua eliminagdo do cérebro e sua
posterior excre¢do contribuiria para a melhoria das fungGes nervosas
superiores dos pacientes. A doenga de Alzheimer deteriora severamente a
qualidade de vida do paciente, e ndo tem cura até o presente Gurol ME.
Plasma beta-amyloid and white matter lesions in AD, MCI, and cerebral
amyloid angiopathy. Neurology. 2006 Jan 10; 66(1):23-9.; Han HS. The
function and integrity of the neurovascular unit rests upon the integration of
the vascular and inflammatory cell systems. Curr Neurovasc Res. 2005
Dec;2(5):409- 23; Anderson E. The Organic Brain Syndrome (OBS) scale: a
systematic review. Int J Geriatr Psychiatry. 2006 Jan 27.

DESCRICAO DAS FIGURAS

Figura 1. Porcentagem de animais por grupo com
compromisso de fibrose renal ao final do tratamento com GHRP-6. Nota-se a
diferenca existente entre o grupo de animais placebo que recebe solugdo

salina e aqueles que recebem GHRP-6. A diferen¢a mais alta € observada ao
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comparar o grupo placebo com o que recebe a dose de 400 pg/kg - o que
sugere um efeito dose-dependente. Avaliagdo histolégica da reagdo fibro-
proliferativa no intersticio renal. Inclui o processo de encapsulagéo fibrética
de tabulos e glomérulos fibrdticos. Desta forma se estabelece o grau de
fibrose renal total que se emprega para determinar a porcentagem de animais
afetados ou ndo ao final do tratamento, (a) - significa diferenca estatistica de p
<0.001 entre o grupo de dose de 400pg/kg de GHRP-6 e o placebo.
EXEMPLOS
Exemplo 1. Reversio da fibrose hepatica em ratos

O objetivo do presente experimento foi o de avaliar o efeito da
composi¢do farmacéutica baseada em GHRP-6 na reversdao da fibrose
hepatica em ratos. Induziu-se fibrose hepatica em ratos Wistar macho de 250
gramas de peso corporal médio mediante a ligadura do conduto biliar externo.
Para isso os ratos foram anestesiados com a combinagdo cetamina/xilazina e
submetidos a uma laparotomia até expor o conduto biliar comum. Este foi
duplamente ligado com catgut cromado 4-0. Depois de concluida a cirurgia os
animais foram aleatoriamente atribuidos em trés grupos experimentais de 20
ratos cada um: (1) Grupo placebo de controle que recebe solugdo salina
fisiologica. (2) Grupo que recebe GHRP-6 com dose de 100 pg/kg, (3) Grupo
que recebe GHRP-6 com dose de 400 pg/kg. Os tratamentos foram
administrados todos os dias em espaco de trés semanas depois de induzido o
processo de fibrose do parénquima do figado. Todos os tratamentos
comegaram trés semanas depois de estabelecida a fibrose. O seguimento do
processo de dano hepatico foi realizado mediante exame de ultra-som semanal
da area de projecdo do 6rgdo, evolucdo dos niveis séricos de transaminases
GOT e GPT, niveis de gama glutamil transferase (GGT) e volume de ascites.
Os tratamentos com GHRP-6 ou placebo foram realizados uma vez ao dia
pela via intraperitoneal. Concluidos os tratamentos os animais foram

sacrificados por sobre doses de anestesia e se procedeu a extragdo do figado e
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do soro sanguineo. Os fragmentos de figado foram fixados em formalina
neutra e processados com as coloragdes de hematoxilina/eosina ou tricrémica
de Masson para avaliagdo do dano geral e da severidade da induragdo da
fibrose. Outros fragmentos de figado foram conservados a -70°C até seu
prbcessamento para determinar o conteudo de hidrdxi-prolina mediante
hidrolise acida em 1 N HCI, bem como os niveis intra-hepéticos de
indicadores do metabolismo redox. As determinagdes bioquimicas foram
realizadas sobre a base do cilculo de proteinas totais pelo método de
Bradford. o

Tabela 1. Escala de gradac;ﬁo do processo: (0) - nula, (1) - moderada, (2) -

limitada, (3) - severa, (4) -muito severa.

Grupo Grau 0 Graul Grau 2 Grau 3 Grau 4
experimental

Placebo (N=14) 0 0 2 5* 7(50%)*
Dose I (N=16) 5 9 2 0 0
Dose II (N=20) 8 11 1 0 0

*p <0.001. Prova de Chi quadrado.
Tabela 2. Avaliagdo dos niveis de hidréxi-prolina no figado ao final de trés

semanas de tratamento.

Grupo experimental
Placebo (N=14)
Dose I (N=16) 56,71 + 8,11*
Dose II (N=20) 16,15 + 1,025

** p=0.00021. Placebo vs. Tratados. *p = 0.001 Dose I vs. Dose II. Prova de
t de Student de duas filas.

Conteudo de OH-P (pg/g de proteinas totais)
133,25 +21,69**

Tabela 3. Niveis séricos de GOT, GPT e GGT nos grupos ao concluir as trés

semanas de tratamento.

Grupo experimental

GOT (IU/L)

GPT (IU/L)

GGT (IU/L)

Animais intactos

32,56 £ 927

20,93 £ 7,74

23,62+ 5,21

Placebo (N=14)

115,84 = 27,80**

155,30+11,63**

143,18+25,36**

Dose I (N=16)

61,58 « 16,10%

81,71 £30,90*

71,53 £22,14%

Dose II (N=20)

30,41 £6,11

60,64 + 19,87

25,56 + 8,63

** p=0.0003. Placebo vs. Tratado Dose II e Intactos. *p = 0.0002 Dose I vs.
Dose II e Intactos. Ndo existiram diferencas entre Intactos e Doses II. Prova

de t- de student de duas filas.
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Tabela 4. Nivel de marcadores de estresse oxidativo nas mostras de figado ao

final da terceira semana de tratamento.

