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DESCRICAQO
«TRATAMENTO DA HEMORRAGIA TRAUMATICA COM OLIGOPEPTIDOS
CURTOS»

CAMPO TECNICO

[0001] A invencéo refere-se no geral ao campo da

biotecnologia e da medicina.

ANTECEDENTES

[0002] Os traumatismos sdo a quinta principal causa de
morte a nivel mundial e 1irdo tornar—-se na segunda
principal causa em 2020. Neste momento, ja sdo a principal
causa de morte em individuos com idades compreendidas

entre 5 e 45 anos. Traumatismos decorrentes de acidente

de viacao, traumatismos auto-inflingidos, violéncia
interpessoal (incluindo guerra), acidentes de
trabalho, quedas, queimaduras e desastres ambientais

contribuem todos para tal.

[0003] A prevencdo primaria ¢é a forma mais eficaz de
limitar os traumatismos. Nunca ¢é demais enfatizar a
importancia da educacdo, dos controlos técnicos e da
legislacéo na adrea da prevencgao de traumatismos.
Praticamente o© mesmo numero de individuos morre em
acidentes de viagcdao no Egipto e nos EUA, mas o Egipto tem
um quarto da populagdo e um décimo dos veiculos dos EUA.
Nado obstante, a maioria dos traumatismos em ambos o0s

paises é evitavel.

[0004] 2 prevencgdo secundéaria, a aplicacdo de cuidados



intensivos para evitar a morte e incapacidade apds o
traumatismo, ¢é também altamente eficaz. O custo dos
cuidados em traumatologia por ano de vida poupado
ajustado a qualidade é baixo comparativamente a
tratamentos noutras categorias de doencas comuns, tais
como a doenga cardiovascular, AVC, ou a terapéutica
oncoldgica. Estes cuidados sao preferencialmente
dispensados em instalacdes regionais. Os maiores centros
de traumatologia de Nivel 1 tipicamente efectuam mais de
5000 internamentos anualmente e contam com cirurgides de
traumatologia, neurocirurgides, ortopedistas, anestesistas
e um amplo grupo de pessoal de apoio 24 horas por dia. O
trabalho destes centros no tratamento dos doentes,
educacdo médica e desenvolvimento de novo conhecimento
estd a originar uma revolugdo internacional na qualidade

dos cuidados traumatoldgicos.

[0005] A cada ano, 1 em 7 americanos sofre um traumatismo
significativo. Dois tercos destes, ou 1 pessoa em cada 10
da populacdo dos EUA, procura cuidados médicos para esse
traumatismo e 1 em cada 100 americanos ¢é admitido num
hospital para cuidados de traumatologia anualmente. Cerca
de 1 em cada 10 doentes internados por traumatismo, ou 1
em cada 1000 americanos, recebe produtos sanguineos no
curso dos cuidados traumatoldgicos. Estes individuos

recebem 10% a 15% de todo o sangue transfundido nos EUA.

[0006] Hemorragia grave e choque hemorrdgico s&o causas
comuns de morbilidade e mortalidade em doentes
criticamente doentes nos cuidados intensivos. Os doentes em
chogque apresentam compromisso da macrocirculacdo e da
microcirculagdo em varios tecidos. O compromisso da

perfusdo esplédncnica desempenha um papel 1importante no



desenvolvimento da disfuncdo de multiplos 6rgdos induzida
por translocacdo bacteriana intensificada a partir dos
intestinos e activacao de uma cascata inflamatdéria
exacerbada. A reducdo na perfusdo esplancnica também
leva a reducdo do fornecimento sanguineo aos 6rgdos a
jusante, como o figado, originando disfunc¢do hepdtica, que
também contribui para a faléncia de multiplos dérgdos apds

o choque.

[0007] Cerca de 156.000 pessoas morrem de lesdes
anualmente nos EUA, e 93.000 dessas fatalidades envolvem
trauma fisico. Metade destes individuos morre antes de
chegar ao hospital. Entre o0s que conseguem chegar ao
hospital wvivos e gue morrem durante esse internamento
hospitalar, 80% morre nas primeiras 24 horas apds a
admissdo. As causas de morte mais frequentes de doentes
que morrem no local ou no hospital sdo a lesdo neuroldgica

profunda e a hemorragia descontrolada.

[0008] O controlo da hemorragia ¢ um aspecto critico dos
cuidados em traumatologia. No local, ligaduras, pressao
directa e torniquetes controlam a hemorragia superficial e
das extremidades. No hospital, a imagiologia de
diagndstico e a exploracéo ciruargica permitem a
identificagdo réapida da maior parte dos restantes pontos
de hemorragia. Contudo, a identificacéo de locais
lesionados ndo permite sempre um controlo imediato da
hemorragia. Lesdbes tais como laceracodes hepaticas
profundas e fracturas pélvicas com ruptura do plexo
venoso pélvico frequentemente regquerem acondicionamento,
e o controlo de hemorragia ¢é obtido apenas lentamente.
Estas 1lesdes podem resultar em hemorragia extensiva e

prolongada mesmo no hospital.



[0009] Os padrdes da wutilizacdo de sangue apds leséo
traumdtica sao determinados pelos padrdes da lesdo, a
velocidade de transporte para os cuidados cirurgicos, e a
disponibilidade de recursos no centro cirurgico. No ano
2000, no R. Adams Cowley Shock Trauma Center da
Universidade de Maryland, em Baltimore, 91% dos 5649
doentes admitidos wvindos directamente do local do
acidente nao receberam produtos sanguineos. Cerca de dois
tercos dos restantes 332 doentes receberam 10 U de
eritrdcitos (Ec.) ou menos. Contudo, 75% dos Ec.
administrados foram fornecidos aos 146 doentes que
receberam mais de 10 U e 50% de todos os Ec. usados foram
administrados a 68 doentes, que receberam mais de 20 U de
Ec.. Assim, apenas um grupo seleccionado de doentes de
traumatologia recebeu transfusdes, e sao estes doentes que
estdo a mudar o nosso conceito acerca da utilizacdo de
sangue e reanimacdo, e é para o tratamento destes que se

direcciona esta invencéo.

[0010] Os critérios decisivos para a decisdo de reanimar
ou efectuar uma transfusao de sangue a um doente em
situacdo de trauma-hemorragia sao diversos e complexos
(ver, por exemplo Critical Care, Management of Bleeding
Following Major Trauma: a European Guideline, publicado a
04/02/2007, Donat R. Spahn; Vladimir Cerny; Timothy J.
Coats; Jacques Duranteau; Enrique Fernandez-Mondéjar;
Giovanni Gordini; Philip F. Stahel; Beverley J. Hunt;
Radko Komadina; Edmund Neugebauer; Yves Ozier; Louis
Riddez; Arthur Schultz; Jean—-Louis Vincent; Rolf
Rossaint, http://www.medscape.com/viewarticle/5540581),
contudo, em determinado momento ¢é decidido se e como
proceder a reanimacao, fornecendo Ec. ou plasma,

plaquetas ou outros produtos sanguineos a estes



doentes.

RESUMO DA INVENCAO

[0011] Aqui determinamos se a administracéao de
oligopéptidos curtos tem efeito nos pardmetros funcionais

imunitdrios nocivos apds trauma-hemorragia.

[0012] Aqui sé&o divulgados métodos e meios associados de

tratamento de um sujeito (e.qg., um mamifero, por
exemplo humano) em chogque hemorrdgico ou que se
considere estar em risco de chogque hemorrdgico. Tais

métodos incluem administrar ao sujeito de forma clinica ou
farmaceuticamente aceitédvel um oligopéptido curto, como
AQGV e/ou LQGV. Assim, a invencdo refere-se ao uso de pelo
menos um tetrapéptido isolado ou sintético seleccionado
do grupo composto por LQGV, AQGV e LAGV e derivados
funcionais destes, em que um residuo de L-aminodcido ¢é
substituido por um D-aminocdcido, ou um sal de adicdo acido
ou béasico farmaceuticamente aceitéavel destes, para
producdo de uma composicdo farmacéutica para o tratamento
de um sujeito a sofrer ou que se considere estar a sofrer
de trauma-hemorragia. O referido péptido sendo
identificado, de preferéncia, através do teste a
pelo menos um péptido isolado ou sintético num modelo
animal experimental de trauma—hemorragia e da
demonstracdo de que a administracdo do referido péptido
de teste apds indugdo de trauma-hemorragia reduz o nivel
plasmatico de pelo menos uma citocina pré-inflamatédria
(por exemplo, TNF-alfa ou IL-6, como aqui fornecido) num
animal sujeito a trauma-hemorragia, quando comparado com

um animal sujeito a trauma—-hemorragia que nado recebeu um



péptido de teste. O referido péptido consiste em 4
aminodcidos seleccionados do grupo composto por AQGY,
LQGV ou LAGV. E igualmente fornecido tratamento com
misturas de péptidos, gque compreendem pelo menos um
péptido seleccionado do grupo composto por AQGV, LQGV ou
LAGV e um outro péptido. Um outro péptido preferido &
seleccionado de entre os capazes de reduzir os niveis de
citocina pré-inflamatdria num modelo animal de trauma-
hemorragia ou chogque hemorragico, como um fornecido aqui.
Numa modalidade preferida da invencao, o referido
tratamento de trauma-hemorragia ou choque hemorragico
também compreende fornecer (por reanimacdo ou transfusio)
ao referido sujeito sangue ou produtos sanguineos, tais
como eritrdécitos (Ec.), plaquetas, plasma ou combinagdes

destes.