Grupo SODt Catalase HPT MDA
experimental
Grupo intacto 28261,08+1260,94 | 16,40+3,95 27,25%2,47 0,06+ 0,01

Grupo salina- | 573,83£645,93** | 580,58+57,39** | 108,66+15,82** | 025+ 0,04**
placebo

Grupo Dose | 11058,07+744,61* | 68,50+12,73* 43,06+1,83* 0,14+0,02*

Grupo Dose II 21029,87+498,28 | 31,50+4,3 21,16 £ 1,71 0,08+0,01

** p=0.0001. Placebo vs. Tratado Dose II e Intactos. *p =0.0003 Dose I vs.
Dose II e Intactos. Nao existiram diferencas entre Intactos e Doses II. Prova
de t de Student de duas filas. . |

O tratamento com GHRP-6 claramente | demonstra a
capacidade deste peptideo para eliminar e controlar o depdsito de material
colageno e de matriz extracelular em general no parénquima do figado como
conseqiiéncia da ligadura do conduto biliar comum. A importdncia do
tratamento se demonstra na convergéncia dos dados morfoldgicos e
bioquimicos que sustentam que apesar de haver insaturado um estado de
severo compromisso fibrético peri-ductal e peri-portal em general, este pode
ser levado a niveis despreziveis sem recorréncia. Destaca-se que os animais
do grupo placebo ndo mostraram recuperag@o espontanea.
Exemplo 2. Reversao da fibrose hepatica em ratos

O objetivo do presente experimento foi o de avaliar o efeito da
composi¢do farmacéutica baseada em GHRP-6 na revers@o da fibrose
hepatica em ratos, nesta ocasido induzida por tetracloreto de carbono (CCL4).
Este ¢ um agente hepato-tdxico que provoca hepatite cronica e fibrose quando
se administra a longo prazo. Induziu-se a fibrose hepatica em ratos Wistar
macho de 250 gramas de peso corporal médio mediante a inoculagdo
intraperitoneal duas vezes por semana de CCL4 50%/50% (V/V) em azeite de
oliva, em espaco de 4 semanas. Decorrido o periodo de administrag¢do, 25%
da populagdo de ratos tratadas foi sacrificada e submetida a estudo de

bioquimica sanguinea e de anatomia patologica. O processo de fibrose do
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figado foi demonstrado em todos os animais estudados. Os animais foram
aleatoriamente distribuidos em trés grupos experimentais de 15 ratos cada um:
(1) Grupo que recebe solugdo salina fisioldgica-controle placebo. (2) Grupo
que recebe GHRP-6 com dose de 100 pg/kg, (3) Grupo que recebe GHRP-6
com dose de 400 pg/kg. Os tratamentos foram administrados todos os dias em
espago de quatro semanas depois de demonstrado o processo de fibrose do
parénquima do figado. Os tratamentos comegaram imediatamente depois de
estabelecida a fibrose e de suspendida a administragdo do CCI4. C_oncluidbs.
os tratamentos os animais foram sacrificados por sobre doses de anestesia e
procedeu a extragdo do figado e do soro sanguineo. Os fragmentos de figado
foram fixados em formalina neutra e processados com as coloragdes de
hematoxilina/eosina ou tricrémica de Masson para avaliagcdo do dano geral e
da severidade da induragdo da fibrose. Outros fragmentos de figado foram
conservados a -70°C até seu processamento para determinar o conteido de
hidréxi-prolina mediante hidrdlise acida em 1 N HCI, bem como os niveis
intra-hepaticos de indicadores do metabolismo redox. As determinagdes
bioquimicas foram realizadas sobre a base do célculo de proteinas totais pelo
método de Bradford. A caracterizagdo da resposta ao tratamento com a
composi¢do farmacéutica foi realizada mediante a determina¢io dos niveis
séricos de transaminases GOT e GPT, critérios histoldgicos em escala
quantitativa e alguns marcadores criticos, eloqiientes do nivel de dano lipo-
peroxidativo.

Tabela 5. Escala de gradacdo do processo: (0) - nula, (1) - moderada, até 25%
do corte (2) - limitada até 50% do corte, (3) - severa, até 75% do corte (4) -
muito severa, mais de 75% do corte. Avaliagdo histoldgica da reagdo fibro-
proliferativa em padrdo de pontes. Inclui conjuntamente a existéncia de
Necrose na zona III. Numero de animais por grupo segundo grau de

compromisso ao final do tratamento.
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Grupo experimental (n=15) Grau 0 Graul Grau 2 Grau 3 Grau 4
Placebo 0 0 0 5* 10**
Dose I 0 9 6* 0 0
Dose II 8* 7 0 0 0

*p < 0.001. Prova de Chi quadrado. Grau 0. Grupo II vs. Placebo e Dose Grau
1. Dose I e II vs. Placebo. Placebo, graus 3 e 4 vs. Animais tratados.

Tabela 6. Avaliacdo dos niveis de hidréxi-prolina no figado ao final do

tratamento.
Grupo experimental (N=15) Conteudo de OH-P (pg/g de proteinas totais)
Placebo 86,19 + 11,43**
Dose 1 40,21 + 3,54*
Dose 11 10,22 + 4,33

5 **p=0.00021. Placebo vs. Tratados. *p=0.001 Dose I vs. Dose II. Prova de t
de Student de duas filas.

Tabela 7. Niveis séricos de GOT e GPT nos grupos ao concluir o tratamento.

Grupo GOT (IU/L) GPT (IU/L)
experimental
Animais 31,56+ 6,55 18,77 £ 6,53
intactos
Placebo 111,97 £ 36,50%* | 274,14£2]1,75%*
Dose 1 56,31 £12,19* 77,15 £ 22,66*
Dose I 28,18 £ 4,71 26,94 + 12,42
** p = 0.0005. Placebo vs. Tratado Dose II e Intactos. *p = 0.001 Dose I vs.

Dose II e Intactos. Néo existiram diferencas entre Intactos e Doses II. Prova

10  detde Student de_ duas ﬁlas. |

Tabela 8. Nivel de marcadores de estresse oxidativo nas mostras de figado ao

final da terceira semana de tratamento.

Grupos SODt Catalase HPT MDA
Experimentais
Grupo Intacto 28261,08+1260,94 | 14,84+1,24 18,72+3,22 0,09+0,02
Grupo salina- | 289,2+116,1** 560,59+44,28** | 257,84+86,14** | 0,56+1,04 **
placebo
Grupo Dose I 17632,08+321,55* | 60,43+11,81* 55,11£2,77
0,16+1,16*

Grupo Dose II 20187,87+245,13 | 22,67+3,56 26,442 .43 0,09+0,01

**p = 0.0002. Placebo vs. Tratados: Dose I e II e Intactos. *p = 0.0005 Dose I
vs. Dose II, Placebo e Intactos. Ndo existiram diferengas entre Intactos e

15 Doses II. Prova de t de Student de duas filas.
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O tratamento com GHRP-6 demonstra a capacidade deste
peptideo para eliminar e controlar o depdsito de material colageno e de matriz
extracelular em general no parénquima do figado como conseqiiéncia da
administracdo reiterada de CCL4. O tratamento também demonstra prevenir a
morte dos hepatdcitos de forma individual, focal e pericentrolobulilar. A
importancia do tratamento se demonstra na convergéncia dos dados
morfologicos, enziméticos e bioquimicos que sustentam que apesar de haver
se insaturado um estado de severo compromisso fibrético difuso em forma de
pontes confluentes, este pode ser levado a niveis despreziveis sem
recorréncia. Novamente, destaca-se que os animais do grupo placebo ndo
mostraram recuperagdo espontanea.