[0013] E igualmente descrito um método para identificar um
péptido ou um andlogo funcional ou derivado destes, para
uso na producdo de uma composicdo farmacéutica para o
tratamento de um sujeito a sofrer ou suspeito de estar a
sofrer de trauma-hemorragia, compreendendo testar pelo
menos um péptido sintético ou isolado com menos de 30
aminocdcidos num modelo animal experimental de trauma-
hemorragia e demonstrando que a administracdo do referido
péptido de teste apds inducdo de trauma—-hemorragia reduz
o nivel plasmdtico de pelo menos uma citocina pré-
inflamatéria num animal sujeito a trauma-hemorragia,
quando  comparado com um animal sujeito a trauma-
hemorragia que nédo recebeu um péptido de teste. E
preferivel testar o péptido de teste através de um método
em que € igualmente fornecido ao referido animal sujeito
a trauma-hemorragia sangue ou produtos sanguineos, tais

como eritrdécitos (Ec.), plaquetas, plasma ou combinacdes



destes. E igualmente descrita a seleccgdo do referido
péptido de teste capaz de reduzir os niveis de citocina
pré—inflamatdéria pretendida para uso na producdo de uma
composicdo farmacéutica, em particular em que a referida
composicgdo farmacéutica é produzida para o tratamento de
um sujeito a sofrer ou suspeito de estar a sofrer de

choque hemorrdgico por trauma-hemorragia.

[0014] No chogue hemorragico héa uma perda de sangue
massiva, que ndo ¢é possivel compensar pelo corpo sem
tratamento. O tratamento primario do chogue hemorragico é
controlar a hemorragia e restabelecer o) volume
intravascular para melhorar a perfusdo de tecido. Este
tratamento induz uma resposta inflamatédria, que pode
culminar numa resposta inflamatdéria grave e finalmente em
sindrome de disfuncdo de multiplos &érgaos (SDMO).[Lzﬁj
Adicionalmente, aproximadamente 40% dos doentes desenvolve

sépsis em resultado de trauma-hemorragia.'”!

Sépsis e SDMO
sdao as principais causas de morte em doentes Jgravemente
afectados nas unidades de cuidados intensivos em todo o

mundo, com taxas de mortalidade de cerca de 50%. 4 °]

[0015] 2 resposta inflamatdéria grave devida a trauma-
hemorragia € caracterizada pelo aumento da expressao de
moléculas de adesao, tais como a molécula de adeséao
intracelular 1 (ICAM-1) e a molécula de adesdo celular
vascular 1 (VCAM-1), em células endoteliais sinusoidais e
hepatdécitos. Além disso, niveis elevados de citocinas
pro-inflamatdrias sao encontrados sistemicamente e
localmente no figado, pulmdes e intestinos.!® %% Asg
citocinas pré-inflamatdrias produzidas sé&o em particular

o factor de necrose tumoral alfa (INF-u), a interleucina



(IL)-1f e 1IL-6.1% 1 Estas citocinas afectam a
integridade/funcdo do 6rgdo directamente, mas também
indirectamente através de mediadores secundarios, tais
como oOxido nitrico, tromboxanos, leucotrienos, factor de

, - . (13,
activacédo de plaquetas, prostaglandinas e complemento.

14] . . ~
. TNEF—a causa 1gualmente a libertacao de factor

tecidular pelas células endoteliais levando a deposicéo

. . ~ . R R [15, 16]
de fibrina e coagulac¢adao intravascular disseminada.

As células hepaticas, principalmente células Kupffer, mas
igualmente hepatdcitos e células endoteliais sinusoidais,
sao consideradas como o0s produtores principais destas

citocinas pré-inflamatdrias no decurso de choque

hemorrégico.uﬂ Um equilibrio delicado entre vasodiladores
e vasoconstritores mantém a perfusdo espléncnica. Tem sido
observada a producgao sistémica aumentada de
vasoconstritores, como epinefrina, angiotensina II,

endotelina e tromboxano A2 em modelos experimentais de

trauma-hemorragia e sépsis. Estes vasoconstritores néo
contribuem apenas para o aumento da resisténcia periférica
total, mas actuam igualmente nos vasos espléncnicos e
reduzem a sua taxa de perfusdao. A producadao reduzida de
vasodilatadores ou a resposta atenuada do vaso espléncnico
aos vasodilatadores (disfungdo endotelial) ¢é igualmente
observada apdés choque hemorrdgico grave. Estes dois
factores contribuem para o) disturbio circulatério.
Adicionalmente, estes efeitos induzem hipoxia intestinal,
reduzem o fornecimento de nutrientes, aumentam a producgao
de radicais livres de oxigénio e aumentam a acumulacdo de
neutréfilos, originando lesdes na barreira da mucosa
intestinal e, assim, resultando no aumento da

translocacao bacteriana.



[0016] Na ultima década, os investigadores tém-se focado
na modulacdo das respostas inflamatdérias sistémicas com

agentes terapéuticos destinados a neutralizar a actividade

. . . [18]
das citocinas, especilialmente TNE -0, Outros

investigadores usaram agentes terapéuticos dirigidos a

, . L - [19] .
inibicdo da producdo de TNF-a. Contudo, a maior parte
destes agentes terapéuticos deve ser administrada antes

do inicio do choque hemorrdgico para obter um efeito

terapéutico.[w] Claramente, isto é quase impossivel numa
situacdo de trauma—-hemorragia clinica. Assim, as terapias
iniciadas apdés o inicio de trauma-hemorragia grave e
destinadas a reduzir a producgao de citocina pré-
inflamatdéria sao mais relevantes para prevenir 0s

acontecimentos que levam a SDMO.

[0017] Durante a gravidez, o sistema 1imunitdrio materno
tolera o feto reduzindo a resposta imunitaria mediada por

células, ao mesmo tempo gque conserva a imunidade humoral

[20] . . .
normal. Igualmente, os sintomas clinicos de doencgas

auto—-imunes mediadas por células regridem em muitas

. [20] .
doentes durante a gravidez. A hormona gonadotrofina

coridénica humana (hCG) ¢é secretada principalmente pelo

sincitiotrofoblasto placentdrio durante a gravidez e

. [21,22,23] .
revelou ser imunorreguladora. A subunidade-f da hCG

. . cy e [24]
¢ degradada por enzimas proteoliticas especificas. Isto

pode levar a libertacdo de varios oligopéptidos compostos
por quatro a sete aminodcidos que, devido ao seu papel na

regulacdo de processos fisioldgicos, sdo considerados

[25] .
reguladores. Demonstramos com sucesso que 08
oligopéptidos sintéticos podem inibir a resposta
inflamatéria aguda, a gravidade da doenca e a mortalidade

na sindrome de resposta inflamatdria sistémica induzida



por lipopolissacarideo de dose elevada.w6] Considerando
estes efeitos reguladores poderosos dos oligopéptidos
sintéticos na inflamacdo, colocédmos a hipdtese de que a
administracéao destes oligopéptidos reguladores apds
trauma—-hemorragia grave poderia inibir a resposta
inflamatéria massiva associada a esta condigdo. Para tal,
usamos LQGV, que faz parte da estrutura primaria da ansa 2
da subunidade-f da hCG, e duas variantes de substituicao

da alanina, nomeadamente AQGV e LAGV.

[0018] Neste estudo demonstramos que LQGV, AQGV e LAGY,
administrados apds a inducdo de choque hemorrdgico em
ratos, reduziram significativamente os niveis plasmaticos
de TNF-a e IL-6, qgue se associam a niveis reduzidos de
transcrigdo de mRNA para TNF-o¢ e IL-6 no figado. Isto
indica que LQGV, AQGV, LAGV tém um potencial terapéutico
com efeitos Dbenéficos sobre a inflamacdo sistémica,
reduzindo assim a integridade/funcdo do orgdo, que se

associa a choque hemorrdgico grave.
BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS
[0019]

Fig. 1: Modelo de chogue hemorrdgico (HS) (* = tempo de
administracdo do péptido A, B ou C nos grupos de
administracdo de péptido).
Fig. 2: Tensao Arterial Média nas experiéncias placebo,
choque e Péptido A, B e C.

Fig. 3: Hematdécrito em experiéncias placebo, choque e

Péptido A, B e C (da esquerda para a direita).

Fig. 4. Leucdcitos durante experiéncias placebo,
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trauma—-hemorragia, pep. A, B e C.

Fig. 5: Macrdéfagos (MO) e granuldécitos (GR) em
experiéncias placebo, trauma—-choque hemorréagico e
Péptido A, B e C (da esquerda para a direita).

Fig. 6: Fluxo sanguineo arterial em experiéncias
placebo, choque e Péptido A, B e C (da esquerda para a
direita) .

FIG. 7. Modelo de choque hemorradgico. A) Representacdo
esquematica do design experimental. B) O mmHg medido
foi recalculado em percentagens para padronizar a
experiéncia e compensar diferengas entre animais. C)
Percentagem de leucdcitos no sangue em varios pontos
temporails da experiéncia.

FIG. 8. Niveis plasmaticos de TNF—-o em grupos
experimentals diferentes determinados 15 minutos antes
e 30, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos apdés o inicio de
choque hemorragico. [1 Placebo, © Hs, V HS/LQGgv, ¢
HS/AQGV, A HS/LAGV. Cada valor representa um animal.
FIG. 9. Niveis plasmaticos de IL-6 em  grupos
experimentais diferentes determinados aos 120, 150 e
180 minutos apdés o inicio do choque hemorragico. [
Placebo, © HS, VHS/LQGV, ¢ HS/AQGV, 4 HS/LAGV. Cada
valor representa um animal.

FIG. 10. Niveis de transcricdo para A) TNF-o, B) IL-6 e
C) ICAM-1 no figado, 180 minutos apds o inicio do choque
hemorradgico. Os dados expressos sao correlacionados
com a expressdo de GAPDH. [1 Placebo, <© HS, VHS/LQGV,

¢ HS/AQGV, A HS/LAGV. Cada valor representa um animal.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO

[0020] A Patente U.S. 5,380,668 para Herron (10 de Jan.
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1995), cujo contetdo é aqui incorporado por referéncia na
totalidade, divulga, entre outras aspectos, varios
compostos com actividade de 1ligacdo antigénica de hCG.
Herron divulga ainda meios e métodos de producado de

oligopéptidos.

[0021] Os compostos para uso de acordo com a fdérmula
geral podem ser preparados de um modo convencional para
esses compostos. Para esse fim, derivados de péptidos ou
aminodcidos adequadamente N-alfa protegidos (e protegidos
a nivel da cadeia lateral se estiverem presentes cadeias
laterais reactivas) sdo activados e acoplados a derivados
de péptidos ou aminodcidos com o carboxilo protegido,
gquer em solugdo, quer em suporte sdélido. A proteccgdo das
fungdes amino-alfa geralmente ocorre através das funcgdes
uretano como O grupo terc-butiloxicarbonilo ("Boc") 1lébil
acido, grupo benziloxicarbonilo ("z") e andlogos
substituidos ou o grupo 9-fluoremil-metiloxicarbonilo
("Fmoc") 1l4bil Dbéasico. 0O grupo Z pode igualmente ser
removido por hidrogenagdo catalitica. Outros grupos
protectores adequados incluem o Nps, Bmv, Bpoc, Aloc, MSC,
etc. Uma boa revisdo dos grupos protectores de amino é
apresentada em The peptides. Analysis. Synthesis. Biology,
Vol. 3 E. Gross and J. Meienhofer, eds. (Academic Press,
New York, 1981). A proteccdo de grupos carboxilo pode
ocorrer por formacgcdo de éster, por exemplo, ésteres lébeis
béasicos, como metilo ou etilo, ésteres labeis &acidos como
terc-butilo ou ésteres Dbenzilo substituidos ou ©por
hidrogendlise. A proteccdo das fungdes de cadeia lateral
como as da lisina e 4cido glutémico ou aspartico pode
ocorrer usando 0S Jgrupos supramencionados. Proteccao de
tiol e, embora ndo seja sempre necessario, de grupos

guanidino, &lcool e imidazol pode ocorrer usando uma

12



variedade de reagentes, tais como os descritos em The
Peptides, Analysis, Synthesis, Biology, 1id. ou em Pure
and Applied Chemistry, 59(3), 331-344 (1987). A activacao
do grupo carboxilo, dos aminodcidos adequadamente
protegidos ou péptidos pode ocorrer através do método de
azida, anidrido misto, éster activo ou carbodiimida,
especialmente com a adicdo de compostos cataliticos e
supressores da racemizacgéao, tais como 1-N-—-N-—
hidroxibenzotriazol, N-hidroxissuccinimida, 3-hidroxi—-4-
oxo—-3,4-dihidro-1,2, 3, -benzotriazina, N-hidroxi-5
norborneno-2, 3-dicarboxiimida. Podem igualmente ser
usados os anidridos de A&cidos a base de fésforo. Ver,
e.g., The Peptides, Analysis, Synthesis, Biology, supra e
Pure and Applied Chemistry, 59(3), 331-344 (1987).

[0022] Também é possivel preparar os compostos pelo método
de fase sdélida de Merrifield. S&o conhecidos diferentes
suportes sdélidos e diferentes estratégias, ver, e.qg.,
Barany and Merrifield in The Peptides, Analysis,
Synthesis, Biology, Vol. 2, E. Gross and J. Meienhofer,
eds. (Acad. Press, New York, 1980), Kneib-Cordonier and
Mullen Int. J. Peptide Protein Res., 30, 705-739 (1987) e
Fields and Noble Int. J. Peptide Protein Res., 35, 161-214
(1990). A sintese de compostos na gqual uma 1ligacéao
peptidica é substituida por um isoéster, pode, em geral,
ser realizada usando 0s grupos protectores e
procedimentos de activacao previamente descritos.
Procedimentos para sintetizar os isoésteres modificados
sdao descritos na literatura, por exemplo, para o isoéster

--CHp-NH-- e para o isoéster --CO--CHp --.

[0023] A remocdo dos grupos protectores e, em caso de

13



sintese de péptidos de fase sdélida, a clivagem do
suporte sélido, pode ocorrer de diferentes modos,
dependendo da natureza destes grupos protectores e do tipo
de ligante ©para o suporte sdélido. Habitualmente, a
desproteccdo ocorre sob condigdes &cidas e na presencga de
agentes removedores. Ver, e.g., volumes 3, 5 e 9 da série

em The Peptides Analysis, Synthesis, Biology, supra.

[0024] Outra possibilidade ¢é a aplicacdo de enzimas na
sintese desses compostos; para revisdes ver, e.g., H. D.
Jakubke in The Peptides, Analysis, Synthesis, Biology,
Vol. 9, S. Udenfriend and J. Meienhofer, eds. (Acad.

Press, New York, 1987).

[0025] Embora possivelmente nado seja desejavel do ponto
de vista econdémico, os oligopéptidos de acordo com a
invencdo também podem ser produzidos segundo métodos de
DNA recombinante. Estes métodos envolvem a preparacao do
oligopéptido pretendido através da expressdao da sequéncia
de polinucledtidos recombinantes que codifica um ou mais
dos oligopéptidos em qgquestdoc num microrganismo adequado
como hospedeiro. Geralmente, o processo envolve introduzir
num veiculo de clonagem (e.g., um plasmideo, DNA de fago
ou outra sequéncia de DNA capaz de replicar numa célula
hospedeira) uma sequéncia de DNA  que codifica o
oligopéptido ou oligopéptidos especificos, introduzir o
veiculo de clonagem numa célula hospedeira eucardtica ou

procaridética adequada e cultivar a célula hospedeira assim

transformada. Quando é usada uma célula hospedeira
eucardtica, o composto pode incluir uma porcgao de
glicoproteina.
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[0026] Tal como aqui empregue, um "andlogo funcional" ou
"derivado™" de um péptido inclui uma sequéncia de
aminodcidos ou outra sequéncia de mondmeros, que foi
alterada para que as propriedades funcionais da sequéncia
sejam essencialmente do me smo tipo, embora nao
necessariamente na mesma qguantidade. Um ané&logo ou
derivado pode ser fornecido de muitos modos, por exemplo,
através de "substituicdo conservadora de aminocéacidos."
Igualmente, podem ser concebidos compostos
peptidomiméticos que se assemelham funcionalmente ou
estruturalmente ao péptido original tomado como ponto de
partida, mas que sao, por exemplo, compostos por
poliamidas ou aminodcidos de ocorréncia n&o natural. Na
"substituic¢cdo conservadora de aminodcidos", um residuo de
aminodacido é substituido por outro residuo com
propriedades similares (tamanho, hidrofobicidade), de
forma a que seja pouco provavel que o funcionamento geral
seja seriamente afectado. Contudo, ¢é frequentemente muito
mais desejdvel melhorar uma funcdo especifica. Pode
igualmente ser fornecido um derivado através da melhoria
sistemdtica de pelo menos uma propriedade pretendida de
uma sequéncia de aminodcidos. Isto pode, por exemplo, ser
efectuado por Ala-scan e/ou método de mapeamento da rede
de substituicdo. Com estes métodos, sdo gerados muitos
péptidos diferentes, com base numa sequéncia de
aminoacidos original, mas cada um contendo uma
substituicdo de pelo menos um residuo de aminoadcido. O
residuo de aminodcido pode ser substituido ou por alanina
(Ala-scan) ou por qualquer outro residuo de aminoacido
(mapeamento da rede de substituic¢do). Deste modo, sao
sintetizadas muitas wvariantes posicionais da sequéncia
de aminoadcidos original. Cada variante posicional ¢é

examinada para uma actividade especifica. Os dados
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gerados sdo usados para conceber derivados de péptidos

com uma determinada sequéncia de aminodcidos.