Exemplo 3. Reversio da fibrose renal ou Nefroesclerose em ratos.
Terceiro experimento

O objetivo do presente experimento foi o de avaliar o efeito da
composi¢do farmacéutica baseada em GHRP-6 na reversdo da fibrose renal
em ratos. Nesta ocasifio o processo foi induzido pela administragdo continua
do agente anti-neoplésico doxorrubicina (DX) a uma dose de 2.5 mg/kg duas
vezes por semana em espago de 8 semanas. A presenga de depdsito fibrotico
nos espagos peri-portais, peri-bronquiais e de todo o intersticio renal com
padrdo quistito-nodular foi demonstrado por estudo histopatologico destes
orgdos em 25% da populagdo de ratos que tinha sido intoxicada com a
doxorrubicina. A partir deste ponto, suspendeu-se a administra¢do de DX e se
iniciou o tratamento com a composi¢do farmacéutica que contém GHRP-6. O
tratamento foi realizado diariamente, com dose de 100 e 400ug/kg em um
volume de 1 ml por via intraperitoneal, em espago de 4 semanas. Os animais
foram aleatoriamente distribuidos em trés grupos experimentais de 20 ratos
cada um: (1) Grupo que recebe solugdo salina fisiologica-controle placebo.
(2) Grupo que recebe GHRP-6 com dose de 100 pg/kg, (3) Grupo que recebe

GHRP-6 com dose de 400 pg/kg. Concluidos os tratamentos os animais foram
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sacrificados por sobre doses de anestesia e se procedeu a extragdo dos rins, o
figado, os pulmdes e do soro sanguineo. Os fragmentos de tecidos foram
fixados em formalina neutra e processados com as coloragdes de
hematoxilina/eosina ou tricromica de Masson para avaliagdo do processo de
induragdo da fibrose. Outros fragmentos foram conservados a -70°C até seu
processamento para determinar o conteudo de hidroxi-prolina mediante
hidrdlise acida em 1 N HCIl, bem como os niveis de creatinina e de
marcadores de estresse oxidativo. As determinagdes bioquimicas foram
realizadas sobre a base do célculo de proteinas totais pelo método de
Bradford.

Tabela 9. Numero de animais por grupo em cada nivel de severidade do
compromisso fibrotico. Escala de gradagdo do processo fibrdtico do rim: Grau
(0) - Nula, Grau (1) - Moderada, interessa o intersticio sem deformar ou
encapsular os tiibulos nem os glomérulos, Grau (2) - Intensa, interessa todo o
intersticio, deforma os tibulos, obliterando sua luz, encapsula o glomérulo
externamente, Grau (3) - Muito intensa, interessa o intersticio intensamente,
encapsula e colapsa os tubulos, colapsa os glomérulos. Compreende o

deposito a nivel mesangial.

Grupo experimental Grau 0 Graul | Grau2 Grau 3
(N=20)
Placebo 0 1 4 15%*
Dose ] 6 5 0
Dose 11 5 15*% 0 0

*p <0.001. Prova de Chi quadrado.
Tabela 10. Avaliagdo dos niveis de hidroxi-prolina nos rins ao final do

tratamento.

Grupo experimental
(20 fragmentos por grupo)

Conteido de OH-P (pg/g de
proteinas totais)

Placebo 65,21 £ 22,16%*
Dose I 46,15 +2,73*
Dose 11 8,66 + 1,02

** p=0.0001. Placebo vs. Tratados. *p=0.05 Dose I vs. Dose II. Prova de t de
Student de duas filas.

Tabela 11. Niveis séricos de GOT e GPT nos grupos ao concluir o
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tratamento. Integridade do parénquima hepético.

Grupo Experimental GOT (IU/L) GPT (IU/L)
Placebo 124,12 £ 28, 3** 188,77 £ 16,98**
Dose I 64,82 £23,71* 81,0+ 10,25*
Dose I 26,22+ 4,1 28,25+ 5,66

** p=0.0005. Placebo vs. Tratados. *p=0.042 Dose I vs. Dose II Prova de t de
Student de duas filas.
Tabela 12. Nivel de marcadores de estresse oxidativo nas mostras de tecido

renal ao final da quarta semana de tratamento.

Grupos SODt Catalase HPT MDA
Experimentais
Grupo salina- | 199,7+6,81 356,2+18,15%* | 287,11+£20,02** | 0,981+1,1**
lacebo '
Grupo Dose | 665,08+28,42* | 126,02+12,23* | 73,2 £6,92 0,56+2,23*
Grupo Dose I 1287,64+112,63 | 45,38+8,27 16,14+3,67 0,087+0,02

#* p=0.0002. Placebo vs. Tratados: Dose I e II. *p=0.033 Dose I vs. Dose II.
Nao existiram diferengas entre Intactos e Doses II. Prova de t de Student de
duas filas.
Exemplo 4. Controle da fibrose do pulmio

O objetivo do presente experimento foi o de avaliar o efeito da
composi¢do farmacéutica baseada em GHRP-6 na reversio da fibrose
pulmonar em ratos. Nesta ocasido o processo foi induzido pela administragio
do agente anti-neoplasico Bleomicina (Ble) a uma dose de 2.5 U/kg duas
vezes por semana em espago de 4 semanas. A presen¢a de fibrose nos
pulmdes foi demonstrada por estudo histopatolégico destes 6rgdos em 25% da
populagdo de ratos que tinha sido intoxicada com a Ble. A partir deste ponto,
suspendeu-se a administragdio de Ble e se iniciou o tratamento com a
composi¢do farmacéutica que contém GHRP-6. O tratamento foi realizado
diariamente, a dose de 100 e 400pg/kg em um volume de 1 ml por via
intraperitoneal, em espago de 4 semanas. Os animais foram aleatoriamente
distribuidos em tré€s grupos experimentais de 10 ratos cada um: (1) Grupo que
recebe solucdo salina fisioldgica-controle placebo. (2) Grupo que recebe
GHRP-6 com dose de 100 pg/kg, (3) Grupo que recebe GHRP-6 com dose de

400 pg/kg. Concluidos os tratamentos, os animais foram sacrificados por
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sobre doses de anestesia e procedeu a extragdo dos pulmdes e do soro
sanguineo. Os fragmentos de tecidos foram fixados em formalina neutra e
processados com as coloragdes de hematoxilina/eosina ou tricromica de
Masson para avaliagdo do processo de induragdo da fibrose. Outros
fragmentos foram conservados a -70°C até seu processamento para
determinar o conteudo de hidréxi-prolina mediante hidrélise acida em 1 N
HCI. As determinagGes bioquimicas foram realizadas sobre a base do calculo
de proteinas totais pelo método de Bradford.

A avaliagdo histologica da reagdo fibro-proliferativa no
pulméo inclui o processo de fibrose perivascular, peribronquial, e séptico. O
grau de fibrose pulmonar total foi estabelecido considerando a extensdo e
intensidade do processo nestes trés segmentos para desta forma determinar a
porcentagem de animais afetados ou néo ao final do tratamento com o GHRP-
6. Os resultados do niimero de animais por grupo com pulmdes fibroticos de
acordo com a sua severidade aparecem na tabela 1.

Grau 0- ndo evidéncias de fibroses ou somente finas fibras
difusas ou de focos de material areolar que ndo sugerem comprometimento
respiratorio.

Grau 1- fibrose predominantemente peri-vascular em mais de
75% das arteriolas e dos capilares.

| Grau 2- fibrose predominantemente peri-vascular em mais de
75% das arteriolas e dos capilares, mais comprometimento peribronquial.

Grau 3- fibrose predominantemente peri-vascular em mais de
75% das arteriolas e dos capilares, mais comprometimento peribronquial. J4
se constata a presenga de material fibrético nos septos interalveolares.

Tabela 13. Animais de cada grupo localizados segundo a severidade da

fibrose pulmonar.

Grupo experimental Grau 0 Graul | Grau2 Grau3
(N=15)
Placebo 0 1 5 10*
Dose I 3 10 2 0
Dose I 8 7 0 0
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* p<0.05. Prova exata de Fisher.

Como se pode observar, ndo existem animais no grupo placebo
inclusos nas escalas Graus 0 e 1. A maioria destes se encontram no grupo
Grau 3 de severidade. Contrariamente, a dose II mostra um potente efeito
enquanto mais de 50% dos animais se localizam na escala Grau 0.

Tabela 14. Avaliagﬁo dos niveis de hidroxi-prolina nos pulmdes ao final do

tratamento com salina ou GHRP-6.

Grupo experimental Conteido de OH-P
(15 fragmentos por grupo) (ng/g de proteinas totais)
Placebo 178,53 £42,77**
Dose 1 91,24 + 16,84*
Dose 11 12,75 + 3,61

**p = 0.0001. Placebo vs. Tratados. *p = 0.05 Dose I vs. Dose II. Prova de t
de Student de duas filas.

O efeito do tratamento na eliminacdo ou reversibilidade da
fibrose pulmonar induzida pela bleomicina se faz evidente também a partir da
determinagdo do contetido de hidroxi-prolina em mostras secas de tecido
pulmonar, o que converge com os resultados histologicos ja descritos. Até o
presente mostraram-se evidéncias do potente efeito antifibrotico da
compoéigio farmacéutica que contém GHRP-6 em quatro experimentos
independentes em modelos experimentais que envolvem: dois estudos de
fibroses do figado, um estudo de fibrose do rim e um estudo de fibrose do
pulmao. Os resultados sdo repetiveis e reproduziveis, o que indica a eficacia
do tratamento no controle destes processos em mais de um 6rgdo interno, e
independentemente da base etio-patogénica que lhe deu origem.

Exemplo 5. Efeito da composi¢cido farmacéutica baseada em GHRP-6 no
controle e eliminagio da acumulacio de proteina beta-amiloide no
cérebro

O objetivo do presente estudo foi o de avaliar a influéncia da
administragdo prolongada (8 semanas) de GHRP-6 sobre marcadores

bioquimicos e morfologicos cerebrais, indicadores da progressdo do dano no
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sistema nervoso central, em ratos transgénicos para a proteina precursora do
beta-amiloide.

Para o presente estudo adquiriram ratos transgénicos APP que
sobre-expressam a proteina precursora do beta amildide; de sexo masculino e
de 20-25 gramas de peso. Os animais (N=30) foram aleatoriamente
distribuidos a:

Grupo placebo - com solugéo salina fisiologica 0.9%.
Grupo Dose I - GHRP-6 a 50 pg/kg de peso em solugdo salina.
Grupo Dose 11 - GHRP-6 a 100 pg/kg de peso em solugdo salina.

Os tratamentos foram realizados por via intra-peritoneal em
um volume de 1 ml, cinco dias na semana e em espago de 8 semanas, de tal
forma que os animais receberam 40 administragdes de GHRP-6. Sobre a
experiéncia de estudos piloto exploratérios sabia-se que este lapso de tempo
de tratamento era suficiente para melhorar habilidades cognitivas e motoras
dos animais em condic¢des de estresse.

Concluidas as 8 semanas de tratamento, os ratos foram
sacrificados por sobre-doses de anestesia e pré-fundidos in-situ com solugdo
salina. Os encéfalos foram extraidos e um hemisfério cerebral foi congelado
em gelo seco e o contralateral fixado em uma solu¢do a 4% de
paraformaldeido neutro. As mostras foram submetidas a criocortes de 10
micros e coloridas com H/E;, Vermelho Congo ou incubadas com um
anticorpo que reconhece especificamente o beta-amildide. Os processos
morfométricos foram realizados capturando a imagem microscopica com uma
camara de video acoplada ao microscopio, sendo analisada pelo programa
DIGIPAT.

Indicadores estudados

Numero de depositos fibrilares de proteina beta-amildide
positivos ao vermelho congo.

Numero de focos imunorreativos com o anticorpo que
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reconhece a proteina beta-amildide.

Tamanho das placas amiléides no cérebro reconhecidas a 200
e 400x (em micros quadrados).