[0027] Um derivado ou andlogo pode igualmente ser, por
exemplo, gerado por substituigcdo de um residuo de L-
aminoacido com um residuo de D-aminoéacido. Esta
substituicao, que produz um péptido que nado ocorre
espontaneamente na natureza, pode melhorar uma
propriedade de uma sequéncia de aminoéacido. E, por
exemplo, atil fornecer uma sequéncia peptidica de
actividade conhecida de todos os D-aminodcidos em formato
de retroversao, permitindo assim a manutencgao da
actividade e o aumento dos valores da semivida. A0 gerar
muitas variantes posicionais de uma sequéncia de
aminoacidos original e pesquisar uma actividade
especifica, podem ser concebidos derivados peptidicos
melhorados que compreendam tais D-aminodcidos com outras

caracteristicas melhoradas.

[0028] Um especialista saberd como produzir compostos
andlogos de uma sequéncia de aminodcidos. Isto podera, por
exemplo, ser efectuado através do rastreio de uma
biblioteca de péptidos. Um tal andlogo tem essencialmente
as mesmas propriedades funcionais da sequéncia em tipo,
mas nao necessariamente em quantidade. Igualmente,
péptidos ou andlogos pode ser tornados circulares, por
exemplo, fornecendo-lhes cisteinas (terminais), dimerizadas
ou multimerizadas, por exemplo, por ligacdo a lisina ou
cisteina ou outros compostos com cadeias laterais que
permitem a ligacgéo ou multimerizacéo, postos em
configuragcdo em tandem ou de repeticdo, conjugados ou

ligados de outro modo a veiculos conhecidos na arte, nem
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que seja por uma ligacdo labil que permite a dissociacéo.

[0029] Como aqui usado, um oligopéptido inclui igualmente,
por exemplo, um  sal, base ou éster aceitavel do
oligopéptido ou um oligopéptido marcado. Como aqgui
empregue, "sal aceitédvel" refere-se a sais que conservam a
actividade pretendida do oligopéptido ou composto
equivalente, mas, de preferéncia, nao afectam
prejudicialmente a actividade do oligopéptido ou outro
componente de um sistema que usa o oligopéptido. Exemplos
desses sais sédo sais de adicgdo acidos formados a partir de
4dcidos inorgénicos, por exemplo, &cido cloridrico, é&cido
hidrobrdémico, adcido sulfdrico, adcido fosférico, acido
nitrico ou similares. Os sais podem igualmente ser
formados com &cidos orgédnicos tais como, por exemplo,
acido acético, acido oxalico, acido tartarico, acido
succinico, acido maleico, acido fumérico, acido
glucénico, é&cido citrico, &cido mélico, &cido ascédrbico,
acido benzdico, acido tanico, acido pamdico, acido
alginico, é&cido poliglutémico ou similares. Podem ser
formados sais a partir de catides de metal polivalentes
como zinco, célcio, bismuto, béario, magnésio, aluminio,
cobre, cobalto, nigquel ou similares, ou a partir de
catides organicos formados a partir de N, N’ -
dibenziletilenodiamina ou etilenodiamina ou combinacdes

destas (e.g., um sal de tanato de zinco).

[0030] O oligopéptido ou a sua modificacdo ou derivado,
pode ser administrado como a entidade, como tal, ou como
um sal de adigdo 4acido ou Dbéasico farmaceuticamente
aceitéavel, formado por reaccdo com um Aacido inorgénico
(como o acido cloridrico, dcido hidrobrdémico, acido

perclérico, acido nitrico, acido tiocianico, acido
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sulfurico e é&cido fosfdérico); ou com um A&cido organico
(como o é&cido férmico, &cido acético, &cido propidnico,
dcido glicdédlico, &cido 1lactico, é&cido pirtvico, &cido

oxédlico, &cido maldénico, &cido succinico, &cido maleico e

dcido fumdrico); ou por reaccdo com uma base inorgénica
(como hidrdéxido de sédio, hidréxido de amindnio,
hidréxido de potédssio); ou com uma base orgédnica (como

aminas mono-, di-, trialquilo e arilo e etanolaminas
substituidas). Um péptido seleccionado e qualquer uma das
entidades derivadas podem igualmente ser conjugados com
acucares, lipidos, outros polipéptidos, &cidos nucleicos
e PNA, e funcionar in situ como conjugados oUu serem
libertados 1localmente depois de atingirem um tecido ou

6rgdo alvo.

[0031] Uma composicdo farmacéutica para uso na presente
invencdao pode ser administrada ao sujeito por via
parentérica ou oral. Uma tal composicdo farmacéutica pode
consistir essencialmente em oligopéptido e PBS. E
preferido que o oligopéptido seja de origem sintética. O
tratamento adequado implica, por exemplo, a administracéao
do oligopéptido (ou sal ou éster) na composicéo
farmacéutica ao doente por via intravenosa numa quantidade
de cerca de 0,0001 a cerca de 35 mg/kg de massa corporal
do sujeito. Pode ser util que a composicdao farmacéutica

consista essencialmente em um até trés oligopéptidos

diferentes.

[0032] A invencdo ¢ ainda descrita por intermédio dos

seguintes exemplos ilustrativos.

EXEMPLOS
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Exemplo 1

Materiais e métodos

[0033] Ratos Wistar macho adultos, 1livres de agentes
patogénicos, (Harlan CPB, Zeist, Paises Baixos), pesando
350-400 g, foram wusados apdés um periodo minimo de
aclimatacdo de sete dias. Os animais foram alojados em
condigdes de barreira e mantidos a 25°C com um ciclo de
luz/escuriddo de doze horas. Foi dado aos ratos 1livre
acesso a agua e racdo (-). Todos os procedimentos foram
realizados de acordo com os principios de cuidados com
animais de laboratério da NIH (publicacdo N.° 86-23,
revista em 1985) seguindo um protocolo aprovado pela
Comissdo de Etica de Pesquisa com Animais da Universidade

Erasmus (protocolo EUR 365).

[0034] Os ratos foram mantidos em jejum de um dia para
o outro, com livre acesso a adgua antes da experiéncia.

Subsequentemente a entubacdo endotraqueal, os ratos foram
sujeitos a ventilagcdo mecédnica com uma mistura de
isofluorano e (=) ©Np»0/0»2 a 60 respiragdes/minuto. A
temperatura corporal foi mantida continuamente a 37,5 °C
colocando os animais numa calha termicamente controlada
(UNO, Paises Baixos). Tubos de polietileno (PE-50, Becton
Dickinson; St. Michielsgestel, Paises Baixos) foram
irrigados <com heparina e colocados através da artéria
cardétida direita na aorta e na veila Jugular interna
direita. Os animais nao receberam heparina antes ou

durante a experiéncia.

[0035] A tensdo arterial média (TAM) foil medida usando
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transdutores (Becton Dickinson) que foram ligados em
linha a um gravador electrdénico (Hewlett Packard, 78354-A
Alemanha) para as tensdes médias calculadas
electronicamente e medicdo continua da tensdo arterial do
animal. Sob condigdes semi-estéreis, foi realizada uma
laparotomia mediana e foram colocadas sondas ultra-sénicas
de fluxo perivascular (Transonic Systems Inc, Maastricht,
Paises Baixos) na artéria hepdtica e na veia porta. Foi
colocado um cateter supra-pubico para monitorizar a

produgdo de urina durante e apds a reanimacéo.

[0036] 2pds um periodo de aclimatacdo de 20 minutos, os
ratos foram distribuidos aleatoriamente pelos seguintes

cinco grupos:

[0037] O grupo do choque hemorrdgico foi sangrado no
prazo de dez minutos para atingir uma tensdo arterial
média (TAM) de 40 mmHg e mantido neste nivel durante 60
minutos retirando ou voltando a infundir o sangue
retirado, conforme necessdrio. Depois disso, o8 animais
foram reanimados com aproximadamente quatro vezes ©
volume do sangue tirado ao longo de 30 minutos com uma

solucadao de NaCl a 0,9%.

[0038] O grupo de chogque hemorrdgico + péptido A (LAGV;
cdédigo de amino 4acido de wuma letra) foi submetido ao
mesmo procedimento do que o grupo de chogue hemorrédgico,
mas o0s sujeitos receberam uma injeccdo de bdlus uUnico
de 5 mg/kg de péptido A por via intravenosa 30 minutos

apbés a inducdo de choque.

[0039] O grupo de choque hemorragico + péptido B (AQGV)
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foi submetido ao mesmo procedimento do que o grupo de
choque hemorrdgico, mas o0s sujeitos receberam uma
injecgdo de Dbdlus uUnico de 5 mg/kg de péptido B por via

intravenosa 30 minutos apdés a inducdo de choque.

[0040] O grupo de chogque hemorrdgico + péptido C (LQGV)
foi submetido ao mesmo procedimento do que o grupo de
choque hemorrdgico, mas o0s sujeitos receberam uma
injeccdo de Dbdlus unico de 5 mg/kg de péptido C por via

intravenosa 30 minutos apdés a inducao de choque.

[0041] O grupo placebo foi submetido ao mesmo procedimento
do que o grupo de choque hemorragico sem sofrer a
hemorragia ou a administracéo de qualgquer tipo de

péptidos.

[0042] O fluxo de sangue arterial hepéatico (QHA) e o fluxo
de sangue da veia portal hepéatica (QVP) foram
determinados com sondas ultra-sdénicas de fluxo
perivascular de tempo de transito, 1ligadas a um
medidor ultra-sdénico (T201; Transonic Systems, Inc.,
Maastricht, NL). Os valores da hemodindmica sistémica e
hepadtica foram determinados continuamente. Foram colhidas
amostras de sangue arterial em pontos temporais
regulares. Os animais foram sacrificados por extraccao de

sangue arterial via artéria carédtida.

Procedimento de colheita de sangue, tecido e células

[0043] Colheita e armazenamento de plasma: Sangue arterial

total foi obtido aos -15, 30, 60, 90, 120, 150 e 180

minutos apds a inducdo de choque via artéria cardétida

direita, sendo colhido em duplicado.
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0,2 ml foram colocados em tubos (Eppendorf EDTA KE/1.3)
para serem testados no contador de Coulter (-). 0,5 ml
foram colocados em tubos Minicollect (Bio-one, Greiner),
centrifugados durante cinco minutos, imediatamente
congelados e guardados a -80°C até ao ensaio. Todos o0s

ensaios foram corrigidos em funcdo do hematdcrito.

[0044] Medicdo de citocinas (ainda em curso): 0s niveis
séricos de IL-6 e IL-10 foram determinados por ELISA (R&D
Systems FEurope Ltd) de acordo com as instrucgdes do

fabricante.

[0045] Histologia (ainda em curso): As alteragdes na
morfologia do pulmao, figado, intestino delgado e
sigmdide foram examinadas em animais tratados com
placebo, em animais apds trauma-hemorragia e em animais
apdés trauma-hemorragia tratados com péptido A, B ou C.

Todos os tecidos foram colhidos em duplicado. Uma parte
foi colhida e fixada em formalina (Sigma) e
posteriormente embebida em parafina. A outra parte foi
colocada em tubos (Frascos NUNC Cryotube™), rapidamente
congelada em nitrogénio liquido e guardada a -80°C até ao

ensaio.

Resultados

[0046] Tensdo Arterial Média: A TAM caiu de forma
significativa em todos os grupos de choque durante a fase

de choque comparativamente ao grupo de controlo.

[0047] Hematdcrito: O hematdcrito apds trauma-hemorragia

foi similar nos diferentes grupos tratados e nao tratados
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com péptido A, B e C. Durante a fase de choque registou-
se uma diferenca no hematdécrito no grupo de controlo em
comparagao com o0s outros grupos. A partir da fase de
reanimacdo (90 minutos) nédo houve diferenca significativa
no hematdcrito entre os grupos de controlo, trauma-

hemorragia e péptido.

[0048] Recrutamento de Leucdcitos: No decurso de trauma-—
hemorragia, os leucdcitos cairam de 100% no TO em todos
08 grupos para um minimo de 40,0 + 11,9%, 42,0 + 8,7%,
47,3 + 12,4%, 38,2 + 7,4%, respectivamente nos grupos sem
tratamento, tratados com péptido A, tratados com péptido
B e tratados com péptido C, devido a acumulacdo de
leucédcitos na microcirculacdo espléncnica. Verificou-se
uma diferenca significativa na concentracdo de leucdcitos
entre todos o0s grupos de trauma-hemorragia tratados e
ndo tratados e o grupo de controlo durante a fase de
choque. Nao foi observada uma diferenca significativa
entre o0s animais tratados com péptido A, B ou C e os

animais ndo tratados.

[0049] Concentracgdes sanguineas de macrdéfagos e
granulécitos: Aos 180 min. apds o inicio do trauma-
hemorragia, as concentracdes de macrdéfagos (Mg) e
granuldécitos em circulacgéao eram significativamente

inferiores nos animais +tratados com ©péptido B e C
comparativamente ao grupo experimental correspondente. Os

niveis sanguineos de Mg e granuldédcitos em circulagéo foram

de 5,556 + 1.698 109/1 em animais tratados com placebo,

ao passo que os nivels sanguineos de foram de §,329 =+

1.965 109/1 apdés trauma-hemorragia, e diminuiram 29,9%

apés administracdo do péptido B (4.432 + 0,736 109/1) e

23



39,2% apdés administracdo do péptido C (3.846 + 0,636

109/1) comparativamente as concentracgdes apds trauma-
hemorragia.
[0050] Fluxo sanguineo arterial hepdtico: Houve uma

reducgdo do fluxo de sangue arterial hepdtico no grupo de
choque (18,3 + 14,3%) e nos grupos do péptido A (21,3 +
9,1%), B (18,1 + 9,0%) e C (21,2 + 8,6%) durante o
periodo de choque comparativamente ao grupo de controlo
(102,6 + 23,5%). Um aumento do fluxo sanguineo foi

observado durante a reperfusdo na artéria hepéatica do

grupo de choque (128,9 + 75,4%), comparativamente aos
animais de controlo (83,7 =+ 24,2%) e aos animais

tratados com péptido B (78,4 + 28,3%).

[0051] Trauma—-hemorragia resulta em stress hipdéxico

devido a reducao absoluta no volume de sangue em

circulacéao. Em contraste, a sépsis é um estado
inflamatdério mediado principalmente por produtos
bacterianos. E interessante que estas agressdes

divergentes revelem alteracdes patofisioldgicas similares

em termos da circulacao espléancnica.

[0052] O chogue hemorrdgico aumenta significativamente a
acumulacdo de leucdédcitos na microcirculacgdo espléncnica
devido a regulacgdo positiva da P-selectina. A expressédo da
molécula de adesdo intercelular dentro da vasculatura
muscular intestinal apds chogue hemorrdgico promove o
recrutamento local de leucédcitos e esta resposta
inflamatéria € acompanhada por disturbio subsequente da

fungédo intestinal.
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[0053] A adesd&o e extravasamento de neutrdéfilos nédo apenas
contribui para a resposta inflamatodria no tecido
esplancnico, como também induz falha e disfungdo da
microcirculacdo intestinal apds stress grave. Isto ¢é
mediado pela expressdo induzida de moléculas de adeséao,
tais como selectinas e moléculas de adesdo celular
endotelial, na superficie de neutrdfilos e células

endoteliais.

[0054] Nas nossas experiéncias de choque, a concentracédo
de leucécitos diminui significativamente durante o
choque hemorrdgico, guando comparada com 0S8 animais de
controlo. Contudo, uma dose uUnica de péptido B ou C
administrada durante a reanimacao, reduziu as
concentragdes de macrdéfagos e granuldcitos em circulacédo
120 minutos apbs o inicio do chogque hemorréagico,

comparativamente aos animais nao tratados.

[0055] Uma vez gque algumas hormonas sexuais femininas
protegem efectivamente 0s érgdos contra a falha
circulatdéria apds varias condigdes circulatdrias adversas,
numerosos estudos tém sido realizados para clarificar o
mecanismo molecular, por exemplo, da accdao do estradiol
em relagdo a circulacgéo tecidular. Neste estudo, foi
administrada uma dose Unica de péptido apds trauma-
hemorragia e foram medidos varios parémetros 3 horas apds
a inducé&o de choque. O tratamento com péptidos melhorou ou
restaurou o0s parametros funcionais imunitdrios e as fungdes
cardiovasculares. Assim, o0s nossos resultados demonstram
que a administracgcdo de oligopéptidos curtos (NMPFs) &
benéfica no tratamento de vitimas de trauma gravemente

afectadas que sofram de chogue hemorragico.
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Exemplo 2

[0056] ANTECEDENTES: O chogque hemorrdgico seguido de
reanimagdo induz uma resposta pré-inflamatdria massiva
que pode culminar em sindrome de resposta inflamatdria

grave, faléncia de multiplos 6rgdos e finalmente morte.

Os tratamentos destinados a inibir os efeitos das citocinas
pré—-inflamatdérias sé sdo eficazes quando iniciados antes do
aparecimento de choque hemorréagico, o que limita

grandemente a sua aplicacédo clinica.

[0057] OBJECTIVO: Investigamos se a administracdo de
oligopéptidos sintéticos (LQGV, AQGV, LAGV) 30 minutos
apdés a indugéo de choque hemorragico reduziria a resposta

inflamatdéria.

[0058] METODOS: Os ratos foram sangrados até atingirem
50% da tensdo arterial média de base e uma hora mais
tarde reanimados através de transfuséao de sangue
autdloga. Trinta minutos apds o aparecimento de choque
hemorrdgico, o0s grupos experimentais receberam ou um dos
oligopéptidos sintéticos (LQGV, AQGV, LAGV) ou uma solugdo
de NaCl a 0,9%. O0Os niveis plasmdticos de TNF-ou e IL-6
foram determinados em pontos temporais fixos antes e
depois do aparecimento de choque hemorrdgico. 0Os niveis de
mRNA no figado, pulmdes, ileo e sigmbéide para TNF-a, IL-
6 e ICAM-1 foram determinados 180 minutos apds o inicio

da hemorragia.
[0059] RESULTADOS: O tratamento com qualquer um dos trés

oligopéptidos (LQGV, AQGV, LAGV) reduziu eficazmente os

niveis plasmaticos de TNF-o e IL-6, assim como os niveis
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de transcricdo de mRNA para TNF-oa e IL-6 no figado.