Concentragdo cerebral de mio-inositol como indicador de
velhice e deterioragdo do metabolismo cerebral (umol/grama de tecido).

Marcadores de estresse oxidativo no cérebro.

Tabela 15. Efeito do tratamento com GHRP6 na remogdo dos depositos

amildides cerebrais.

Gruno No. de depositos No. de depésitos | Tamanho das Concentragio de
Expe in[:en tal positivos para positivos para - placas de mio-inositol no
per Vermelho Congo beta-amiléide amiléide cérebro.
Placebo 35,64 + 11,33** 31,27 + 8,9** 48,5 +2,03** 61,28 + 16,33**
Dose I. GHRP6 21,78 £ 6,57* 15,11 + 3,27 15,51 + 6,44 49,35 + 10*
Dose II. GHRP6 14,52 + 4,18 13,58 £ 4,61 10,88 £ 4,1 27,45 + 8,61

** p=0.0001. *p=0.0023. Prova de Ou Mann Whitney.

Na tabela 15 recopilam-se todos os resultados dos pardmetros
estudados para caracterizar o efeito do tratamento a longo prazo com a
composi¢do farmacéutica que contém GHRP-6. Note-se que os resultados se
referem ao contagem de imagens digitais de um sé hemisfério cerebral. Para
salvar esta limitagdo as contagens foram realizadas as cegas por trés
observadores diferentes e os resultados que mostrados correspondem a 5
leituras das laminas. Tabela 15. Efeito da composi¢do farmacéutica que
contém GHRP-6 no controle da acumulagdo de amildide e a bioquimica
cerebral. |

Como se pode observar o tratamento por 8 semanas com a
composi¢do farmacéutica que contém GHRP-6 tem um favoravel no controle
da acumulagdo de material amildide em suas diversas formas no cérebro, bem
como na corre¢do do metabolismo do 6rgdo. Existe um marcado efeito dado
pela redugdo dos depositos amilodides, e redugdo do corte das placas. O
marcado efeito de redugdo da acumulagdo de mio-inositol estabelece a
evidéncia de uma corregdo de rotas bioquimicas, de maior assimilagdo da

energia, ¢ de melhor nutricdo dos neurdnios. Isso pode ter um favoravel
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impacto clinico no controle do envelhecimento cerebral. A seguir na tabela
16, demonstra-se o favoravel efeito da composi¢do farmacéutica que contém
GHRP-6 no controle da peroxidagdo dos lipideos no cérebro de animais
transgénicos para a doengca de Alzheimer. Novamente estas evidéncias
sugerem o efeito favoravel desta composigdo para controlar um dos processos
mais responsabilizados com a deterioragdo do tecido nervoso nas doengas e
durante o envelhecimento.

Tabela 16. Marcadores do estresse oxidativo em tecido cerebral.

Grupos SODt Catalase HPT MDA
Experimentais
Grupo salina-placebo [ 475,9 + 60,32** | 118,6 +26,33** | 105,6 £22,1** | 1232+ 1,14 **
Grupo Dose I 611,17 +£44,79* 81,6 +15,25 543 +11,87* 0,77 + 1,56*
Grupo Dose 11 863,22+ 50,3 60,18 + 13,67 21,25+ 5,44 0,4 +0,02

p = 0.00014. Placebo vs. Tratados: Dose I e II. *p=0.025 Dose I vs. Dose II.
Prova de U-Mann Whitney.

Exemplo 6. Efeito da composi¢do farmacéutica baseada em
GHRP- 6 e outros peptideos para o controle da deméncia de origem vascular.
Eliminacdo do material osmiofilico da vasculatura cerebral. Prevencdo e
controle do processo de envelhecimento cerebral.

Este experimento foi realizado com o propoésito de avaliar a
eficécia de composi¢des farmacéuticas que indistintamente contém algum dos
seguintes peptideos: GHRP-6, GHRP-2, hexarelina, grelina, sobre o controle
do processo de involugdo neuro-funcional central em animais transgénicos
que sobre-expressam uma forma mutada do gene NOTCH 3 nas células
musculares lisas dos vasos sanguineos. Com o transcurso dos meses estes
animais desenvolvem uma arteriopatia similar a que aparece na doenga
CADASIL referida na memodria descritiva, e que acontece como uma das
principais causas de deméncia vascular. As lesdes vasculares nestes animais
também incluem as vasculopatias retinocerebrais, cerebrais e da codclea.
Desde o ponto de vista histopatologico se destaca a presenca de material
amildide no cérebro e nos vasos sanguineos, o depdsito de material granular

osmiofilico nas paredes arteriais do cérebro e nas meninges, bem como a



10

15

20

25

23

reducdo de sua luz. No cérebro e nos principais troncos nervosos aparecem
zonas branco-palidas, zonas de microinfartes e focos hemorragicos.

Utilizaram-se ratos macho de 18-20 meses de idade quando ja
tinham evidéncias sintomatoldgicas da doenga. Os animais foram
aleatoriamente distribuidos nos seguintes grupos experimentais e de
tratamento:

A - grupo placebo que recebeu solugdo salina fisiologica.

B - grupo tratado com 100 pg/kg de GHRP-6.

C - grupo tratado com 100 pg/kg de GHRP-2.

D - grupo tratado com 100 pg/kg de Grelina.

E- grupo tratado com 100 pg/kg de Hexarelina.

Os tratamentos foram efetuados duas vezes na semana e em
espaco de 16 semanas, via intraperitoneal. Concluidos os tratamentos,
independentemente da melhoria clinica evidenciada em numerosos animais
tratados, procedeu-se a estudo de autdpsia e a tomada de mostras de tecido
cerebral com as meninges para determinagdes histopatoldgicas e bioquimicas.
Os animais receberam uma overdose de anestesia, foram pré-fundidos com
solugdo salina fisioldgica fria por via intracardiaca para arrastar o sangue do
encéfalo. Os encéfalos foram extraidos e um hemisfério cerebral foi
congelado em gelo seco e o contralateral fixado em uma solugdo a 4% de
paraformaldeido neutro. As amostras foram submetidas a criocortes de 10
micros e coloridas com H/E, Vermelho Congo ou incubadas com um
anticorpo que reconhece especificamente o beta-amiloide. Os processos
morfométricos foram realizados capturando a imagem microscopica com uma
camara de video acoplada ao microscopio, sendo analisada pelo programa
DIGIPAT.