[0060] CONCLUSAO: Considerando estes efeitos poderosos dos
oligopéptidos durante o chogque hemorrdgico grave, estes
podem ter um potencial terapéutico com efeitos benéficos
na hiper-inflamacdo, reduzindo assim posteriores danos
potencialmente letais aos o6rgdos e tecidos que se associam

ao chogue hemorrdgico grave.

[0061] INTRODUCAO: No chogque hemorrdgico had uma perda de
sangue massiva, que ndo é possivel compensar pelo cCorpo
sem tratamento. 0 tratamento primdrio do choque
hemorragico é controlar a hemorragia e restaurar o volume
intravascular para melhorar a perfusdo dos tecidos. Este
tratamento induz uma resposta inflamatéria, que pode

culminar numa resposta inflamatdéria grave e finalmente em

1,2,3
sindrome de disfuncdo de mualtiplos &érgéos (SDMO).[ ‘

0

Adicionalmente, cerca de 40 % dos doentes desenvolvem

L . (31 . .
sépsis em resultado do trauma—-hemorragia. Sépsis e SDMO
sdo as principais causas de morte em doentes gravemente
afectados nas unidades de cuidados intensivos em todo o

mundo, com taxas de mortalidade de cerca de 50%, 42!

[0062] A resposta inflamatdria grave devida a trauma-
hemorragia € caracterizada pelo aumento da expressdo de
moléculas de adesao, tais como moléculas de adesao
intracelular 1 (ICAM-1) e moléculas de adesdo celular
vascular 1 (VCAM-1), em células endoteliais sinusoidais e
hepatdcitos. Além disso, niveis elevados de citocinas pré-
inflamatdérias sdo encontrados sistemicamente e localmente
no figado, pulmdes e intestinos.'®”"®° As citocinas pré-

inflamatérias produzidas sdo, em particular, o factor de
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necrose tumoral alfa (INF-a), a interleucina (IL)-1B e a
IL-6.1%1 12 Estas citocinas afectam a integridade/funcao
do dérgdo directamente, mas também indirectamente através
de mediadores secundéarios, tais como Oxido nitrico,

tromboxanos, leucotrienos, factor de activacao de

. [13,14]
plaquetas, prostaglandinas e complemento.

O TNF-0 causa igualmente a libertacdo de factor tecidular

pelas células endoteliais levando a deposicdo de fibrina

[15, 16]

e coagulacdo intravascular disseminada. As células

hepdticas, principalmente células Kupffer, mas igualmente

hepatdcitos e células endoteliais sinusoidais, séo

consideradas como 0s produtores principais destas

citocinas pré-inflamatdrias no decurso de choque
, . [17]

hemorragico.

[0063] Na ultima década, os investigadores tém-se focado
na modulacdo das respostas inflamatédérias sistémicas com

agentes terapéuticos destinados a neutralizar a actividade

. . R [18]
das citocinas, especialmente do TNFEF-a. Outros

investigadores usaram agentes terapéuticos dirigidos a

inibicdo da producao de TNF-ao. 7!

Contudo, a maior parte
destes agentes terapéuticos deve ser administrada antes do
inicio do choque hemorrdgico para obter um efeito

terapéutico.?

Claramente, isto € quase impossivel numa
situacdo de trauma—-hemorragia clinica. Assim, as terapias
iniciadas apdés o inicio de trauma-hemorragia grave e
destinadas a reduzir a produgao de citocina pré-
inflamatdéria sao mais relevantes para prevenir 0s

acontecimentos que levam a SDMO.

[0064] Durante a gravidez, o sistema imunitdrio materno

tolera o feto reduzindo a resposta imunitaria mediada por
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células, ao mesmo tempo gque conserva a imunidade humoral

[20] . . .
normal. Igualmente, o0s sintomas c¢linicos de doencgas

auto—-imunes mediadas por células regridem em muitas

. [20] .
doentes durante a gravidez. A hormona gonadotrofina

coridénica humana (hCG) ¢é secretada principalmente pelo
sincitiotrofoblasto placentdrio durante a gravidez e

21, 22, 23]

. [ .
revelou ser imunorreguladora. A subunidade-§ da hCG

. . P s [24]
¢ degradada por enzimas proteoliticas especificas. Isto

pode levar a libertacdo de véarios oligopéptidos compostos
por quatro a sete aminoacidos que, devido ao seu papel na

regulagdo de processos fisioldgicos, sé&o considerados

[25] ,
reguladores. Demonstramos com sucesso que 0s

oligopéptidos sintéticos podem inibir a resposta
inflamatdéria aguda, a gravidade da doenca e a mortalidade
na sindrome de resposta inflamatdéria sistémica induzida
por lipopolissacarideo de dose elevada.m6] Considerando
estes efeitos reguladores poderosos dos oligopéptidos

sintéticos na inflamacdo, colocdmos a hipdtese de que a

administracao destes oligopéptidos reguladores apds
trauma—-hemorragia grave poderia inibir a resposta
inflamatdéria massiva, associada a esta condigcao. Para

tal, uséamos LQGV, que faz parte da estrutura primdria da
ansa 2 da subunidade-f3 da hCG, e duas variantes de

substituicdao da alanina, nomeadamente AQGV e LAGV.

[0065] Neste estudo demonstrdmos gque LQGV, AQGV e LAGY,
administrados apdés a inducdo de choque hemorragico em
ratos, reduziram significativamente os niveis plasmaticos
do TNF-o e da IL-6, que se associam a niveis reduzidos de
transcrigcdo de mRNA para TNF-a e IL-6 no figado. Isto
indica que LQGV, AQGV, LAGV tém um potencial terapéutico

com efeitos benéficos sobre a inflamacdo sistémica,

29



reduzindo assim a integridade/funcdo do Oérgdo que se

associa ao chogue hemorragico grave.

Materiais e métodos

Animais

[0066] Foram usados ratos Wistar macho adultos livres de
agentes patogénicos (Harlan CPB, Zeist, Paises Baixos),
pesando 350-400 g. Os animais foram alojados em condigdes
de barreira e mantidos a 25°C com um ciclo de
luz/escuriddo de doze horas, com alimentos e &gua ad
libitum. O protocolo experimental foi aprovado pelo
Comité de Experimentacdo Animal sob a Lei holandesa sobre
as experiéncias com animais e cumpriu as regras
estabelecidas por esta 1lei nacional que permitiu a
implementacdo das "Orientagcdes de protecgao de animais
utilizados para fins experimentais" pelo Concelho da Europa

(1986), Directiva 86/609/CEE.

[0067] Oligopéptidos sintéticos: 0s oligopéptidos (LQGV,
AQGV e LAGV) foram sintetizados pelo Ansynth Service B.V.
(Roosendaal, Paises Baixos) e dissolvidos em NaCl a 0,9%

numa concentracdo de 10 mg/ml.

[0068] Procedimentos cirudrgicos: Os ratos ficaram em jejum
de um dia para outro antes da experiéncia, mas puderam
consumir agua ad I1libitum. Os ratos foram anestesiados
usando uma mistura de N20/0» e isofluorano (Pharmachemie
B.V., Haarlem, Paises Baixos). A temperatura corporal foi
mantida continuamente a 37,5 °C colocando os ratos numa

calha termicamente controlada (UNO, Rotterdam, Paises
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Baixos). Foi realizada entubacao endotraqueal e os ratos
foram sujeitos a ventilacdo mecénica a 60 respiracdes por
minuto com uma mistura de N;0/0; e isofluorano a 2%. Tubos
de polietileno (PE-50, Becton Dickinson; St.
Michielsgestel, Paises Baixos) foram irrigados com
heparina e colocados através da artéria cardétida direita
na aorta e na veia Jjugular interna direita. Os ratos nao

receberam heparina antes ou durante a experiéncia.

[0069] Procedimentos experimentais: Apds um periodo de
aclimatagcdo de 15 minutos, os ratos foram distribuidos
aleatoriamente por cinco grupos diferentes: 1) placebo,
2) choque hemorragico (HS), 3) choque hemorragico com
tratamento com LQGV (HS/LQGV), 4) choque hemorrdgico com
tratamento com AQGV (HS/AQGV) e 5) chogque hemorrdgico com
tratamento com LAGYV (HS/LAGV). O choque hemorragico foi
induzido por extraccgdo de sangue, reduzindo o volume de
sangue em circulacdo até atingir uma tensdo arterial média
(TAM) de 50% do mmHg normal. Este nivel de hipotensdo foi
mantido durante 60 minutos. Apds 30 minutos, os ratos
receberam ou uma injeccgdo de bdlus unico de 10 mg/kg de
LQGV, AQGV, LAGV ou solucdo de NaCl a 0,9%. Os péptidos e
a dosagem foram baseados em estudos anteriores, nos quais
realizamos experiéncias de escalonamento de dose
(manuscrito em Ppreparacgao). Sessenta minutos apdés a
indug¢do de choque hemorragico, os ratos foram reanimados
através de transfusdo de sangue autdloga ao longo de um
periodo de 30 minutos e monitorizados por mais 120
minutos, apds os qualis foram sacrificados (Fig. 72). Os
animais do grupo placebo foram submetidos ao mesmo
procedimento cirargico que 0s animais de choque
hemorrdgico, mas sem a realizacdo da hemorragia e a

administracdo de péptidos.
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[0070] Colheita e armazenamento de plasma: O sangue
arterial foi obtido 15 minutos antes e 30, 60, 90, 120,
150 e 180 minutos apds o inicio da hemorragia (Fig. 7A).

Apds a extracgado de sangue, foram determinados os valores
leucocitarios wusando um contador de Coulter (Beckman
Coulter, Mijdrecht, Paises Baixos) e corrigidos em funcédo
do hematécrito. Cerca de 0,3 ml de sangue foram colocados
em mini-tubos de colheita (Greiner, Bio-one, Alphen a/d
Ri jn, Paises Baixos), o) plasma foi obtido por
centrifugacao (1500 r.p.m.; 5 minutos), imediatamente

congelado e guardado a —-80°C até ao ensaio.

[0071] Medigcbes da Tensdo arterial média: Durante as
experiéncias, a tenséo arterial média (TAM) foi
continuamente determinada usando transdutores (Becton
Dickinson) que foram ligados em linha a um gravador

electrénico (Hewlett Packard, 78354-A, Alemanha).

[0072] Colheita e armazenamento de tecido: Figado,
pulmdes, ileo e sigmdéide foram removidos cirurgicamente no
final da experiéncia, sujeitos a congelacdo rapida e

guardados at -80°C até ao ensaio.

[0073] Medigcdo de citocinas: 0Os niveis plasmdticos do TNF-
o e da IL-6 foram determinados por ELISA (R&D Systems
FEurope Ltd, Abingdon, UK), de acordo com as instrucgdbes

do fabricante.

[0074] Avaliacdo dos niveis de mRNA  por (RQ) -PCR
quantitativo em tempo real: O RNA foi isolado usando um
kit QIAGEN (QIAGEN, Hidden, Alemanha), de acordo com as
instrugdes do fabricante. As transcrigdes de TNF-a, IL-6 e

ICAM-1 foram determinadas por RQ-PCR usando um
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equipamento de PCR da Applied Biosystems 7700 (Foster

. . . [27]
City, CA, EUA), tal como descrito anteriormente. A

expressao de TNF-u, IL-6 e ICAM-1 foi quantificada por
normalizagdo contra GAPDH. As combinag¢des de sonda de

primer usadas estdo listadas na Tabela 1.

[0075] Andlise estatistica: A andlise -estatistica foi
realizada usando o software SPSS, versdao 11 (SPSS 1Inc.,
Chicago, Ill). As diferencas intergrupails foram analisadas
com o teste estatistico de Kruskal-wallis. Se o teste
estatistico de Kruskal-Wallis resultasse num p<0,05, era
realizado um teste de multiplas comparacgcdes de Dunn e

p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

RESULTADOS

[0076] Inducdo de choque hemorrdgico: Reduzir a TAM para
50% do valor normal induziu o choque hemorragico, gque foi
mantido com sucesso durante 60 minutos nos quatro grupos
experimentais (Fig. 7B). Nao foi observada qualquer
alteragcdao na TAM em ratos tratados com placebo (Fig.
7B) . Foi observada uma reducgéao na percentagem de
leucédcitos sanguineos em todos 0s quatro grupos
experimentais apdés a extracgdo de sangue (Fig. 7C).
Sessenta minutos apdés o chogque hemorragico, os ratos
foram reanimados com o0 seu prdéprio sangue para induzir a
reperfusdo do d6rgdo, que foi associada a uma normalizacéo

do nivel de leucécitos (Fig. 7C).
[0077] O© tratamento com oligopéptidos reduz o0s niveis

plasmdticos de citocina pré-inflamatdéria: A capacidade

terapéutica de trés oligopéptidos sintéticos (LQGV, AQGV,
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LAGV) relacionada com a estrutura primdria da ansa 2 da
subunidade-f da hCG foi avaliada num modelo de choque
hemorrdgico em ratos. Antes da inducdo da hemorragia,
0s niveis plasmaticos do TNF-o foram comparaveis em todos
os cinco grupos (~15-24 pg/ml) (Fig. 8). No grupo HS, os
niveis de TNF-a comecaram a aumentar trinta minutos apds a
inducao de choque hemorréagico e aumentaram
significativamente apods sessenta minutos, quando
comparados com o grupo placebo (264 pg/ml vs 24 pg/ml,
respectivamente; p<0,01). Os niveis de TNF-u atingiram um
maximo de 374 pg/ml apds 90 minutos no grupo HS, apds o
gque os niveis declinaram novamente, mas sempre mantendo-se
superiores aos do grupo placebo (Fig. 8). Em contraste,
nenhum dos grupos HS tratados com oligopéptidos (HS/LQGV,
HS/AQGV, HS/LAGV) revelou um aumento nos niveis
plasmadticos do TNF-u durante a experiéncia (Fig. 8). Sabe-
se que o0s niveis de IL-6 aumentam num ponto temporal mais

tardio do que os do TINF-au apds hemorragico choque

[11, 12] . . . . .
grave. Assim, determinamos os niveis de IL-6 em

amostras de sangue colhido 120, 150 e 180 minutos apds o
inicio do chogque hemorragico. No grupo HS, os niveis
plasmaticos de IL-6 aumentaram significativamente, quando
comparados com O grupo placebo aos 120 minutos (1704
pg/ml vs 338 pg/ml, respectivamente; p<0,001), aos 150
minutos (2406 pg/ml vs 316 pg/ml, respectivamente;
p<0,001) e aos 180 minutos (2932 pg/ml vs 369 pg/ml,
respectivamente; p<0,001) (Fig. 9). Embora os niveis de
IL-6 tenham apresentado a tendéncia de aumentar um pouco
nos ratos tratados com HS/oligopéptido, gquando comparados
com ratos tratados com placebo, isto nao chegou a ser
estatisticamente significativo. 0 tratamento com
oligopéptidos apds chogque hemorradgico (HS/LQGV, HS/AQGV,

HS/LAGV) resultou numa reducdo significativa dos niveis
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plasmdticas de IL-6 quando comparados com os do grupo de
choque hemorrdgico ndo tratado (HS) (Fig. 9). Estes dados
demonstraram que o tratamento com uma Unica dose de
LAGV, AQGV ou LAGV apds a indugcdo de choque hemorragico,
produz uma redugéo significativa dos niveis plasmaticos

de TNF—-0 e IL-6.

[0078] O tratamento com oligopéptidos reduz o TNF-u e a
IL-6, mas ndo os niveis de mRNA de ICAM-1 no figado: Jéa
que o tratamento com oligopéptidos reduziu claramente os
niveis plasméticos de TNF-a e IL-6, analisdmos os niveis
de mRNA nos tecidos do figado, pulmdes, ileo e sigmdide
aos 180 minutos apds o inicio do choque hemorrdgico. No
figado, as transcrigdes de TNF -« aumentaram
significativamente no grupo HS quando comparado com O grupo
placebo. O tratamento com oligopéptidos foi associado a
reducdo das transcrig¢gdes de TINF-a no figado, quando
comparado com O gque ocorre no caso de ratos HS néao
tratados; apenas o© grupo HS/LQGV revelou uma reducdo

significativa quando comparado com HS (p<0,01; Fig. 10A).

[0079] No grupo HS, as transcrigdes de 1IL-6 no figado
aumentaram ~83 vezes, por comparagao com O grupo placebo
(p<0,001; Fig. 10B). Nenhum dos grupos tratados com
oligopéptido revelou um aumento no mRNA da IL-6,
quando comparado com o grupo tratado com placebo. O
tratamento com LQGV e AQGV resultou numa reducgao
significativa das transcrigcdes de mRNA da IL-6, quando

comparado com o grupo HS (p<0,05; Fig. 10B).
[0080] Os niveis de transcricdo de ICAM-1 no figado

aumentaram significativamente no grupo HS, quando

comparado com o grupo placebo (Fig. 10C). O tratamento
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com oligopéptido durante o choque hemorragico (HS/LQGV,
HS/AQGV, HS/LAGV) ndo afectou os niveis de transcricéao
de ICAM-1 no figado (Fig. 10C). Nos tecidos dos pulmdes,
ileo e sigmdide, nao foram detectadas diferencas
significativas entre os varios grupos para TNF-qo, IL-6 e
ICAM-1 (dados nédo representados). Estes dados indicam que
O tratamento com oligopéptidos apds choque hemorrdgico
reduz os niveis de transcricéo de citocina pré-
inflamatéria no figado, mas nado reduz os niveis de

transcricao de ICAM-1.
DISCUSSAO

[0081] Neste estudo usamos um modelo murino de choque
hemorragico e demonstramos que a administracao de
oligopéptidos sintéticos (LQGV, AQGV, LAGV) 30 minutos
apds a indugdo de choque, reduz eficazmente os niveis de
citocina pré-inflamatdria associada a esta condicdo. Os
nossos dados demonstraram gque tal € uma consequéncia
provavel da expressdo reduzida dos niveis de transcricgao

de mRNA da citocina prd-inflamatdéria no figado.