Indicadores estudados:

Numero de depdsitos fibrilares de proteina beta-amildide nos

vasos sanguineos.
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Numero de hemorragias subcorticais.

Concentra¢do cerebral de mio-inositol como indicador de

velhice e deterioragdo do metabolismo cerebral (umol/grama de tecido).

Marcadores de estresse oxidativo no cérebro.

Tabela 17. Resultados das determinagGes morfométricas sobre o tecido

cerebral.
No. de depositos - .
Grupo L No. de depésitos No. de infartos No. de focos
Experimental positivos para positivos para Nlssl subcorticais hemorragicos
Vermelho Congo
Placebo 35,64+ 11,33%* | 31,27+ 8,9%* 48,5+ 2,03** 41,28+ 16,33**
GHRP-6 16,31% 5,33 14,22+ 8,15 26,791 4,19 19,05+ 5,14
GHRP-2 18,26+ 4,57 13,8+ 6,76 30,13+ 5,72 11,79+ 4,25
Grelina 17,67+ 2,26 11,27+ 4,61 26,9+ 4,27 13,06+ 2,77
Hexarelina 15,24+ 1,24 11,36+ 6,4 27,11+ 3,55 14,61+ 3,31

** p<0.0002 entre o placebo e o resto dos grupos de tratamento com as
substancias de cada uma das composigées farmacéuticas.

Como se pode observar o tratamento com cada um dos
secretagogos reduz significativamente o nuimero de artérias, arteriolas e
capilares positivos a amildide fibrilar (vermelho congo) e os depdsitos
granulares de material osmiofilico (coloracdo de Nissl). Conseqiientemente, a
presenca de microinfartEs subcorticals que constituem a leucoencefalopatia,
bem como o numero de focos

hemorragicos também aparecem

significativamente diminuidos em cada um dos tratamentos com as

composigdes.
Tabela 18. Indicadores do estresse oxidativo em tecido cerebral.
Grupos SODt Catilase HPT MDA Mio-iositol
Experimentais cerebral
Grupo de solugdo | 360,9+42,48%* | 274,6x30,14%* | 2654+ 18,7%% | 0,984+ 0,04** | 44,2+ 10,08**
salina
GHRP-6 12327,31£ 551 | 51,5+ 16,01 101,7422,09 | 0,23+ 0,05 12,361 5,64
GHRP-2 11065,49+ 46,29 | 48,23+ 14,25 117£13,55 | 0,302 0,01 | 14,65+ 4,38
Grelina 12290,9+ 60,32 | 44,67+ 11,58 142,16+ 10,01 | 0,261+ 0,003 | 14,04+ 3,85
Hexarelina 10814,68+ 33,08 | 51,19+ 7,84 543+ 11,87 | 0,284£0,01 | 11,88+ 2,71

** significa diferenca de p < 0.01 entre os animais do grupo placebo que
receberam solugdo salina fisioldgica e o resto dos grupos que foram tratados

com as composi¢Oes farmacéuticas individuais que contém os peptideos.
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O efeito dos peptideos se faz muito evidente também ao
estudar o pfocesso de peroxidagdo de lipideos no cérebro dos animais
transgénicos modelo da doenca humana CADASIL.

Como ocorre com a reducdo dos danos vasculares e dos
enfartes, os peptideos secretagogos aqui estudados mostram a capacidade de
reduzir ou atenuar a neuro-toxicidade que ¢ provocada pela alta produgio de
espécies reativas de oxigénio, presentes na doenga humana, e constatada além
disso nos animais que sé recebem solug@o salina. Este efeito, estende o
conceito de neuro-protegdo geral destas substincias a contextos nos quais o
envelhecimento cerebral se encontra mediado por danos vasculares e de
peroxidacgdo lipidica excessiva.

Exemplo 7. Efeito dos peptideos GHRP-6, GHRP-2, Hexarelina e/ou
Grelina na eliminacao dos depdsitos patologicos de material fisiolégico da
pele.

Para estudar o efeito dos peptideos GHRP-6, | GHRP-2,
Hexarelina e/ou Grelina na eliminag@o dos depdsitos patolégicos de material
fisioldgico da pele, fragmentos de queldides de origem humana foram
xenotrasplantados a ratos atimicos na regido dorsal. Decorridas 72 horas de
evolugdo, que permitiram corroborar o0 enxerto e a viabilidade dos
xenoenxertos; os animais (N=6) foram aleatoriamente distribuidos nos
seguintes grupos de tratamento
A- GRUPO CONTROLE SALINO (VEICULO DOS PRINCIPIOS
ATIVOS).

B- GRUPO QUE RECEBE GHRP6
C- GRUPO QUE RECEBE GHRP2
D- GRUPO QUE RECEBE HEXARELINA E- GRUPO QUE RECEBE
GRELINA
Os tratamentos foram realizados uma vez a cada 24 horas, por

um periodo de 7 dias. As substincias foram infiltradas nas bordas dos
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implantes, produzindo a biodisponibilidade local dos principios ativos na
zona, a dose desde 1 miligrama a 5 microgramas. Decorrido o periodo de
tratamento, os animais foram sacrificados, e os implantes extraidos para
avalia¢do da resposta farmacologica de cada substincia. As mostras foram
fragmentadas para estudo histolégico e determinagdes bioquimicas de
colageno, depois de serem pesadas. Os fragmentos para estudo histolégico
foram fixados em formalina neutra a 10% e os dedicados a bioquimica foram
conservados a -70 graus centigrados. Os pardmetros estudados foram:

a- Peso umido de cada enxerto coletado,

b- Conteudo de hidréxi-prolina no tecido.

c- Numero de campos microscopicos com clara positividade
do tecido as coloragdes histologicas de Vermelho Pricosirio, e tricrdmica de
Masson. As amplitudes empregadas foram x 4 e x 10. Os dados de cada
ampliagdo foram promediado.

d- Numero de mastdcitos por campo microscopico - positivos
a coloragdo de azul de anilina. A amplitude empregada foi x 20.

Como ilustrado na tabela 19, todos os peptideos estudados
exerceram um significativo efeito antifibrético ao se comparar com os
animais que receberam veiculo como controle.

Tabela 19. Efeito antifibrético dos tratamentos em pele.