[0082] O choque hemorrdgico associa-se a uma aderéncia

precoce dos leucdcitos ao endotélio vascular em resultado

de um volume de sangue reoluziolo.[281 No nosso modelo, foi
detectada uma reducdo na percentagem de leucdcitos nos
gquatro grupos experimentais apds a extracgdo de sangue.
Isto indica que todos 0s grupos experimentais
experimentaram choque induzido por hemorragia. A
reanimacao resultou num aumento das percentagens de

leucdédcitos nos grupos experimentais.
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[0083] O chogque hemorrdgico seguido de reanimacgdo induz

uma resposta inflamatdéria grave, que se caracteriza por

uma producdo exagerada de citocinas pré-inflamatdrias

iniciais, tais como TNF-ua e IL1f, e posteriormente de IL-
[10,11,12] , . .

6. O TNE—-0¢ & um mediador chave do sistema

imunitdrio inato gque ¢é crucial para a geragao de uma

resposta imunitaria local protectora contra agentes

infecciosos ou néao infecciosos.W] Contudo, a producgéao
descontrolada massiva de TNF-a é letal, Ja gque se espalha
através da corrente sanguinea para outros é6rgédos,
induzindo assim danos nos tecidos e promovendo a produgédo

de mediadores pré-inflamatdérios secundadrios, como a IL-

[10,11]

[0084] Apesar das melhorias nas estratégias de tratamento,
os doentes <com trauma-hemorragia continuam a poder
desenvolver uma resposta inflamatdria grave que conduz a
SDMO e, finalmente, a morte. Estratégias experimentais de
tratamento destinadas a neutralizar citocinas bioactivas,
como anticorpos monoclonais contra o TINF-a, tém sido

aplicadas com sucesso em varios disturbios inflamatdrios,

. . . L (29, 30]
incluindo a doenc¢a de Crohn e a artrite reumatdide.

Contudo, estudos clinicos que empregaram anticorpos

monoclonais contra o TNF-uo ndo revelaram gqualquer efeito

L . [31] . .
clinico em doentes de traumatologia. Tem sido sugerido

que os anticorpos de neutralizacdo do TINF-a causam a
acumulacdo de uma grande quantidade de TNF-o/anti-TNF-q,
que actua como um reservatdédrio de libertacdo lenta que

pode conduzir ao aumento de TNEF—-a constantemente
. [32] . . . ~
activo. Assim, aplicar terapilas que reduzem a produgao

de TNF-a e IL-6 pode ser mais benéfico na limitagdo de

danos nos tecidos e das taxas de mortalidade em doentes
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com trauma-hemorragia, do gque neutralizar citocinas ja

produzidas.

[0085] No choque hemorrdgico, € secretado TNF-¢ no espaco
de minutos apds a estimulacdo celular, enquanto a producgdo

pdra ao fim de trés horas, e o0s niveis plasmdticos de TNF-

¢ se tornam guase indetectéveis.[% Demonstramos que 0S8
oligopéptidos reguladores (LQGV, AQGV, LAGV),
administrados 30 minutos apds a inducao de choque
hemorragico, reduziram significativamente 0s niveis
plasmaticos de TNF-0 € IL-6. Nao € possivel concluir a
partir dos nossos dados se o efeito na producgdo de IL-6 é
directo ou indirecto devido aos niveis plasmaticos
reduzidos de TNF-a. N&o obstante, a nivel «clinico &
importante efectuar uma reducdo da IL-6, porque os niveis
plasmdticos elevados da IL-6 se correlacionam com um mau
prognéstico e diminuicdo da sobrevivéncia em doentes com
traumatismo grave e infecgéo.w3'3“ As células dentro do

figado s&o consideradas como os produtores principais de

citocinas pré-inflamatdrias no decurso do choque

.. [17] L . s
hemorragico. Os niveis de transcrigcao de TNF-au e IL-6

aumentaram significativamente nos figados do grupo HS. O
tratamento com LQGV, AQGV ou LAGV foi associado a uma
redugdao nas transcrigdes no figado do TNF-a e da IL-6, O
que pode ser indicativo da redugao da activacéao
transcricional. Outra caracteristica importante das
células endoteliais e hepatdcitos durante o choque

hemorragico €é o aumento da expressdao da molécula de
adesao ICAM—l.Wﬂ] O nosso estudo confirma o aumento da
expressdo de ICAM-1 no figado apdés chogque hemorragico.
Contudo, o) tratamento com LQGV, AQGV ou LAGV naéao

resultou na redugcdo da expressao de ICAM-1. 1Isto pode
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dever-se a incapacidade dos oligopéptidos em interferirem
com a inducdo da transcricdo de ICAM-1. Nos pulmdes, ileo
e sigmdide, nao detectamos qualguer efeito do choque
hemorrdgico na indug¢do de transcrigcdes de TNF-u, IL-6 e
ICAM-1. Isto confirma que o figado €& o primeiro &érgdo no
qual a resposta inflamatéria ¢é iniciada apds choque

, . R . , . [15, 31, 32]
hemorrdgico e reanimag¢do volumica.

[0086] Na literatura, estd bem descrito gque a hCG pode
regular o sistema imunitdrio, devido ao seu papel putativo

na prevencgdo da rejeigdo do aloenxerto fetal durante a

. [35,36] ~ .
gravidez. O hCG exerce a sua funcdao ligando-se a

receptores especificos ligados a membrana, gue activam

. [37] . e
0s segundos mensageiros. Espera—-se que o0s oligopéptidos

cruzem as membranas celulares sem necessidade dos

receptores ligados a membranam] e exercam os seus efeitos
intracelularmente. Este estudo e estudos em curso no
nosso laboratdério demonstram que estes oligopéptidos tém
um efeito regulador distinto na expressao dos genes
envolvidos nas vias inflamatdrias e na imunidade. N&o
obstante, é necessaria investigacdo acerca do mecanismo
de accédo dos péptidos relacionados com hCG na regulacido da

expressao genética.

[0087] Recentemente, foi publicado um estudo no qual o

dipéptido AG inibiu a expressdo de mRNA de citocinas pré-—

. L . . L [39]
inflamatdrias no figado apods choque hemorragico.

Contudo, foi necessdria uma dose peptidica muito elevada
de AG (150 mg/kg), em gque observamos os efeitos nitidos
de wusar 10 mg/kg no nosso estudo. N&o obstante, este
aspecto e o) nosso estudo indicam que o) uso de

oligopéptidos especificos pode ser considerado como
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agentes terapéuticos para o) tratamento da resposta

inflamatéria apds traumatismo grave.

[0088] Em suma, uma uUnica administracdo de um oligopéptido
sintético (LQGV, AQGV, LAGV) apds a inducdo de trauma-
hemorragia grave reduz a resposta pré-inflamatdria
subsequente. Estes dados sugerem que estes oligopéptidos
tém potencial terapéutico, minimizando posteriores danos
potencialmente letais aos ¢érgdos e tecidos que se

associam ao choque hemorrdgico grave.
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REIVINDICACOES

1. Uso de pelo menos um tetrapéptido isolado ou sintético
seleccionado do grupo composto por LQGV, AQGV e LAGV e
derivados funcionais destes, em gque um residuo de L-
aminodcido ¢ substituido por um D-aminodcido, ou um sal de
adicdo acido ou béasico farmaceuticamente aceitavel destes,
para a producdo de uma composicdo farmacéutica para o
tratamento de um sujeito a sofrer ou que se considere

estar a sofrer de trauma—-hemorragia.

2. Uso de acordo com a reivindicagcdo 1, em que o
referido péptido ¢é seleccionado do grupo composto por

LQGV, AQGV e LAGV.

3. Uso de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2, compreendendo
0o uso de uma mistura de (i) um tetrapéptido seleccionado
do grupo composto por LQOGV, AQGV e LAGV e (i) outro
péptido capaz de reduzir os niveis de <citocina pré-
inflamatdéria num modelo animal de trauma-hemorragia ou

chogue hemorréagico.

4. Uso de acordo com qualgquer uma das reivindicacbes 1 a

3, em que o referido tetrapéptido é LQGV.

5. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicacdes 1 a

3, em que o referido tetrapéptido é AQGV.

6. Uso de acordo com qualquer uma das reivindicagbdes 1 a

3, em que o referido tetrapéptido & LAGV.

7. Uso de acordo com qgqualquer uma das reivindicagdes 1 a



6, em que o referido tratamento de trauma-hemorragia
também compreende fornecer ao referido sujeito sangue ou
produtos de sangue, como eritrdécitos (Ec.), plaquetas,

plasma ou combinac¢des destes.

Lisboa,



RESUMO

«TRATAMENTO DA HEMORRAGIA TRAUMATICA COM OLIGOPEPTIDOS
CURTOS»

Sao descritos métodos e meios associados para tratar um
Jeito, por exemplo um mamifero, em chogue hemorridgico ou
que se considere estar em risco de chogque hemcrragico.
Estes métodos incluem administrar ao sujeito, de forma

7

e/ou LQGV.
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