Grupo de Peso Teor de No. de campos positivo No. de campos
tratamento umido hidroxiprolina | para as coloracées para | microscépicos com
(g (ng/g) colageno células indutoras
(mastéceitos)

Controle de | 13,55+2,31 258,61+ 12,53 37,2+ 22,44 25,31+ 6,18
solugdo salina
GHRP6 6,71+ 1,18a 88,27+ 4,61 11,45+ 5,98 9,54+ 2,15
GHRP2 7,14+ 1,02a 84,17+ 7,75 18,12+ 6,75 11,17+ 3,33
Hexarelina 6,25+ 173a 88,59+ 6,58 12,35+ 8,94 10,18+ 2,98
Grelina 6,67+ 1,53a 85,231 4,11 11,27+ 4,67 10,71+ 4,57

(a) Significa diferenca significativa de p < 0.01 entre os grupos que receberam
os peptideos e o controle salino de veiculo. Teste t de duas extremidades.
Resulta evidente que cada um dos peptideos as doses ensaiadas

exerce um potente efeito antifibrotico no sistema experimental estabelecido,
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caracterizado por ser agudo, reduzir rapidamente o excesso de material
colageno e de matriz extracelular, reduzir o numero de células indutoras
(mastdcitos) e de efetoras (fibroblastos e miofibroblastos). E notério que a
partir da terceira infiltragdo com qualquer dos peptideos ensaiados os
implantes mostram uma marcada redugdo do tamanho e comegam a tornar-se

palidos e desvitalizados.
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REIVINDICACOES

1. Composi¢do farmacéutica caracterizada pelo fato de que

contém peptideos secretagogos e € capaz de prevenir, controlar e eliminar os
depdsitos patologicos de material fibrético e o excesso de matriz extracelular
dos orgéos internos e da pele do receptor.

2. Composicdo de acordo com a reivindicagdo 1, caracterizada

pelo fato de que elimina os depdsitos intracelulares e extracelulares de
material hialino, amildide, formas granulares de material eosinofilico e/ou
osmiofilico de 6rgdos internos, externos e da rede vascular.

3. Composi¢do de acordo com as reivindicagbes 1 e 2,

caracterizada pelo fato de que € para restaurar a funcionalidade normal de

qualquer o6rgdo ou tecido interno ou externo que tenha sido afetado por
depositos excessivos de material fibrético, amiloide, osmiofilico, eosinofilico
ou hialino.

4. Composicdo de acordo com as reivindicagbes 1-3,

caracterizada pelo fato de que € para ser administrada a pacientes ou animais.

5. Composigdo de acordo com as reivindicagdes 1-4,

caracterizada pelo fato de que € para ser administrada a pacientes ou animais,

por rota parenteral, podendo ser intravenosa, intramuscular, subcutéinea,
intraperitoneal, intratecal, e infiltragdo local na pele, sobre mucosas, epitélios
ou 6rgos ou mais especificamente dentro de suas lesdes.

6. Composi¢do de acordo com as reivindicagdes 1-4,

caracterizada pelo fato de que € para ser administrada a pacientes ou animais,

em que a composi¢do ¢ administrada por via retal.
7. Composi¢do de acordo com as reivindicagdes 1-6,

caracterizada pelo fato de que € para ser administrada a pacientes ou animais

por via topica em forma liquida, de compressas, formulagées semi-solidas ou
solidas.

8. Composi¢do de acordo com as reivindicagdes 1-6,
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caracterizada pelo fato de que € para ser administrada a pacientes ou animais,

por qualquer das vias descritas nas reivindicagdes 5 e 6, capaz de eliminar os
depositos de material fibrotico e excesso de matriz extracelular de qualquer
etiopatogenia no figado como seqiiela de hepatites virais, alcoolismo,
intoxicagdes, autoimunes ou idiopaticas em geral.

9. Composicdo de acordo com as reivindicagdes 1-6,

caracterizada pelo fato de que € para ser administrada a pacientes ou animais,

por qualquer das vias descritas nas reivindicagbes 5 e 6, capaz eliminar os
depositos de material fibrotico e excesso de matriz extracelular em o6rgdos
como os pulmdes podendo ser de origem toxica, profissional, medicamentosa,
radioativa, autoimune, seqiiela de asma, alergias ou idiopatica em geral.

10. Composi¢do de acordo com as reivindicagdes 1-6,

caracterizada pelo fato de que € para ser administrada a pacientes ou animais,

por qualquer das vias descritas nas reivindicagdes 5 e 6, capaz de eliminar os
depdsitos de material fibrdtico, fibro-hialino, ou amildideo e o excesso de
matriz extracelular em 6rgdos como os rins podendo ser a nefro-esclerose ou
e/ou a tﬁbulo-esclerose de origem diabética, tdxica, profissional,
medicamentosa, autoimune, idiopatica em geral ou seqiiela de infecg¢bes
repetidas. '

11. Composi¢do de acordo com as reivindicagdes 1-6,

caracterizada pelo fato de que € para ser administrada a pacientes ou animais,

por qualquer das vias descritas nas reivindicagdes 5 e 6, capaz de eliminar os
depdsitos de material fibroético, fibro-hialino, ou amildideo e o excesso de
matriz extracelular na pele, podendo ser de origem autoimune, idiopatica em
geral. |

12. Composi¢do de acordo com as reivindicagdes 1-6,

caracterizada pelo fato de que € para ser administrada a pacientes ou animais,

por qualquer das vias descritas nas reivindicagdes 5 e 7, capaz de eliminar os

depodsitos de material fibrético, fibro-hialino, ou amiléideo e o excesso de
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matriz extracelular na pele, podendo tratar-se especificamente de queldides,
cicatrizes hipertroficas ou outras formas de cicatrizes exuberantes.
13. Composi¢cdo de acordo com as reivindicagdes 1-6,

caracterizada pelo fato de que ¢ para ser administrada a pacientes ou animais,

por qualquer das vias descritas nas reivindicagdes 5 e 7, capaz de corrigir a
aparéncia estética da pele em cirurgias reconstrutivas, estéticas ou similares.
14. Uso de peptideo GHRP-6 de acordo com as reivindicag¢des

1-6, caracterizado pelo fato de que € para a manufatura de uma composi¢do

farmacéutica para ser administrada a pacientes ou animais, por qualquer das
vias descritas nas reivindicagdes 5 e 7 para eliminar os depositos de material
fibrético, fibro- hialino, ou amiléideo e o excesso de matriz extracelular na
pele, podendo tratar-se especificamente de seqiielas fibroticas de acne em
qualquer de suas formas.

15. Composi¢do de acordo com as reivindicagdes 1-6,

caracterizada pelo fato de que € para ser administrada a pacientes ou animais,

por qualquer das vias descritas nas reivindicagdes 5 e 6, capaz de eliminar os

depositos de material fibrético, fibro-hialino, ou amildideo e o excesso de

matriz extracelular no pancreas, e o tubo digestivo desde o esofago até o reto.
16. Composi¢do de acordo com as reivindicagbes 1-6,

caracterizada pelo fato de que € para ser administrada a pacientes ou animais,

por qualquer das vias descritas nas reivindicagdes 5 e 6, capaz de eliminar os
depdsitos de material fibrotico, fibro-hialino, ou amildideo e o excesso de
matriz extracelular em toda a rede vascular.

17. Composi¢do de acordo com as reivindicagdes 1-6,

caracterizada pelo fato de que € para ser administrada a pacientes ou animais,

por qualquer das vias descritas nas reivindicagdes 5 e 6, capaz de eliminar os
depositos de amildideo e/ou hialino, e/ou de material granular osmiofilico ou
eosinofilico no cérebro e suas células.

18. Composi¢do de acordo com as reivindicagdes 1-6,
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caracterizada pelo fato de que € para ser administrada a pacientes ou animais,
por qualquer das vias descritas nas reivindica¢des 5 e 6, capaz de eliminar os
depositos de amildideo e/ou hialino, e/ou de material granular osmiofilico ou
eosinofilico na rede de vasos do organismo, incluidos os do sistema nervoso
central e as meninges.

19. Composi¢do de acordo com as reivindicagdes 1-6,

caracterizada pelo fato de que € para ser administrada a pacientes ou animais,

por qualquer das vias descritas nas reivindica¢des 5 e 6, capaz de reduzir e/ou
prevenir o depdsito de material fibrdtico, amildideo e/ou hialino, e/ou de
granular osmiofilico e/ou eosinofilico nas paredes dos vasos sanguineos em
geral.

20. Composi¢do de acordo com as reivindicagdes 1-6,

caracterizada pelo fato de que € para ser administrada a pacientes ou animais,

por qualquer das vias descritas nas reivindicagdes 5 e 6, capaz de eliminar os
depositos de amildideo e/ou hialino, e/ou de material granular osmiofilico ou
eosinofilico, de nervos craniais, extra-craneais, sensitivos, motores, mistos
e/ou do sistema neurovegetativo.

21. Composi¢do de acordo com as reivindicagbes 1-6,

caracterizada pelo fato de que ¢ para ser administrada a pacientes ou animais,

por qualquer das vias descritas nas reivindicagdes S e 6, capaz de reduzir e/ou
prevenir o depdsito de material fibrético, amildéideo e/ou hialino, e/ou de
granular osmiofilico e/ou eosinofilico nas paredes dos vasos sanguineos em
geral.

22. Composi¢do de acordo com as reivindicagdo 1,

caracterizada pelo fato de que contém um ou varios dos seguintes

componentes GHRP-6, ou GHRP-2, ou Ghrelina, ou Hexarelina, é capaz de
deter e controlar o processo de excessiva peroxidacdo de lipideos e de estresse
oxidante em células, tecidos e Orgdos sistémicos para ser administrada a

pacientes ou animais, por qualquer das vias descritas nas reivindica¢des 5 e 6.
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23. Composi¢do de acordo com as reivindicagdo 22,

caracterizada pelo fato de que € capaz de deter e controlar o processo de

excessiva peroxidagdo de lipideos e de estresse oxidante; particularmente no
sistema nervoso central e os nervos periféricos, para ser administrada a
pacientes ou animais, por qualquer das vias descritas nas reivindicagdes 5 e 6.

24. Uso de peptideos GHRP-6, ou GHRP-2, ou Ghrelina, ou

Hexarelina, caracterizado pelo fato de que é em uma composi¢do

farmacéutica util para deter e controlar o processo de envelhecimento cerebral

‘e a deterioragdo de suas fungdes dados por excessiva peroxidagdo de lipideos

e de estresse oxidante; assim como por dano de seu sistema vascular, para ser
administrada a pacientes ou animais, por qualquer das vias descritas nas
reivindicagbes S e 6.

25. Uso de peptideos GHRP-6 ou GHRP-2, ou Ghrelina, ou

Hexarelina de acordo com as reivindicagdes 1-6, caracterizado pelo fato de

que € para a manufatura de uma composig¢do farmacéutica 1til para deter e
controlar o processo de envelhecimento cerebral e a deterioragio de suas
fungdes dados por excessiva peroxidacdo de lipideos e de estresse oxidante;
assim como por dano de seu sistema vascular, para ser administrada a
pacientes ou animais, por qualquer das vias descritas nas reivindicag¢des 5 e 6.

26. Uso de peptideos GHRP-6, ou GHRP-2, ou Ghrelina, ou

Hexarelina, caracterizado pelo fato de que é para a manufatura de uma

composigdo farmacéutica util para deter e controlar o processo de acumulagio
de materiais amildéideos e/ou hialinos, e/ou granular osmiofilico ou
eosinofilico nas células e o espago extracelular do tecido do sistema nervoso
central e periférico e para ser administrada a pacientes ou animais, por

qualquer das vias descritas nas reivindicagdes 5 e 6.
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RESUMO
“COMPOSICAO FARMACEUTICA E USO DE PEPTIDEOS”

A presente invengdo se relaciona com o uso de peptideos
secretagogos os quais administrados em uma composi¢do farmacéutica de
forma reiterada previnem e eliminam os depdsitos de material fibrético
patolégico em tecidos parenquimatosos internos como figado, pulmdes,
esO6fago, intestino delgado, rins, vasos sanguineos, articulagdes, além de
formas sistémicas de fibrose cutdnea de qualquer etiopatogenia.
Adicionalmente estes peptideos impedem e eliminam o depésito de material
amiléideo e hialino em qualquer de suas formas quimicas e manifesta¢des
tecidulares; entre outras do cérebro, cerebelo, vasos sanguineos, figado,
intestinos, rins, bago, pancreas, articulagGes, e a pele. Desta forma cbrrige—se
a disfungdo de células, tecidos e 6rgdos afetados por estes depdsitos anormais.
Os peptideos da presente inven¢do administrados por infiltragdo ou tdpicos
contribuem a prevenir e eliminar os queldides e as cicatrizes hipertroficas na

pele por seqiielas de queimaduras, e outros traumas cutaneos.
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